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Abstract

Many modern biotechnological and analytical applications rely on molecular reco-
gnition. This field is dominated by antibodies. However, artificial affinity ligands,
such as aptamers, are constantly pushing into these applications. Aptamers are
selected from a large starting library, composed of highly diverse single stranded
DNA or RNA sequences. This selection process is termed SELEX (Systematic Evo-
lution of Ligands by Exponential enrichment).

In this thesis the selection of aptamers will be explored. For this purpose a ,,mini-
mal“ SELEX was designed, which only covers the core processes of the selection.
The minimal SELEX is divided into selection rounds, each spanning the separation
of unbound aptamer candidates after the incubation with the target molecules, the
amplification of retained aptamer candidates and the production of a new single
stranded enriched library. Due to the applied selection pressure, low affinity apta-
mer candidates are discarded from the enriched library over the course of iterating
selection rounds.

To evaluate and control the selection process and to apply a defined selection pres-
sure Real Time PCR based analytics were developed and applied. Implementing
a tight monitoring of the selection will indicate possible correcting options and
therefore increase the chances of success for the selection of functional aptamers.
The functionality of the designed analytics for the minimal SELEX was successfully
demonstrated in a selection against His-tag proteins.

Subsequently, minimal SELEX was applied for the selection of aptamers against the
Wilson disease protein (ATP7B). However, the selection failed due to the formation
of by—products during the amplification of aptamer candidates. These by—products
are formed during the annealing phase of the PCR by partial hybridization of
aptamer candidates. It could be shown, that the introduction of emulsion PCR

effectively suppressed the formation of by—products.

Keywords: Aptamer, SELEX, Real Time PCR, Emulsion PCR
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Kurzfassung

Molekulare Erkennung wird in vielen Bereichen der Analytik und Biotechnologie
genutzt. Meist werden dabei Antikorper eingesetzt. Aber auch artifizielle Affini-
tatsliganden wie Aptamere dridngen immer stiarker in den von Antikérpern do-
minierten Markt. Aptamere werden im Labor aus einer grol3en Startbibliothek aus
unterschiedlichen, einzelstrangigen RNA- oder DNA-Sequenzen isoliert, dieser Se-
lektionsprozess wird SELEX genannt (kurz fiir Systematic Evolution of Ligands by
Exponential enrichment).

In dieser Arbeit soll die Selektion von Aptameren untersucht werden. Dazu wur-
de eine ,, minimale“ SELEX entworfen, die dabei den kompletten Kernprozess der
Selektion abbildet. So l4uft die minimale SELEX in Selektionsrunden aus Abtren-
nung der ungebundenen Aptamerkandidaten nach Inkubation mit dem Zielmole-
kiil, Amplifikation der verbliebenen Aptamerkandidaten und Produktion neuer ein-
zelstrangiger Aptamerkandidaten. Uber mehrere Selektionsrunden werden dabei
nieder-affine Aptamerkandidaten aufgrund des angelegten Selektionsdrucks aus
der Selektion verdrangt. Um den Prozess beurteilen, kontrollieren sowie einen de-
finierten Selektionsdruck einstellen zu konnen, wurde eine Analytik auf Basis der
Real Time PCR entwickelt. Durch die engmaschige Prozessiiberwachung und re-
sultierende Steuerungsmoglichkeiten wird eine Verbesserung der Erfolgsaussich-
ten der Selektion angestrebt. AnschlieRend wurde die Funktionalitdt dieser ent-
wickelten minimalen SELEX und der Analytik in einer de novo Selektion gegen
His-Tag-Proteine demonstriert.

Durch Einsatz dieser Prozessiiberwachung konnte gezeigt werden, dass die mini-
male SELEX beim Einsatz gegen das Wilson—Protein (ATP7B) durch die Bildung
von Nebenprodukten wihrend der Amplifikation der Aptamerkandidaten behin-
dert wird. Diese Nebenprodukte entstehen durch partielle Hybridisierung zwi-
schen den Aptamerkandidaten. Durch die Integration der EmulsionsPCR in die
SELEX konnte die Entstehung von Nebenprodukten jedoch effektiv unterdriickt

werden.

Schlagworter: Aptamer, SELEX, Real Time PCR, EmulsionsPCR
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Fiir viele analytische Verfahren werden Fangermolekiile benoétigt, die an ihr Ziel-
molekiil (das so genannte Target) binden konnen. Diese Fangermolekiile miissen
zahlreiche Anforderungen erfiillen, die eng an ihre Verwendung gekniipft sind.
Unabdingbar ist, dass die Fangermolekiile ihre Targets spezifisch erkennen und
von dhnlichen Molekiilen unterscheiden konnen. Wiinschenswert sind zudem ei-
ne einfache Herstellung und eine langerfristige Lagerfdhigkeit, auch ohne Kiih-
lung. Insbesondere diese Anforderungen werden von Antikorpern teilweise nur
schlecht erfiillt, daher werden Alternativen fiir die Forschung und Diagnostik be-
notigt. Eine vielversprechende Alternative sind Aptamere, einzelstrdngige DNA-
oder RNA-Molekiile, die gegeniiber ihrem Zielmolekiil eine hohe Affinitat aufwei-
sen und dhnliche Bindungseigenschaften besitzen wie Antikorper. Die bindenden
Sequenzen werden im Labor nach ihren Bindungseigenschaften zu ihrem Target
in einem iterativen Prozess progressiv aus einer Oligonukleotid-Bibliothek ange-
reichert. Dieser Prozess wird SELEX genannt (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential enrichment). Die SELEX lauft dabei komplett in Reaktionsgefaf3en ab
(in vitro).

Zunachst werden aus einer hoch komplexen, kombinatorischen Oligonukleotid—
Bibliothek (etwa 10 unterschiedliche Sequenzen) die bindenden Sequenzen ge-
gen das ausgewdahlte Zielmolekiil isoliert. Anschliel3end erfolgt die Vermehrung
der bindenden Oligonukleotide in einer PCR. Die so entstandene Teil-Bibliothek
wird erneut mit dem Target inkubiert. Dabei werden die Konzentrationsverhalt-
nisse so eingestellt, dass die bindenden Oligonukleotide im Uberschuss zu den
freien Bindestellen am Target vorliegen. Durch die entstehende Konkurrenz um
die Bindungsstellen am Target wird ein Selektionsdruck erzeugt, so dass die Oligo-
nukleotide mit niedriger Affinitit aus der Teil-Bibliothek entfernt werden. Die ver-
bleibenden, besser bindenden Oligonukleotide, werden erneut vermehrt. Durch

Wiederholung dieser Abfolge werden nach und nach die besten Binder in der Teil-
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Bibliothek angereichert. Am Ende dieses Prozesses erfolgt die Identifizierung der
Sequenzen aus der erhaltenen Teil-Bibliothek, sowie die Charakterisierung der
einzelnen Aptamere.

Aptamere haben vielfaltige Verwendungsmoglichkeiten. So konnen Aptamere bei-
spielsweise in Produktionsprozessen fiir die Aufreinigung von Proteinen ) oder
die Abreicherung von Toxinen ® verwendet werden. Auch fiir analytische Anwen-
dungen werden Aptamere in verschiedenen Formaten eingesetzt (z. B. in Microar-
rays ), Durchflusszytometrie ¥, Lateral Flow Assays © oder Biosensoren ©).
Zudem werden die Moglichkeiten eines gezielten Transports von Wirkstoffen in
Aptamer—konjugierten Partikeln fiir die Krebstherapie erforscht .

Obwohl Aptameren als Alternative zu Antikorpern ein grof3es Potential vorher-
gesagt wird, bleibt eine breite Nutzung bisher aus. Dies liegt vor allem daran,
dass eine Aptamerselektion kostenintensiv ist und gleichzeitig unsichere Erfolgs-
aussichten aufweist. Aufgrund der Kommerzialisierung der SELEX bleiben wichti-
ge, gewonnene Erkenntnisse bei den jeweiligen Firmen unter Verschluss. Das frei
verfiigbare Wissen iiber die SELEX, insbesondere iiber die Mechanismen innerhalb
der SELEX, ist daher begrenzt und fiihrt zu den beschriebenen unsicheren Erfolgs-
aussichten. Die Selektion von Aptameren soll daher im Rahmen dieser Arbeit wei-
ter untersucht werden. Dem Aufbau einer geeigneten Analytik zur Uberwachung
der SELEX kommt dabei eine zentrale Bedeutung zu. Die Integration einer prazi-
sen Analytik in die SELEX ermoglicht zuséatzlich zur retrospektiven Untersuchung
auch eine proaktive Steuerung der SELEX und somit mehr Kontrolle iiber den Pro-
zess, dadurch steigen auch die Erfolgsaussichten der Selektion. Weiterhin soll ein
in vitro Selektionsverfahren etabliert und in seinen Einzelschritten analysiert, opti-
miert und teilweise auch automatisiert werden. In diesem Zusammenhang soll die

Anwendbarkeit der Analytik gepriift werden.
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2 Theoretische Grundlagen der Aptamerselektion

Grundlegendes Schema einer Aptamerselektion ist die wiederholte Affinitatstren-
nung und Amplifikation von einer Bibliothek aus Nukleinsduren unterschiedlicher
Sequenz in einem zyklischen Prozess, der Systematic Evolution of Ligands by EXpo-
nential Enrichment (SELEX) genannt wird (vgl. Abb. 2.1.1). Ein SELEX-Prozess ist
dabei aus vielen Verfahrensschritten zusammengesetzt, die urspriinglich fiir ande-
re Anwendungen entwickelt wurden. So stammen die verwendeten Trenntechni-
ken meist aus der Chemie und der Bioprozesstechnik, wahrend die PCR zur Am-
plifikation der Aptamere aus der Molekularbiologie stammt. Die Besonderheit im
SELEX-Prozess ist die Verwendung dieser Verfahren fiir eine gleichzeitige Testung
von bis zu 10'° Sequenzen, im Gegensatz zu einem klassischen Screen, in dem alle
Kandidaten jeweils einzeln getestet werden. Im SELEX-Prozess unterliegen die Se-
quenzen dabei einem Selektionsdruck, der niederaffine Sequenzen aus der SELEX
dréngt. Zu Beginn der SELEX liegt die Haufigkeit der spiateren Aptamere in der Bi-
bliothek aller Sequenzen bei etwa 1071° bis 10'* ®_ Dies verdeutlicht die enorme
Leistung bei der Anreicherung affiner Sequenzen, die der SELEX-Prozess durch
sein zyklisches Design erreichen kann. Ein SELEX-Prozess dauert dabei mehrere
Wochen bis Monate an die sich die Charakterisierung der selektierten Aptamere
anschlief3t.

Seit ihrer ersten Beschreibung wurde die SELEX in vielen Variationen durchge-
fiihrt. Die grol3e Komplexitat der SELEX als Gesamtprozess und die Vielzahl an Va-
riationen sowie Abweichungen von den jeweils publizierten Protokollen erschwe-
ren jedoch die quantitative Beschreibung von beobachteten Effekten. Genaue Ana-
lysen erfordern dabei die vollstédndige Erfassung der jeweiligen angereicherten Bi-
bliothek, dieser Aufwand wird jedoch selten betrieben, sobald einmal ein Aptamer
fiir ein Zielmolekiil gefunden wurde. Mathematische und bioinformatische Model-
le wurden entwickelt, sind jedoch durch die unzureichende Qualitit der verfiigba-
ren Modelle limitiert und sind nur begrenzt verlassliche Werkzeuge fiir Analysen

und Prognosen.
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2.1 SELEX als Methode zur Selektion von Aptameren

Die Selektion verlduft in mehreren sogenannten Selektionsrunden (vgl. Abb. 2.1.1).

I
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Abb. 2.1.1: Schematische Ubersicht iiber den Ablauf eines SELEX-Prozesses

Zu Beginn des SELEX-Prozesses wird eine groRe Bibliothek an Aptamerkandidat-
en eingesetzt, die 10* bis 10> unterschiedliche Aptamerkandidaten enthélt. Jeder
Aptamerkandidat ist dabei ein einzelstrangiges Oligonukleotid mit einer individu-
ellen zentralen Region, in der die Nukleotide in zufélliger Reihenfolge aufgereiht
sind. Flankiert wird diese zentrale Region von zwei konstanten Regionen, die fiir
alle Aptamerkandidaten identisch sind und die im Verlauf der SELEX zur Ampli-

fikation der Aptamerkandidaten mittels PCR genutzt werden. Abhédngig von der
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Sequenz ihrer zentralen Region nehmen die Aptamerkandidaten jeweils ihre indi-
viduelle dreidimensionale Faltungen ein und weisen individuelle Charakteristika
fiir eine Bindung an das Zielmolekiil auf.

Im ersten Schritt einer Selektionsrunde werden die Aptamerkandidaten mit ihren
Zielmolekiilen - auch Target genannt - inkubiert. Ein kleiner Teil der Gesamtmenge
an Aptamerkandidaten bindet wéhrend der Inkubation an das Zielmolekiil. Nach
der Inkubation werden die ungebundenen Aptamerkandidaten abgetrennt und aus
dem SELEX-Prozess entfernt. Die verbliebenen Aptamerkandidaten werden nun
aus ihren Komplexen mit den Zielmolekiilen gelost und in einer PCR amplifiziert.
Nach der Amplifikation miissen die Aptamerkandidaten von ihren entsprechenden
Gegenstrangen getrennt werden, um Einzelstrange fiir die nachste Selektionsrun-
de zu erhalten.

Von den anfangs eingesetzten Aptamerkandidaten scheidet eine grof3e Menge wah-
rend der ersten Selektionsrunde aus. Die verbliebenen Aptamerkandidaten wer-
den amplifiziert und gehen anschlief3end in die nichste Selektionsrunde ein. Ab
diesem Punkt befinden sich mehrere Klone derselben Aptamerkandidaten in der
Bibliothek, die Vielfalt der Aptamerkandidaten ist zuriickgegangen. Im SELEX-
Prozess werden ab diesem Zeitpunkt stets weniger Zielmolekiile angeboten als
Aptamerkandidaten vorhanden sind, dadurch treten die Aptamerkandidaten un-
tereinander in Konkurrenz um die begrenzte Anzahl an Bindestellen. So schei-
den auch in den spateren Selektionsrunden Aptamerkandidaten aus, bis lediglich
eine kleine Anzahl von unterschiedlichen Aptamerkandidaten in der Bibliothek
verbleibt. Die Aptamerkandidaten werden abschlieend sequenziert und auf ihre

Eigenschaften beziiglich der Bindung des Zielmolekiils analysiert.
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2.1.1 Design von Startbibliotheken

Zu Beginn der SELEX werden eine grol3e Menge jeweils unterschiedlicher Sequen-
zen eingesetzt. Innerhalb dieser Bibliothek an Aptamerkandidaten befinden sich
die spateren Aptamere sowie eine hohe Anzahl nichtaffiner Sequenzen, die im
Verlauf der SELEX abgetrennt werden sollen. Das Design der Bibliothek bestimmt
dabei die Art und Vielfaltigkeit der Aptamerkandidaten genauso wie die Moglich-
keiten fiir deren spatere Amplifikation im Verlauf der SELEX. Dem Aufbau der
Bibliothek kommt also grof3e Bedeutung zu.

Aptamere konnen prinzipiell entweder als DNA oder RNA selektiert werden. Im
Unterschied zur DNA ermoglicht eine Ausfiihrung als RNA den Aptamerkandidat-
en eine erhohte strukturelle Vielfalt, die durch die zusatzliche Hydroxylgruppe
in der Position 2 der Ribose gegeben wird ©. So kénnen bei bereits selektierten
Aptameren DNA- und RNA-Varianten nicht ohne Nachteile gegeneinander aus-
getauscht werden. Dabei zeichnen sich Aptamere aus DNA durch eine erhohte
Stabilitat gegeniiber Degradation aus. Trotzdem sind Selektionen von DNA- und

RNA-Aptameren etwa gleich erfolgreich (um 30 %) 49,

Strukturelle Vielfalt innerhalb der Bibliothek

Die strukturelle Varianz zwischen den Aptamerkandidaten wird durch randomi-
sierte Regionen innerhalb der Sequenz der Aptamerkandidaten geschaffen. Abhan-
gig von ihrer jeweiligen Sequenz falten sich die Aptamerkandidaten entsprechend
in ihre Sekundarstruktur und nehmen eine spezifische dreidimensionale Faltung

an (vgl. Abb. 2.1.2).

2 ) § o=

Pseudoknoten G-Quadruplex Haarnadel Haarnadel-Aufwdlbung

Abb. 2.1.2: Auswahl méglicher Sekundérstrukturmotive von Aptameren " 11
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Fiir die Generierung verschiedener Bibliotheken wird zwischen vorstrukturierten
Varianten und kompletter Randomisierung unterschieden. Vorstrukturierte Vari-
anten sind meist modifizierte Formen bekannter Sequenzmotive, in denen ledig-
lich Teilbereiche randomisiert wurden, beispielsweise freiliegende Schleifen. Diese
Startbibliotheken werden oft eingesetzt, um Bindeeigenschaften bekannter Apta-
mere zu optimieren. Vorstrukturierte Bibliotheken konnen alternativ auch durch
bewusste Erzeugung von Sekundarstrukturen in bioinformatischen Verfahren er-

(2) Dijese Bibliotheken sind dabei nicht von einer bindenden Se-

zeugt werden
quenz abgeleitet, verfiigen aber {iber strukturgebende Bereiche innerhalb der zen-
tralen Region, die von randomisierten Bereichen flankiert werden. Komplett ran-
domisierte Regionen werden dagegen zur de novo Selektion von Aptameren einge-
setzt. In de novo Selektionen scheinen komplett randomisierte Aptamerkandidaten
gegeniiber vorstrukturierten Bibliotheken erfolgreicher zu sein %,

Auch die Linge des randomisierten Bereichs hat Einfluss auf die Aptamerkandi-
daten. So steigt die Haufigkeit eines Sequenzmotives mit zunehmender Linge der
randomisierten Region. Gleichzeitig mindert die zunehmende Tendenz der flankie-
renden Regionen ebenfalls Sekundéarstrukturen auszubilden, die Chance auf eine
korrekte Faltung des Sequenzmotives ¥, So kénnen auch Aptamerkandidaten mit
einem affinen Sequenzmotiv in der SELEX nicht erfolgreich sein, falls die korrekte
Faltung des Sequenzmotives durch angrenzende Bereiche unterdriickt wird und
der Aptamerkandidat eine andere globale Faltung einnimmt (globale vs. lokale
Energieminima fiir die Faltung der Aptamerkandidaten). Trotzdem weisen ldnge-
re randomisierte Regionen mehr strukturelle Vielfalt auf und sind daher gegeniiber
kiirzeren Aptamerkandidaten zu bevorzugen !®). Wegen der drohenden mangel-
haften strukturellen Vielfalt sollte die randomisierte Region in totalrandomisierten
Aptamerkandidaten nicht unter 30 Nukleotide lang sein 4% 17, Eine iiberméRige
Ausdehnung der randomisierten Region fiihrt jedoch zu unerwiinschten Effekten.
So geht beispielsweise die Synthese langer, einzelstrangiger Fragmente iiber 80

Nukleotide auch heute noch mit einem grof3en Anteil kiirzerer, unvollstandiger Se-
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quenzen als Nebenprodukten einher. Gleichzeitig gibt es Hinweise darauf, dass zu
(18)

lange randomisierte Regionen in Selektionen weniger erfolgreich sind
Synthesebias

Die Synthese der randomisierten Region ist einem systematischen Fehler in der
Gleichverteilung der Nukleotide unterworfen (Synthesebias). Dieser Bias wurde
bei next generation sequencing (NGS) Untersuchungen entdeckt und basiert auf
einer leichten Varianz der Kupplungseffizienzen zwischen den unterschiedlichen
Nukleotiden. So kommt es bei der Synthese von Oligonukleotiden dazu, dass die
Verteilung der Nukleotide und, infolge dessen, auch die Verteilung der Sequenz-
motive in der Startbibliothek verzerrt wird ¢”> 1%, Durch entsprechende Anderun-
gen der Konzentrationsverhéltnisse zwischen den Nukleotiden in der Synthese auf
1,5/1,25/1,15/1,0 (A/C/G/T) kann dieser Synthesebias jedoch ausgeglichen wer-

den (2,

Primerregionen der Aptamerkandidaten

Die Primerregionen der Aptamerkandidaten konnen teilweise die native Faltung
der randomisierten Region stéren > 14 oder in die minimal bindende Sequenz (mi-
nimal binding motif) des Aptamers rekrutiert werden “7>2%, Beide Einfliisse sind
im SELEX-Prozess unerwiinscht, da sie die strukturelle Vielfalt der Aptamerkandi-
daten mindern. Deshalb wurden spezielle Verfahren entwickelt um die Primerbe-
reiche zu verkiirzen oder komplett zu entfernen. So werden in der minimal Primer
SELEX und in der primer free SELEX die Primer mit Restriktionsenzymen entweder
teilweise oder vollstdndig von den Aptamerkandidaten abgespalten 2D, Fiir die
Amplifikation miissen die Primerbereiche jedoch durch Ligation wiederhergestellt
werden. Als Alternative zur Abspaltung der Primerregionen konnen die Primerre-
gionen auch durch Hybridisieren eines komplementiren Oligonukleotids ,,inakti-

viert“ werden @2,
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Chemisch modifizierte Nukleotide

Aptamere drangen als Affinitédtsliganden in die Anwendungsfelder, die traditionell
von Antikorpern dominiert sind. Im Vergleich zu Antikorpern werden Aptamere je-
doch relativ schnell im Blut abgebaut oder iiber die Nieren ausgeschieden. Bisher
wurde diesen Problemen mit der nachtraglichen Modifikation der Aptamere begeg-
net. Ein wesentlicher Nachteil der Aptamere ist zudem die stark begrenzte Funktio-
nalitdt von Nukleinsduren im Vergleich zu Aminosauren, insbesondere zu hydro-
phoben Interaktionen sind Nukleinsduren nur begrenzt fihig % 23-2>) Daher wird
seit einiger Zeit an der Integration modifizierter Nukleotide in die SELEX gearbei-
tet. Artifizielle Nukleotide steigern dabei die Stabilitdt der Aptamere, deren Mog-
lichkeiten zur dreidimensionalen Faltung und molekularen Erkennung 7). Neben
den natiirlichen Formen der Aptamere wie RNA und DNA finden zunehmend mo-
difizierte Zucker Eingang in die Selektion (XNA) ©®. Diese Entwicklung ist jedoch
von der Generierung neuer substrattoleranter Polymerasen abhingig @*. Gleich-
zeitig wird auch an der Erweiterung der Funktionalitit der Nukleobasen gearbei-
tet. So konnen beispielsweise chemische Modifikationen am C5 der Pyrimidine ein-
gebracht werden, da diese Position nicht in die Watson/Crick Basenpaarung invol-
viert ist ?>2% Auch neue Basenpaare mit hydrophobem Charakter, wie das Basen-
paar D (7—(2—-thienyl)imidazo[4,5-b]pyridin) und Px (2-nitro—4—propynylpyrrol),
wurden bereits in den SELEX-Prozess integriert ¢, Dabei verbessert die Integra-
tion artifizieller Basen sowohl die Erfolgschance der SELEX, als auch die Affinitét

der selektierten Aptamere @7,

2.1.2 Zielmolekile von Aptameren

Aptamere konnen gegen eine Vielzahl unterschiedliche Ziele gerichtet werden. So
wurden unter anderem bereits Aptamere gegen kleine Metallionen, kleine orga-
nische Molekiile wie Malachitgriin oder Ethanolamin, Aminosiduren, Nukleotide,
enzymatische Kofaktoren, aber auch gréRere Molekiile wie Peptide und Proteine
bis hin zu komplexen Partikeln wie Viren, Sporen von Bacillus anthracis oder kom-

pletten Zellen entwickelt @&,
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Grundlagen der Interaktion zwischen Zielmolekiilen und Aptameren

Aptamere interagieren mit ihren Zielmolekiilen iiber elektrostatische Wechselwir-
kungen, Wasserstoffbriickenbindungen, van—der—-Waals—Kréfte und m—n—Wechsel-
wirkungen #% 39 Die Spezifitit des Aptamers wird durch strukturelle Komplemen-
taritdt des Aptamers gegen die Raumforderungen des Zielmolekiils gegeben. Die
Faltung des Aptamers ist dabei im hohen Grade von der chemischen Umgebung
abhiingig ®1. Oft vollziehen Aptamere bei der Bindung des Zielmolekiils eine Kon-

formationsinderung (induced fit Mechanismus) ¢2 32,

Notwendige Eigenschaften der Zielmolekiile

Die Moglichkeiten des Zielmolekiils tiber funktionelle Gruppen mit dem Aptamer
zu interagieren hat direkten Einfluss auf die Erfolgsaussicht zur Selektion affiner
Aptamere. Beispielsweise wirken sich Donoren und Akzeptoren von Wasserstoff-
briicken oder aromatische Ringe auf der Oberflache entsprechend positiv auf das
Selektionsergebnis aus ?®. Auch die GréRe der Oberfliche eines Zielmolekiils als
quantitatives Maf3 fiir die Moglichkeiten zur Interaktion hat Einfluss auf die spa-
tere Affinitit der Aptamere, so weisen Aptamere gegen Proteine meist Dissoziati-
onskonstanten zwischen 10 M bis 10! M auf, wihrend diese fiir kleine Molekiile
meist im Bereich von 10 M bis 107 M liegen ¥9,

Zusatzlich hat die Ladung des Zielmolekiils einen direkten Einfluss fiir die Zugiang-
lichkeit in der Selektion. Als Polyanion bevorzugen Aptamere positiv geladene Re-
gionen auf der Oberflache des Zielmolekiils, dementsprechend ist die Selektion
gegen negativ geladene oder stark hydrophobe Molekiile erschwert @®. Generell
lasst sich dieser Zusammenhang auch abhingig vom isoelektrischen Punkt (pI)
oder der vom pH-Wert abhingigen Nettoladung des Zielmolekiils beschreiben. Da-
bei gilt, je positiver die Nettoladung oder je grof3er der pI des Zielmolekiils, desto
stirker ist die Affinitit der Aptamere ®®. Ein hohes MaR an posttranslationaler
Glykosylierung fiihrt bei Proteinen zur Absenkung des pI und erschwert dement-
sprechend die Selektion “?. Im Verlauf der Selektion konnen positiv geladene

Teilflichen auf der Oberflache von Zielmolekiilen aber auch zur unspezifische Bin-
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dung der Aptamerkandidaten fiihren. Die Aminosduren Lysin und Arginin sind bei
physiologischen pH-Werten positiv geladen und dienen daher oft als unspezifische
Bindestellen fiir Aptamere an Proteine. Dies ist besonders ein Problem in Selektio-
nen gegen Wachstumsfaktoren, die naturgemal$ an polyanionische Nukleinsduren
binden 9.

Neben funktionellen Gruppen fiir die Interaktion mit den Aptamerkandidaten und
einer entsprechenden Verteilung von Ladungen auf der Oberflache miissen Ziel-
molekiile fiir eine erfolgreiche Selektion auch ein Mindestmal® an struktureller
Rigiditat besitzen. So ist die Affinitdt der Aptamere, die gegen ein strukturell in-
stabiles Zielmolekiil selektiert wurden, meist mangelhaft oder die Selektion schei-
tert komplett % 3% Ebenso wichtig ist in diesem Zusammenhang die kontinuier-
liche Prasentation korrekt gefalteter Zielmolekiile iiber den gesamten Verlauf der

SELEX G2,

2.1.3 Trennverfahren im SELEX-Prozess

Innerhalb der SELEX werden die Aptamerkandidaten wiederholt iiber ihre Affi-
nitdt zum Zielmolekiil fraktioniert. Den eingesetzten Trennverfahren kommt da-
her eine Schliisselrolle zu. Prinzipiell ist hier jedes Verfahren anwendbar, dass
erfolgreich gebundene von ungebundenen Aptamerkandidaten abtrennen kann.
So wurden Selektionen mit sehr einfachen Trennverfahren wie Bindung an Ni-
trozellulosemembranen oder Affinitdtschromatographie genauso beschrieben wie
hochtechnisierte Verfahren in Kapillarelektrophoresen oder mikrofluidischen Sys-
temen. Dabei lassen sich alle Trennverfahren entweder in homogene Verfahren

oder heterogene Trennverfahren mit stationdrer Phase einteilen.

Heterogene Trennverfahren

In heterogenen Trennverfahren ist die Prasentation der Zielmolekiile von entschei-
dender Bedeutung. So kann die Immobilisierung der Zielmolekiile zu Anderun-
gen in deren Struktur fithren ©®®. Es besteht zudem die Moglichkeit, dass Apta-

mere gegen die eingesetzten Linker oder gegen die Matrix selektiert werden 213,

11
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Auch die Immobilisierungsdichte ist ein wichtiger Faktor. Eine zu geringe Immo-
bilisierungsdichte kann beispielsweise zur Deformation der Zielmolekiile fiihren
und / oder die Bibliothek der Aptamerkandidaten wegen einer zu geringen An-
zahl an Zielmolekiilen fiir eine erfolgreiche Selektion zu stark ausdiinnen. An-
derseits stort eine zu hohe Immobilisierungsdichte die Selektion eventuell durch
Ausbildung stark ausgepragter (negativer) Oberflichenladungen auf der Matrix,
die Aptamere elektrostatisch abstof3en. Auch sterische Hinderungen, molecular
crowding oder die Bindung eines Aptamerkandidaten an mehrere Zielmolekiile
konnen bei hohen Immobilisierungsdichten auftreten %, Die Immobilisierungs-
dichte wird als Parameter in vielen Publikationen vernachldssigt oder willkiirlich
festgelegt. In vielen modernen SELEX-Prozessen werden heterogene Trennverfah-
ren meist auf Basis funktionalisierter Magnetpartikel eingesetzt. Die optionale Inte-
gration in mikrofluidische Systeme ermdglicht dabei eine strikte, reproduzierbare
Kontrolle der Reaktionsparameter, sowie eine stringente Selektion durch kontinu-
ierliche Waschschritte 43 333739

Homogene Trennverfahren

Homogene Trennverfahren haben den Vorteil, dass weder die Aptamerkandidat-
en, noch das Zielmolekiil immobilisiert werden miissen und daher beide Kom-
plexpartner unmodifiziert miteinander interagieren konnen. Neben klassischen
homogenen Trennverfahren wie der Zentrifugation (z. B. bei der Selektion gegen
Zellen) oder der Ultrafiltration beruhen die meisten homogenen Trennverfahren
auf Unterschieden der elektrophoretischen Mobilitdt. Entsprechend wird in die-
sen Selektionen entweder ein Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) oder ei-
ne Kapillarelektrophorese (CE) eingesetzt. Fiir eine elektrophoretische Trennung
der Aptamer-Ziel-Komplexe von ungebundenen Aptamerkandidaten miissen die
Zielmolekiile ein anderes Masse/Ladungsverhaltnis aufweisen, als die freien Apta-
merkandidaten @349, Daher ist die Abtrennung fiir kleine Molekiile schwierig
und nur durch signifikante Einbufen der Selektionseffizienz erreichbar 42 49, Fiir

geeignete Zielmolekiile ermoglicht die Kapillarelektrophorese jedoch sehr hohe

12
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Selektionseffizienzen von 1 aus 10* — 10°> wihrend konventionelle Verfahren le-
diglich Effizienzen von 1 aus 10 — 100 erreichen “?. Nachteil elektrophoretischer
Verfahren ist eine starke Limitierung der eingesetzten Volumina, die sich in einer
begrenzten Anzahl an Aptamerkandidaten in der Grofenordnung von 103 nieder-
schldgt, wihrend konventionelle Trennverfahren bis zu 10 Aptamerkandidaten
gleichzeitig bewiltigen konnen “*®. Weitere Nachteile elektrophoretischer Verfah-
ren sind die Restriktionen auf die speziellen Pufferbedingungen, die zur Elektro-
phorese notig sind, sowie Schwankungen der Salzkonzentration und Temperatur

im Verlauf der Elektrophorese 7,

Besonderheiten bei Selektionen gegen kleine Molekiile

Selektionen gegen kleine Molekiile stellen besondere Herausforderungen dar. Klei-
ne Molekiile weisen eine kleine Oberflache mit wenigen funktionalen Gruppen zur
Interaktion mit Aptamerkandidaten oder fiir die Immobilisierung auf ©®®. Deswe-
gen wurden spezielle Selektionsstrategien fiir kleine Molekiile entwickelt. Entge-
gen der konventionellen Selektionsverfahren werden in diesen speziellen Verfah-
ren die Aptamerkandidaten reversibel immobilisiert, wahrend die kleinen Mole-
kiile unmodifiziert eingesetzt werden. Diese Immobilisierung der Aptamerkandi-
daten erfolgt entweder iiber komplementire Oligonukleotide @% %+ 4> oder unspe-
zifisch an Graphen-Oxid iiber m—n—-Wechselwirkung % 4%, Die so immobilisier-
ten Aptamerkandidaten werden dann mit den Zielmolekiilen inkubiert. Bei der
Bindung des Targets an das Aptamer kommt es zur Konformationsdnderung des
Aptamers und zur Ablésung des Aptamer-Target—-Komplexes von der stationdren
Phase, nicht affine Aptamere verbleiben immobilisiert und werden aus der SELEX
entfernt. Voraussetzung fiir diese Trennverfahren ist die Konformationsdnderung,
die zur Desorption von der Matrix notwendig ist. Gleichzeitig miissen die Krafte
fiir die Desorption von der Matrix die Stiarke der Bindung an die Matrix {iberstei-
gen @, Trotz dieser Einschrinkungen stellen die prisentierten Trennverfahren
signifikante Verbesserungen fiir die Selektion gegen kleine Molekiile dar, da diese

nicht mehr immobilisiert werden miissen.
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Besonderheiten bei Selektionen gegen Zellen

Selektionen gegen Zellen weisen einige Vorteile gegeniiber konventionellen Se-
lektionen gegen einzelne isolierte Ziele auf. So ist kein Vorwissen iiber das Ziel-
molekiil und keine Priparation des Zielmolekiils notig #”. Gleichzeitig kann sich
die Selektion gegen verschiedene Zielmolekiile der Zelle richten, entsprechende
Probleme der Interaktion einzelner Ziele mit den Aptamerkandidaten werden so
ausgeglichen. Dafiir richten sich die Selektionen meist gegen die hédufigsten Ziel-
molekiile, die jedoch nicht notwendigerweise spezifisch fiir diese Zellen sind “#¥.
Ein Vorteil der Selektion gegen lebende Zellen ist die native Faltung und posttrans-
lationale Modifikation der Zielmolekiile, sodass die Aptamere spéter ebenfalls in
der Lage sind die nativen Formen der Zielmolekiile zu erkennen 7. In jeder Zell-
Population befinden sich jedoch auch tote Zellen, die zur Selektion ungewiinschter
Aptamere fithren kénnen “®. Trennverfahren der Wahl ist fiir Selektionen gegen
Zellen meist fluorescence—activated cell sorting (FACS). Nachteil dieses Trennver-

fahrens ist die Limitierung auf 108 sortierte Zellen 4%,

Selektionsverfahren fiir spezielle Eigenschaften

Selektionsprozesse konnen auch auf andere Funktionen, als auf die Affinitit gegen
ein Zielmolekiil gerichtet werden. Fiir die Entwicklung spezifischer quantitativer
Tests ist beispielsweise ein Sandwich mit zwei Affinitatsliganden vorteilhaft. So
kann der SELEX-Prozess durch maskieren der primiren Bindestelle auch gegen
weniger vorteilhafte Bindestellen gelenkt werden 7. Alternativ werden in den
Selektionen jeweils unterschiedliche Doménen desselben Ziels angeboten. Zusatz-
lich kann die Affinitdt durch Multivalenz erhoht werden. Dazu werden in einer
Selektion zwei bereits bekannte Aptamere gegen ein Zielmolekiil mit einer rando-
misierten Zwischensequenz verbunden, deren Eigenschaften anschlieend in einer
SELEX optimiert werden “?. Daneben kénnen Sequenzen auch mit anderen Eigen-
schaften wie beispielsweise einer katalytischen Aktivitit (z. B. DNAzyme) ©? oder
als self reporting Systeme mit Rekrutierung von fluoreszenten Farbstoffen selektiert

werden ©1,
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2.1.4 Isolierung einzelstrangiger Aptamerkandidaten

Nach einem Selektionsschritt werden die Aptamerkandidaten in einer PCR verviel-
faltigt. Die Aptamerkandidaten liegen dann im Komplex mit ihren komplementé-
ren Strangen vor. Damit die Aptamerkandidaten ihre korrekte Faltung einnehmen
konnen miissen diese jedoch einzelstrangig vorliegen.

Eine Moglichkeit zur direkten Erzeugung einzelstrangiger Aptamerkandidaten ist
die asymmetrische PCR. In der asymmetrischen PCR wird die Konzentration eines
Primers limitiert, wihrend der andere Primer im Uberschuss vorliegt. Dadurch
kommt es zunéchst zu einer Vervielfiltigung des Eingangsmaterials wie in einer
normalen PCR, bis der limitierende Primer verbraucht ist. Ab diesem Punkt dienen
die erzeugten Doppelstrange lediglich als Matrize zur Erzeugung von Einzelstran-

gen mit den verbliebenen Primern (vgl. Abb. 2.1.3).

VAV AW AN 1. Phase 2. Phase
(exponentiell) AV QA RA (linear) VAW AW AN

+ - 5 + - 5 +
T AN WA iAWY AN WA YAV 4N
+ +
20x /N IV VA VAN
QTR VAN VAN VA VA VAN
voramplifizierter sense-Primer antisense-Primer Aptamerkandidat
Aptamerkandidat (einzelstrangig)

Abb. 2.1.3: Schematische Darstellung der asymmetrischen PCR

Im Reaktionsprodukt der asymmetrischen PCR liegen dann sowohl einzelstrangi-
ge Aptamerkandidaten als auch Aptamerkandidaten im Komplex mit ihren kom-
plementéren Strangen vor. Die Doppelstrange miissen also nach Abschluss der Re-
aktion abgetrennt werden, dies geschieht meist elektrophoretisch. Der Durchsatz
ist in elektrophoretischen Systemen jedoch stark begrenzt ©?. Im Vergleich zur
,regulidren“ PCR erzeugt eine asymmetrische PCR zudem mehr Fehler ®® (siehe:

Amplifikation von Aptamerkandidaten auf S. 20).
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Alternativ zur direkten Erzeugung in einer asymmetrischen PCR konnen Einzel-
strange auch aus konventionellen PCR-Produkten isoliert werden. So kénnen ein-
zelstrangige Aptamerkandidaten beispielsweise wiahrend einer Gelelektrophorese
aus den doppelstrangigen PCR—Produkten isoliert werden. Im Gegensatz zur rei-
nen Abtrennung der Doppelstrange, die nach der asymmetrischen PCR notig wird,
miissen hier jedoch zunichst die Komplexe mit den komplementiren Strédngen ge-
spalten und dann die einzelstrdngigen Aptamerkandidaten von den nun ebenfalls
einzelstrdngigen komplementédren Strangen abgetrennt werden. Um die komple-
mentdren Strdnge von den Aptamerkandidaten elektrophoretisch abtrennen zu
kénnen werden beispielsweise Primer mit poly(A)-Schwanz oder andere grof3en-
modifizierte Primer eingesetzt (z. B. mit Polyethylenglykol (PEG)), diese fiihren
jedoch hiufig zu Problemen wihrend der Amplifikation ®®. Alternativ kénnen die
komplementiren Strange auch mit modifizierten Primern erzeugt werden, die spa-
ter eine Immobilisierung durch Copolymerisierung mit der Polyacrylamidmatrix
der Elektrophorese erlauben. Jedoch ist der Durchsatz auch fiir diese Verfahren
durch den Einsatz elektrophoretischer Trenntechniken begrenzt ©4.
Prominentestes Verfahren fiir die Isolierung von Einzelstrdngen aus doppelstran-
gigen PCR-Produkten ist die Nutzung eines biotinylierten Primers. Das doppel-
strangige PCR—-Produkt wird dabei zunéachst {iber den biotinylierten Strang an das
Streptavidin einer stationire Phase gebunden. AnschlieRend werden die Wasser-
stoffbriicken zwischen den komplementiren Strangen und den Aptamerkandidat-
en durch Natronlauge gebrochen und die Aptamerkandidaten gehen in die mobile
Phase iiber. Natronlauge kann jedoch auch die Faltung des Streptavidins und die
Bindung zwischen Streptavidin und Biotin storen und so zur partiellen Freisetzung
der eigentlich immobilisierten komplementiren Stringen fithren ¢% %2,

Neben der Abtrennung der komplementaren Strange ist es zudem auch moglich,
diese durch Einsatz von Enzymen zu degradieren. Das Enzym A-Exonuklease be-
sitzt eine etwa 20-fache Spezifitéit fiir den phosphorylierten Strang in einem asym-

metrisch phosphorylierten Doppelstrang und baut diesen entsprechend bevorzugt
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ab ©? . Fiir die Erzeugung von Einzelstringen wird also ein Primer phosphoryliert,
wahrend der andere Primer unmodifiziert eingesetzt wird. Aufgrund der off-target
Spezifitdt der A-Exonuklease fiir den unphosphorylierten Strang kommt es jedoch
auch hier zum partiellen Verdau. Fiir die Reaktionszeit muss deshalb ein Kom-
promiss zwischen dem Abbau des komplementédren Stranges und dem Abbau der
Aptamerkandidaten gefunden werden. Gleichzeitig kann die enzymatische Aktivi-
tat durch fehlgepaarte Nukleotide innerhalb des Doppelstrangs behindert werden,
in diesem Fall stoppt der enzymatische Abbau, die Folge sind Doppelstrange, die le-
diglich partiell abgebaut wurden ©2°% Auch fiir diese Methode ist der Durchsatz
limitiert, da fiir die nachtragliche Abtrennung der Abbauprodukte und der unvoll-

standig abgebauten Produkte elektrophoretische Verfahren einsetzt werden.
2.2 Molekulare Mechanismen im SELEX-Prozess

Die zentralen Schritte im Kern des SELEX-Prozesses sind die Selektion und die
Amplifikation der Aptamerkandidaten. Beide Prozessschritte sind fiir den Erfolg

der SELEX unerlasslich und vielféltigen Effekten unterworfen.

2.2.1 Selektionsdruck

Die Abtrennung der niederaffinen Aptamerkandidaten erfolgt in der SELEX durch
anlegen eines Selektionsdrucks. Dieser ist charakterisiert durch die Konkurrenz
der Aptamerkandidaten um verfiigbare Bindestellen, von der Stringenz der Inku-
bations— und Waschschritte, sowie durch die Effektivitit des jeweiligen Trennver-
fahrens und sollte innerhalb eines SELEX-Prozesses graduell gesteigert werden &),
Die Stringenz der Inkubations— und Waschschritte ist teilweise direkt mit der Ef-
fektivitat des Trennverfahrens verkniipft. So sind insbesondere heterogene Trenn-

verfahren auf verschiedene Waschschritte angewiesen.
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Kinetische Aspekte der Selektion

Neben der Affinitdt eines Aptamers sind auch dessen kinetische Parameter fiir die
Eignung in einem bestimmten Einsatz entscheidend. Das Bindeverhalten von Apta-
meren (A) an ihr Target (T) kann dabei vereinfacht als Gleichgewichtsreaktion
mit der Komplexbildungskonstante (k,,) und der Komplexdissoziationskonstante
(k.g) beschrieben werden (GI. 1). Entsprechend dem Massenwirkungsgesetz kann
die Anderung der Komplexkonzentration (AT) als Differenz der Bildungsreaktion
und der Zerfallsreaktion beschrieben werden (Gl. 2). Durch Umformung wird die
Gleichgewichtskonstante (K,) erhalten, die als Mal? fiir die Affinitdt des Aptamers
dient und als Quotient von k4 und k., dargestellt werden kann (Gl. 3).

kon
Reaktionsgleichung: A+T — AT (D

off
Massenwirkungsgesetz: % =[A] - [T] -k, —[AT] k¢ (2)

Gleichgewichtskonstante: Kp = l% = [?g]T] 3

Aus diese Betrachtungen kann beispielsweise abgeleitet werden, dass Aptamere
fiir eine Affinitatsreinigung eine niedrige Komplexdissoziationskonstante (k) auf-
weisen sollten, damit sich kein bereits immobilisiertes Zielmolekiil wihrend einer
langeren Beladung oder in den Waschschritten von der Affinitdtsmatrix 10st. Un-
ter Elutionsbedingungen sollte k.« dagegen hoch sein, damit das Zielmolekiil gut
eluiert werden kann “?,

Selektionsdruck kann auch auf die kinetischen Parameter der Aptamerkandidat-
en ausgeiibt werden. Direkter Selektionsdruck auf die Affinitét lasst sich lediglich
in einem steady state Gleichgewicht mit langen Inkubationszeiten zwischen Apta-
merkandidaten und Zielmolekiilen erreichen. In diesem Zusammenhang wird der
Selektionsdruck durch das Verhiltnis zwischen Aptamerkandidaten und Zielmole-
kiil definiert und bestimmt die spitere Affinitit ). Dabei ist zu beachten, dass
jedes Zielmolekiil eventuell mehrere unterschiedliche Bindestellen anbieten kann.
Kiirzere Inkubationszeiten der Aptamerkandidaten mit den Zielmolekiilen konnen

dazu genutzt werden, einen Selektionsdruck auf k., auszuiiben, wéihrend ein Se-
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lektionsdruck auf ks in Waschschritten erzeugt und durch deren Linge und Volu-
men gesteuert werden kann @9,

In konventionellen Trennverfahren miissen die kinetische Aspekte einer Selekti-
on meist durch die Lange der jeweiligen Inkubationsschritte kontrolliert werden.
Im Gegensatz dazu ermoglichen spezielle kapillarelektrophoretische Verfahren die
direkte Kontrolle iiber kinetische Parameter einer Selektion ”. Fiir diese ,kineti-
schen“ Kapillarelektrophoresen werden die Aptamerkandidaten zunéchst mit ih-
ren Zielmolekiilen inkubiert, sodass sich ein Gleichgewicht einstellt “?. Anschlie-
RBend wird dieses Gemisch in eine Kapillare injiziert, deren Puffer eine dquimo-
lare Konzentration an Zielmolekiil enthalt. Wahrend der Kapillarelektrophorese
entsteht dann ein dynamisches Gleichgewicht und die Aptamerkandidaten wer-
den nach ihrer Affinitat fiir das Zielmolekiil getrennt (equilibrium capillary electro-
phoresis of equilibrium mixtures (ECEEM)) “?. Alternativ kann das Gemisch der
Aptamerkandidaten mit ihren Zielmolekiilen in eine Kapillare ohne zusétzliches
Zielmolekiil injiziert werden (non ECEEM (NECEEM)). Innerhalb dieser Separati-
on liegt der Selektionsdruck dann auf k,; “?. Durch die elektronische Steuerung
der Kapillarelektrophorese und die Sammlung der Aptamerkandidaten in verschie-
denen Fraktionen kann fiir jeden Modus ein vordefinierter Selektionsdruck einge-

stellt werden “#2,

Selektion auf Spezifitiat

Anders als in der SELEX ist ein Aptamer in einer konkreten Anwendung stets mit
anderen Molekiilen neben dem Zielmolekiil konfrontiert. Hier ist die Spezifitat des
Aptamers fiir sein jeweiliges Zielmolekiil entscheidend. Fiir Aptamere mit entspre-
chenden Anforderungen kann die Spezifitit bereits in der Selektion beriicksichtigt
werden.

Aptamere mit Affinitdt zur verwendeten Matrix oder zu den eingesetzten Linkern
konnen durch entsprechende Negativselektionsschritte aus der SELEX entfernt
werden @359 Der Einsatz unspezifischer Kompetitoren wihrend des Inkubations-

schrittes in der SELEX minimiert zuséatzlich unspezifische Bindung an Zielmolekii-
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le @®_ In Counterselektionen werden dagegen Molekiile prisentiert, die nicht dem
Zielmolekiil entsprechen diesem aber dhnlich sind, so konnen Aptamerkandidaten

mit off target Affinitéit aus dem SELEX-Prozess entfernt werden ©®,

2.2.2 Theorie zur Amplifikation von Aptamerkandidaten

Die Amplifikation von Aptamerkandidaten unterscheidet sich als eine parallele
Amplifikation einer Vielzahl von verschiedenen Sequenzen fundamental von einer
normalen PCR mit nur einem Amplikon. Werden mehrere unterschiedliche Am-
plikons mit jeweils unterschiedlicher Sequenz amplifiziert, so handelt es sich um
eine multiplex PCR. Auch im SELEX-Prozess werden mehrere Aptamerkandidaten
unterschiedlicher Sequenz gleichzeitig amplifiziert, hier weisen die Aptamerkan-
didaten jedoch zusétzlich eine gewisse Sequenzhomologie auf, die in einer multi-
plex PCR absichtlich vermieden wird. In dieser so genannten multitemplate PCR
kommt es aufgrund der Homologie und der gleichzeitig unterschiedlichen Nukleo-
tidzusammensetzungen der Amplikons zu vielfaltigen Effekten, die im Folgenden

genauer beschrieben werden.

PCR-Bias

Ein Nukleotid-Bias gegen GC reiche Regionen ist schon in reguldren PCRs zu be-
obachten, hier fithren Templates mit hohem GC-Gehalt zu Schwierigkeiten in der
Amplifikation. In einer normalen PCR kann auf diese Problematik durch eine Opti-
mierung der Reaktionsparameter oder durch Zugabe von PCR-Enhancern reagiert
werden.

In einer multitemplate PCR gelten jedoch die Reaktionsbedingungen fiir alle Tem-
plates, sodass hier je nach Reaktionsbedingungen Amplikons entsprechend bevor-
zugt oder benachteiligt werden ©7-D, Der Nukleotid-Bias kann jedoch durch Aus-
wahl geeigneter Reaktionsbedingungen eingegrenzt werden ©®. Weitere Unter-
suchungen haben zudem gezeigt, dass Polymerasen bei ihrem Priming bestimm-
te Sequenzmotive bevorzugen (Priming—Bias) ©?. Auch fiir die Erzeugung von

RNA-Aptameren aus DNA in einer Transkription wurde ein Nukleotid—Bias nach-
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gewiesen, dieser ist jedoch weit weniger untersucht und die gezeigten Daten sind
teilweise widerspriichlich % 6%,

Neben der reinen Sequenzzusammensetzung sind besonders strukturierte Regio-
nen eine Ursache fiir den PCR-Bias in einer multitemplate PCR. So werden struk-
turell schwache Aptamerkandidaten wihrend der Amplifikation bevorzugt @7, Se-
kundarstrukturen, insbesondere Loop Strukturen die auch wéhrend der Elongati-
onsphase stabil sind, fiihren zum Stopp der Polymeraseaktivitdt und zum Ablosen
der Polymerase vom unvollstindigen Amplikon oder zur Aktivierung der eventuell

vorhandenen 5’ Nukleaseaktivitdt (proofreading Enzyme), die dann beginnt diese

Strukturen abzubauen und den jeweiligen Aptamerkandidat dabei zerstort ©7> 61,

Effekte hoher Diversitat

Auch die hohe Diversitit innerhalb der Bibliothek der Aptamerkandidaten hat Ein-
fluss auf die Amplifikation. Gegeniiber hiufigeren Amplikons werden Amplikons
mit signifikant niedrigerer Konzentration benachteiligt 6?9,

Eine grof3e Diversitét in der Bibliothek fiihrt zudem besonders bei hohen Konzen-
trationen zur Bildung von Heteroduplexen eines Aptamerkandidates mit einem an-
deren Aptamerkandidaten oder einem nichtkomplementiren Gegenstrang “% 6%,
Dies fithrt wiederum zur vermehrten Bildung von nicht komplett amplifizierten
Produkten oder Nebenprodukten ©?),

In einer konventionellen PCR sind Primer-Primer—Hybridisierung oder fehlerhaf-
tes Annealing der Primer an das Template die hadufigste Ursache fiir Nebenpro-
dukte ©7:99  aber auch zu groRe Mengen an Polymerase in der Reaktion ermog-
lichen die Entstehung von Nebenprodukten ©#. Im Gegensatz dazu entstehen in
einer multitemplate PCR die Nebenprodukte vorwiegend iiber Produkt-Produkt—
Hybridisierung zwischen den homologen Teilbereichen der jeweiligen Amplikons,
dabei entstehen haufig chimire Molekiile und Nebenprodukte, die eine abweichen-
de Linge aufweisen 7> %> ¢7) Hybridisiert beispielsweise die randomisierte Region

eines Aptamerkandidaten innerhalb einer randomisierten Region eines anderen

Aptamerkandidaten kann der angelagerte Strang von der Polymerase jeweils als
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Primer genutzt werden und es entstehen Nebenprodukte die ihrerseits wieder die
Moglichkeit zur Fehlhybridisierung mit anderen Aptamerkandidaten haben. Auf
diese Weise konnen Nebenprodukte mit jeweils aufsteigender GroRe erzeugt wer-
den, die daher auch dem ladder type zugeordnet werden (vgl. Abb. 2.2.1) ©9,
Alternativ erfolgt die Fehlhybridisierung zwischen der zentralen Region eines Apta-
merkandidaten und der Primerregion eines anderen Aptamerkandidaten. Wieder-
um werden die fehlhybridisierten Strdnge von der Polymerase als Template er-
kannt, das entstehende Produkt kann jedoch keine erneute Fehlhybridisierung ein-
gehen, die zu einer weiteren Verldngerung fiihren wiirde, daher werden diese Ne-

benprodukte in die Gruppe des non ladder type eingeordnet 6,

Ladder Type Non Ladder Type
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Abb. 2.2.1: Schematische Darstellung der Entstehung von ladder type und non ladder
type Nebenprodukten in einer multitemplate PCR AbPildung aus (66)
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Weitere Ursachen fiir die Entstehung von Nebenprodukten in einer multitemplate
PCR sind unvollstindige Amplifikationen durch spontane Dissoziation der Polyme-
rase vom Template oder durch Template Switching der Polymerase auf fehlerhaft
angelagerte Stringe wihrend der Polymerisation ©?. Bei Einsatz von proofreading
Polymerasen konnen zudem auftretende Heteroduplexe von diesen Polymerasen
partiell abgebaut werden . Insgesamt ist die Wahrscheinlichkeit zur Nebenpro-
duktbildung oder zu anderen PCR-Fehlern wesentlich von der Sequenzdiversitat
in der jeweiligen Probe abhdngig. Dabei neigen ldngere randomisierte Bereiche
eher zur Nebenproduktbildung, als kurze ©7.

Fehler in der PCR und PCR-Bias haben negative Auswirkungen im SELEX-Prozess.
So beruht der SELEX-Prozess darauf, Aptamerkandidaten lediglich aufgrund ihrer
Affinitat fiir das Zielmolekiil anzureichern, wihrend der PCR-Bias dieser Anrei-
cherung moglicherweise entgegensteht, da affine Aptamerkandidaten in der Am-

plifikation teilweise benachteiligt werden kénnen © 8, Ein Selektionsdruck auf

Aptamerkandidaten wihrend der Amplifikation soll daher vermieden werden.

Kompartimentierte PCR (Emulsions-PCR)

Hauptursache fiir die Entstehung von Nebenprodukten und Benachteiligung von
Sequenzen mit niedriger Konzentration ist die hohe Diversitédt in der Probe. Ei-
ne Kompartimentierung des Reaktionsraums kann die Diversitdt innerhalb des je-
weiligen Kompartiments senken und minimiert so die Konkurrenz zwischen den
Amplikons und die Wahrscheinlichkeit fiir chiméire Nebenprodukte ©?. Im Opti-
malfall bedeutet dies einen eigenen Reaktionsraum fiir jeden Aptamerkandidaten.
Die Emulsions—PCR ist eine Methode, die diese Kompartimentierung durch auftei-
len des Reaktionsvolumens in viele kleine wéssrige Tropfchen in einer organischen

Umgebung erreicht (vgl. Abb. 2.2.2).
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Organische Phase

Wassrige Phase

Abb. 2.2.2: Schematische Darstellung der Emulsions—PCR; Aptamerkandidaten werden
einzeln in Tropfchen eingeschlossen

Die Tropfchen werden dabei von einer organischen Phase umgeben, die keinen
Stoffaustausch zwischen den individuellen Kompartimenten erlaubt. Dadurch wird
die Entstehung von Nebenprodukten unterdriickt ¢”’. So kénnen auch Bibliothe-
ken mit grolSer Sequenzvielfalt amplifiziert werden, ohne dass diese Sequenzviel-
falt signifikant gemindert wird ©®. Der PCR-Bias, der durch die unterschiedliche
Nukleotidzusammensetzung oder durch strukturelle Motive innerhalb der Ampli-

kons entsteht, bleibt jedoch auch in einer Emulsions—PCR bestehen ©1).
2.3 Analytik fr SELEX-Prozesse

Der SELEX-Prozess ist ein vielstufiges, zyklisches Selektionsverfahren, dass theore-
tisch ins Unendliche fortgefiihrt werden konnte und mathematisch zu einer einzel-
nen Sequenz konvergiert. In der Realitdt sollen jedoch moglichst viele hochaffine
Aptamerkandidaten isoliert werden, die anschlielend abhingig von ihren Eigen-
schaften Verwendung finden sollen. Ohne Einblicke in den Fortschritt der SELEX
ist es jedoch schwierig den optimalen Punkt fiir das Selektionsende festzulegen.
Deswegen sollte ein SELEX-Prozess engmaschig iberwacht werden. Wesentliche
Parameter sind dabei Anderungen der Ein— und Ausgangsbilanzen der Selektions-
schritte, die Abnahme der Sequenzdiversitét in der Bibliothek der Aptamerkandi-

daten sowie die Anderung der mittleren Affinitit im Verlauf des SELEX-Prozesses.
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2.3.1 Uberwachung der Oligonukleotid-Stoffmengen

Die einfachste Methode zur Uberwachung eines SELEX-Prozesses ist die Messung
der Stoffmengen an Aptamerkandidaten iiber die verschiedenen Prozessschritte.
So erlauben die Bilanzen der Selektionsschritte Einblicke in den angelegten Selek-
tionsdruck und die Effektivitat des verwendeten Trennverfahren. Auch der Erfolg
der Amplifikation kann auf diese Weise bestatigt werden.

Eine Moglichkeit der Quantifizierung der Aptamerkandidaten bietet die Radiogra-
phie nach Markierung der Aptamerkandidaten mit den Isotop 3?P, dabei bleibt
die Struktur der Aptamerkandidaten erhalten. Die notwendigen Maf3nahmen zum
Strahlenschutz erschweren jedoch die Anwendung einer radioaktive Markierung,
die ansonsten eine hohe Sensitivitit erlaubt 2. Alternativ werden die Aptamer-
kandidaten fluoreszent markiert, diese Markierung kann jedoch mit der nativen
Faltung der Aptamerkandidaten interferieren ¥, Ein markierungsfreies Quanti-
fizierungsverfahren ist die spektroskopische Absorptionsmessung im UV/VIS Be-
reich. Diese Messungen sind jedoch aufgrund ihrer niedrigen Sensitivitdt kaum
geeignet. PCR basierte Verfahren wie die Real Time PCR konnen dagegen auch
bei sehr kleinen Konzentrationen an Aptamerkandidaten eingesetzt werden ¢%,
Problematisch fiir die Real Time PCR sind dabei die Entstehung von Nebenpro-
dukten und Probleme, die durch Sequenzdiversitit entstehen (siehe: Effekte hoher
Diversitdt auf S. 21). Eine Weiterentwicklung der Real Time PCR stellt die digital
droplet PCR (ddPCR) dar. Ahnlich zur Emulsions—PCR wird hier die wassrige Pha-
se in Tropfchen kompartimentiert. Fiir eine schmale Grof3enverteilung der Tropf-
chen kann die Poisson—-Verteilung fiir die Verteilung der Aptamerkandidaten in
die Tropfchen angenommen werden. Nach der PCR werden die Anzahl der DNA-
enthaltenden (positiven) und nicht DNA-enthaltenden (negativen) Tropfchen in
einem FACS-dhnlichem Zahlvorgang gezahlt. Aus dem Verhéltnis von positiven zu
negativen Tropfchen kann dann die Anfangskonzentration wéhrend der Komparti-

mentierung der Probe errechnet werden “?,
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2.3.2 Bestimmung der Sequenzdiversitat

Zusétzlich zur reinen Massenbilanz kann auch die Sequenzdiversitit der Aptamer-
kandidaten innerhalb der Bibliothek verfolgt werden. Die Bestimmung erfolgt da-
bei nach der Amplifikation und noch vor der Generierung neuer einzelstrangiger
Aptamerkandidaten, da die Diversititsmessungen nur im Gemisch mit den kom-
plementiren Stréangen erfolgen kann.

Als Mal? fiir die Sequenzdiversitat kann unter anderem die Konzentration an dop-
pelstrangiger DNA (dsDNA) in Relation zur Gesamtkonzentration aller Oligonu-
kleotide in der Probe dienen. Dabei sinkt der Anteil doppelstrangiger DNA bei
ansteigender Diversitat in der Probe. Die Konzentration an dsDNA kann mit einem
sittigenden dsDNA Farbstoff bestimmt werden 2. Alternativ kénnen die Anteile
von Homo- und Heteroduplexen direkt in der Schmelzkurve nach einer Real Time
PCR ermittelt werden @2, Dieses Verfahren beriicksichtigt jedoch nicht, dass die
PCR zum Ende ihrer Reaktion eine Plateauphase erreicht, in der keine Amplifika-
tion mehr stattfindet.

Weitere Verfahren beruhen auf der verdnderten Hybridisierungskinetik fiir Proben
mit hoher Sequenzdiversitat (C,t Analyse). Hierbei ist das Annealing von DNA-
Stringen verlangsamt, wenn die Probe eine hohe Sequenzvielfalt aufweist ¢?. Die
Anwendung der Cyt Analyse im SELEX-Prozess ist jedoch durch ihre niedrige ma-
ximale Diversitit begrenzt, die von SELEX-Proben um ein Vielfaches {iberschritten
wird (kein C, t;,, messbar) “?. Im Gegensatz dazu kann jedoch das Schmelzen
der partiell hybridisierten Strdnge in einer Schmelzkurve gemessen werden (re-
melting analysis) “% 79, Im Unterschied zur direkten Schmelzkurve nach der PCR
wird hier die Probe zuvor absichtlich denaturiert, damit zunichst alle Stréange von-
einander getrennt werden. In der Rehybridisierungsphase lagern sich die Proben
dann entsprechend ihrer Diversitat zu Homo- und Heteroduplexen zusammen, die
anschliefend in der Schmelzkurve untersucht werden. Um die erhaltenen Messda-
ten entsprechenden Diversitidten zuordnen zu konnen wurden fiir diese Verfahren

Diversititsstandards konstruiert ¢ 7D,
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Neben den Verfahren zur Schétzung der Sequenzdiversitit ist es auch moglich,
die Sequenzdiversitat in next generation sequencing (NGS) Verfahren direkt zu be-
stimmen. Dabei werden die Aptamerkandidaten nach einer Selektionsrunde se-
quenziert und bioinformatisch analysiert. Neben der Information iiber die ein-
zelnen Sequenzen kann auch deren Haufigkeit (Frequenz) erfasst werden und
,Familien“ von Aptamerkandidaten mit verschiedenen Sequenzmotiven angelegt
werden “?. So nimmt die Anzahl an wiederkehrenden Sequenzen im Verlauf des
SELEX-Prozess zunéchst zu ®®. Ab einem bestimmten Punkt nimmt dann die An-
zahl der Sequenzfamilien mit jedem Selektionszyklus ab, wahrend die jeweilige
Frequenz der verbliebenen Familien steigt .

NGS Verfahren erlauben also sowohl die Messung der Sequenzdiversitét als auch
Analysen iiber das Verhalten einzelner Sequenzfamilien oder Aptamerkandidaten.
In diesem Zusammenhang ist es moglich, hochaffine Aptamere iiber ihre Anrei-
cherungsrate von Zyklus zu Zyklus zu detektieren, auch wenn die entsprechenden
Aptamerkandidaten nur in geringer Haufigkeit vorkommen (7>37-56.68.73. 74 Dje.-
se Analyse ist besonders geeignet fiir die Identifizierung von Aptameren, die wih-
rend der Amplifikation stark benachteiligt werden 7>5?_ Gleichzeitig ermoglichen
NGS-Verfahren in Kombination mit Counterselektionen oder Negativselektionen
Einblicke in das Verhalten der Sequenzmotive unter veranderten Selektionsbedin-

gungen ®.

2.3.3 Bestimmung der mittleren Affinitat

Ein weiterer Parameter zur Uberwachung der fortschreitenden Selektion ist die
mittlere Affinitdt der Aptamerkandidaten. Durch das Ausscheiden niederaffiner Se-
quenzen erhoht sich die mittlere Affinitit im Verlauf des SELEX-Prozesses kontinu-
ierlich . Zur Messung der mittleren Affinitit werden meist klassische Verfahren
zur Affinititsmessung eingesetzt wie MicroScale Thermophoresis (MST), Surface
Plasmon Resonance Spectroscopy (SPR), Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS),
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA), Capillary Electrophoresis (CE), Chro-

matographie oder Fluorometrie 339, Die meisten Affinititsmessungen sind je-
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doch mit groBem Aufwand verbunden und werden daher nur selten zur Uberwa-
chung des Selektionsfortschritts angewandt, sondern erst spater zur Evaluierung

selektierter Aptamere herangezogen.
2.4 Unsicherheit der SELEX und fehlgeschlagene Selektionen

Trotz der vielen modernen Verfahren ist der SELEX-Prozess stets mit Unsicherhei-
ten behaftet und nicht jede Selektion gelingt. Fiir konventionelle SELEX-Prozesse
liegt die Erfolgschance lediglich bei etwa 30 % 9. Ursichlich fiir fehlgeschlagene
Selektionen sind beispielsweise die unspezifische Interaktion der Aptamerkandi-
daten mit ihren Zielmolekiilen (meist elektrostatisch) oder die Bindung an die
Matrix, auf der das Zielmolekiil immobilisiert wurde ??. Diese unspezifischen In-
teraktionen fiihren gemeinsam mit dem PCR-Bias zur Unterwanderung der Selek-
tion durch niederaffine Aptamerkandidaten ©®®. Auch das eingesetzte Trennverfah-
ren hat Einfluss auf die Erfolgschance der Selektion, gerade Selektionsverfahren
mit niedrigen Effektivititen erlauben oft die Anreicherung schwach affiner Apta-
merkandidaten . Neben den Trennverfahren spielt auch der Selektionspuffer
und eventuell eingesetzte Kompetitoren eine wichtige Rolle bei der Minimierung
unspezifischer Interaktionen. Der Selektionspuffer sollte dabei auf die spateren
Anwendungsbedingungen des Aptamers abgestimmt sein ©% 39, Zusitzlichen Ein-
fluss auf die Erfolgschance haben auch die Eigenschaften des Zielmolekiils, dieses
sollte iiber geniigend Moglichkeiten zur Interaktion mit den Aptamerkandidaten
verfiigen und strukturell ausreichend stabil sein (siehe: Notwendige Eigenschaften
der Zielmolekiile auf S. 10). Daneben sind Aptamere insbesondere bei der Art der
Interaktionen mit ihren Zielmolekiilen hauptsachlich auf ladungsgetriebene Inter-
aktionen angewiesen, ein Umstand der sich durch den Einsatz modifizierter Nu-
kleotide beheben ldsst. Moderne SELEX-Varianten mit artifiziellen Nukleotiden
und engmaschiger Uberwachung haben eine Erfolgsaussicht von etwa 75 % @7,
Mathematische Analysen haben zudem gezeigt, dass der Erfolg einer Selektion

wesentlich von der initialen Affinitdtsverteilung, dem gewdahlten Trennverfahren
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und dessen Stringenz abhingig ist “®. So sollte der angelegte Selektionsdruck
und die SELEX in ihren Teilschritten engmaschig iberwacht werden, um die Er-
folgsaussichten der SELEX zu steigern. Fiir den Aufbau und die Erprobung einer
Analytik fiir die SELEX wurde in dieser Arbeit eine Modell-SELEX konzipiert, die

anschlief3end in ihren Teilschritten untersucht wurde.
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3 Experimente zur Selektion von Aptameren

Die SELEX beruht auf vielen Einzelschritten, die urspriinglich jeweils fiir andere
Zwecke entwickelt wurden. Daher miissen die einzelnen Verfahren aufeinander
abgestimmt werden, damit diese untereinander kompatibel sind. Fiir die Beurtei-
lung des Erfolgs und die Optimierung der Teilschritte der SELEX miissen zudem
geeignete Verfahren fiir die Analytik etabliert werden (siehe: Analytik von Apta-
merkandidaten auf S. 39).

Auf dem Weg zu einer kompletten SELEX wurde eine , minimale* SELEX entwor-
fen, in die lediglich die notwendigen Prozessschritte fiir eine Selektion von Apta-
meren aufgenommen wurden. Zunédchst mussten die nétigen Ausgangsmaterialien
bereitgestellt werden (siehe: Herstellung der Ausgangsmaterialien auf S. 31). Der
Einfachheit halber wurden auf Magnetpartikeln immobilisierte Hexahistidin—Tag—
Proteine (His—Tag—Proteine) als Zielmolekiile fiir die ,,minimale*“ SELEX eingesetzt,
da fiir diese Trenntechnik keine aufwendige Laborausriistung benoétigt wird. Die
Amplifikation der Aptamerkandidaten erfolgte in einer PCR, an die sich die Ab-
trennung der komplementéren Strdnge anschliel3t (siehe: Amplifikation der Apta-
merkandidaten auf S. 58 und Gewinnung eingelstrdngiger Aptamerkandidaten aus
PCR-Produkten auf S. 63).

Nach der Optimierung der Teilschritte wurde die ,,minimale“ SELEX als eine de no-
vo Selektion gegen His-Tag—Proteine eingesetzt, um das Zusammenspiel der Teil-
schritte zu untersuchen (siehe: Proof of principle fiir den minimalen SELEX-Prozess
auf S. 70). Auch die Eignung der Analytik fiir die Verfolgung des Selektionsfort-
schritts wurde untersucht.

Anschlielend wurde eine Selektion gegen das Protein ATP7B durchgefiihrt, wo-
bei die Selektion wegen unerwarteter Artefakte in der Amplifikation der Aptamer-
kandidaten friih scheiterte (siehe: Anwendung des minimalen SELEX—Prozesses und
dessen Begrenzungen auf S. 81). Es konnte reproduzierbar nachgewiesen werden,

dass diese Artefakte auf die hohe Sequenzdiversitiat der Aptamerkandidaten zu-
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riickgefithrt werden kann. In einer erneuten SELEX gegen ATP7B konnte die Ent-
stehung von Artefakten durch Integration der EmulsionsPCR in die SELEX effektiv
verhindert werden (siehe: Uberpriifung der Anwendbarkeit der optimierten SELEX
auf S. 92).

3.1 Erstellung eines Modell-SELEX-Prozesses

Ahnlich wie reale Selektionsprozesse muss der Modellprozess gegen ein Zielmole-
kiil gerichtet sein. Als Target fiir den Aufbau des SELEX-Prozesses wurde hier der
Hexahistidin-Tag (His-Tag) ausgewahlt. Dieser Tag findet in der Biotechnologie
breite Verwendung fiir affinitatsbasierte Aufreinigung von rekombinanten Protei-
nen und ist somit ein leicht zugadngliches und gut charakterisiertes Ziel. Gleichzei-
tig sind bereits mehrere Aptamere gegen den His-Tag in der Literatur beschrieben,
die als Kontrolle fiir das zu erwartende Verhalten von Aptamerkandidaten einge-
setzt werden konnen. Als Modellaptamer dient hier das Aptamer 6H7 mit einer

K, von 4,6 uM 7 78),

3.1.1 Herstellung der Ausgangsmaterialien

Zu Beginn des Modellprozesses miissen zunachst immobilisierte Zielproteine mit
His-Tag, Aptamerkandidaten und entsprechende Puffer bereitgestellt werden. Zu-
sdtzlich muss zusétzlich eine leistungsstarke Analytik aufgebaut werden, um den
Erfolg der Vorarbeiten und der einzelnen Teilschritte der SELEX zu beurteilen.
Auch die Uberpriifung des eingestellten Selektionsdrucks und die Beobachtung

des Selektionsfortschritts sind wichtige Anwendungen der Analytik.

Produktion und Immobilisierung von His-Tag-Proteinen

Da der His-Tag bei vielen Proteinen fiir die Affinititsreinigung genutzt wird, konn-
te auf verfiigbare Konstrukte zuriickgegriffen werden, die bereits in anderen Pro-
jekten verwendet wurden “®. Hierbei handelt es sich um vier Esterasen unter-
schiedlichen bakteriellen Ursprungs, die jeweils als Fusionsprotein mit einem His—

Tag ausgestattet sind (vgl. Tab. 3.1.1).
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Tab. 3.1.1: Produzierte His-Tag—Proteine

Protein Kiirzel Molekulargewicht
Pseudomonas fluorescens Esterase I PFEI-His 30kDa
Bacillus subtilis Esterase SubE-His 32kDa
Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase pNBE-His 54 kDa
Bacillus stearothermophilus Esterase BSTE-His 31kDa

Die Gene fiir die Esterasen liegen jeweils auf dem Plasmid pJOE2792 unter der
Kontrolle eines Rhamnose-induzierbaren Operons. Das Plasmid verfiigt iiber ei-
ne Ampicillin—Resistenz als Selektionsmarker. In den vorangegangenen Projekten
diente Escherichia coli K12 als Produzent fiir die His-Tag—Proteine. Im Anschluss
an die Anzucht der transformierten Bakterien in lysogeny broth Medium (LB) mit
Ampicillin erfolgte die Produktion der Esterasen bei einer Rhamnosekonzentrati-
on von 0,2 % (w/v). Die Esterasen werden nicht sekretiert und verbleiben daher
im intrazelluldren Raum. Nach 24 h wurde die Proteinproduktion beendet und die

Bakterien durch Zentrifugation geerntet.

Zellaufschluss

Da Aptamere sensibel auf Strukturdnderungen am oder nahe ihrer Bindestelle rea-
gieren, muss die anschliel3ende Isolation der Proteine moglichst schonend erfolgen
um die native Struktur der Proteine zu erhalten. Obwohl dies fiir die His—Tag-
Proteine zunidchst von nachgeordneter Bedeutung ist, sollte die Eignung des Ver-
fahrens auch fiir andere Zielproteine gepriift werden, die weniger robust sind. Da
Enzyme oder Detergenzien moglicherweise nicht riickstandslos entfernt werden
konnen oder Modifikationen an den Proteinen hinterlassen konnten, konnen fiir
den Zellaufschluss jedoch auch keine chemischen oder enzymatischen Verfahren

eingesetzt werden.
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Ein prominentes mechanisches Verfahren stellt der Aufschluss mit Ultraschall dar.
Aber auch der Einsatz von Ultraschall kann unerwiinschte Anderungen der Protein—
Strukturen zur Folge haben “*8%, Um den Zellaufschluss so schonend wie mog-
lich zu gestalten, wurde die Einwirkzeit des Ultraschalls auf insgesamt 2,5 min
begrenzt und nach je 30 Sekunden von Reaktionspausen (30s) unterbrochen, in
denen die erzeugte Warme durch Kiihlung mit Eis aus der Probe abgefiihrt wurde.
Im Anschluss an den Zellaufschluss miissen die Zielproteine von anderen Zellbe-
standteilen abgetrennt werden. Weil die Aptamerselektion durch Anwesenheit von
Nicht-Zielmolekiilen unterwandert werden kann, sollten Verunreinigungen mog-
lichst vollstdndig abgetrennt werden. Die Préparation der Zielmolekiile steht also
im Spannungsfeld zwischen der geforderten Reinheit und der sich ergebenden Aus-
beute. Gleichzeitig muss auch die Aufreinigung schonend erfolgen, sodass weder
chaotrope Salze noch stark hydrophobe Phasen eingesetzt werden kénnen.

Ein klassisches Verfahren fiir die Aufreinigung von Proteinen im halbtechnischen
Malf3stab ist die fast protein liquid chromatography (FPLC), die auch bei Einsatz
wassriger Phasen gute Trennleistungen erreicht. Fiir die hier verwendeten His—
Tag—Esterasen wurde eine Aufreinigung in einer Immobilisierte-Metallionen—Affi-
nitdtschromatographie (IMAC) durchgefiihrt. Eine IMAC basiert dabei auf der Affi-
nitdt des His—Tags zu Nitrilotriessigsdure (NTA) chelatisierten Metallionen, gebun-
dene His-Tag-Proteine konnen mit Imidazol eluiert werden.

Da in einer klassischen IMAC auch Proteine aus dem Host—Organismus E. coli an
die stationire Phase binden konnen, wurde das NTA-Chromatographiematerial
hier mit Cobalt- statt mit Nickel-Ionen geladen, die im Komplex eine niedrigere
Affinitat fiir His-Tag—Proteine aufweisen. Zusatzlich wurde bereits dem Bindepuf-
fer eine geringe Menge Imidazol beigemischt (30 mM), um weitere niederaffine
Bindungen an die stationadre Phase auszuschliel3en. Die His—Tag—Proteine wurden
abschlief3end mit Imidazol kompetitiv eluiert, wobei Hilfsstoffe wie Imidazol und
andere Pufferbestandteile in einer spiteren Dialyse wieder aus der Proteinlosung

entfernt wurden.
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Die Reinheit der so erhaltenen Proteine ist fiir eine Anwendung im SELEX-Prozess
jedoch noch zu niedrig, sodass im Anschluss an die erste IMAC eine zweite IMAC
und eine Ionenaustausch—Chromatographie (IEX) durchgefiihrt wurden. Nach Ab-
schluss aller Prozessschritte konnten so Proteinmengen im niederen mg—MalRstab
bei einer densitometrisch geschitzten Reinheit von nahe 100 % bereitgestellt wer-

den (vgl. Tab. 3.1.2).

Tab. 3.1.2: Densitometrisch geschétzte Reinheit der produzierten Proteine nach dem
jeweiligem Prozessschritt

BSTE-His PFEI-His pNBE-His SubE-His

IMAC 1 28,2% 64,9 % 22,1% 41,5%
IMAC 2 83,6 % 100,0 % 95,7 % 88,6 %

IEX 86,1% 100,0% — 100,0%

Immobilisierung der His-Tag-Proteine

Die Immobilisierung von Zielmolekiilen ist im SELEX-Prozess ein entscheidender
Faktor fiir die spiteren Bindeeigenschaften des Aptamers. Eine chemische Akti-
vierung und anschlief3ende Immobilisierung der Proteine ist kritisch zu bewerten,
da diese Aktivierung auf der gesamten Proteinoberfliche Modifikationen einfiih-
ren wiirde, sodass sich die Selektion gegen nicht-native Proteine richten wiirde.
Gleichzeitig diirfen die Proteine nicht {iber ihren His-Tag an chelatbildende Ma-
terialien immobilisiert werden, weil der His-Tag wahrend der Selektion als Ziel-
struktur fiir die Aptamere dienen soll. Fiir eine erfolgreiche Selektion miissen die
Bindestellen fiir Aptamere zugénglich auf der Oberflache liegen, sodass die Kom-
plexbildung mit dem Aptamer nicht durch sterische Effekte gehindert wird.

Eine andere Moglichkeit zur Immobilisierung besteht darin, eine Reaktion zwi-
schen einer voraktivierten Oberfldche der stationdren Phase und dem nativen Pro-
tein fiir die Immobilisierung zu nutzen. Dabei werden die Bindestellen des Zielmo-

lekiils teilweise durch die Kopplung an die Matrix verdeckt. Die verdeckten Binde-
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stellen werden jedoch von anderen Zielmolekiilen prasentiert, da die Orientierung
der Zielmolekiile wahrend der Immobilisierung zufallig ist.

Im diesem Modellprozess wurden die Proteine auf Magnetpartikeln immobilisiert.
Magnetpartikel bieten verschiedene Vorteile gegeniiber anderen stationdren Pha-
sen. So verteilen sie sich gleichmiRig in einer Losung, wobei die homogene Ver-
teilung der Magnetpartikel in der Suspension es zudem ermdglicht, eine definier-
te Menge an Magnetpartikeln und immobilisierten Zielmolekiilen zu entnehmen.
Dies ist insbesondere fiir die Steuerung der Menge an Zielmolekiilen im Verlauf
des Selektionsprozesses entscheidend. Gleichzeitig lassen sich die Magnetpartikel
aufgrund ihres Paramagnetismus (induzierter Magnetismus) in einem Magnetfeld
leicht von der Losung abtrennen und ermdglichen so scharf definierte Inkubations-
zeiten.

Fiir die Immobilisierung der Target-Proteine in diesem Modellprozess wurden
tosylierte Magnetpartikel mit einer Polystyrol-Beschichtung eingesetzt. Diese Be-
schichtung soll unspezifische, landungsgetriebene Interaktionen der Magnetpar-
tikel-Oberfliche mit Aptamerkandidaten vermeiden (Hintergrundbindung). Die
Immobilisierung der Proteine erfolgt dabei iiber die primdren Amine der Seiten-
ketten von Asparagin und Glutamin des Zielproteins, die hier in einer nukleophi-
len Substitution mit der aktivierten Oberflache unter Ausbildung einer kovalenten
Bindung reagieren (vgl. Abb. 3.1.1).

o
P
O_ﬁ CHs

Magnetpartikel Tosylgruppe

H,N—~Protein

Abb. 3.1.1: Immobilisierung von Proteinen auf tosylaktivierten Magnetpartikeln
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Im SELEX-Prozess ist die Immobilisierungsdichte ein wichtiger Parameter, da sie
grol3en Einfluss auf die Proteinstruktur und die resultierenden Charakteristika der
Oberflache hat, die den Aptamerkandidaten wéhrend der Selektion prasentiert
wird (siehe: Heterogene Trennverfahren auf S. 11). Fiir die eingesetzten Magnet-
partikel wurde zunichst die maximale Immobilisierungsdichte bestimmt. Dazu
wurden die Magnetpartikel mit verschiedenen Proteinmengen BSTE-His inkubiert

und die resultierenden Immobilisierungsdichten bestimmt (vgl. Abb. 3.1.2).
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Abb. 3.1.2: Bestimmung der maximalen Immobilisierungsdichte tosylaktivierter
Magnetpartikel (Bestimmung exemplarisch mit BSTE-His)

Die Immobilisierungsdichte steigt mit zunehmender eingesetzter Proteinmenge an
und lasst sich in diesem Modellprozess gut iiber die eingesetzte Proteinkonzentra-
tion steuern. Unter Annahme eines limitierten exponentiellen Verlaufs liegt die ma-
ximale Immobilisierungsdichte bei etwa 8,2 ug Protein pro mg Magnetpartikel. Da
in diesem Modellprozess der His-Tag als Zielstruktur dient, ist die globale Tertiar-
struktur der immobilisierten Proteine von untergeordneter Bedeutung, gleichzeitig
jedoch soll eine zu hohe Immobilisierungsdichte und damit verbundene nachteili-
ge Effekte vermieden werden. Daher wurde fiir diesen Modellprozess eine mittlere
Immobilisierungsdichte von 6,0 ug Protein pro mg Magnetpartikel gewahlt.

Proteine die auf Magnetpartikeln immobilisiert sind, lassen sich {iber einen be-

grenzten Zeitraum lagern. Um die Konformation der immobilisierten Proteine zu
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erhalten erfolgt die Lagerung in demselben Puffer, in dem auch die aufgereinigten
Proteine gelagert werden. Da die Immobilisierung kovalent erfolgt, ist ein nach-
traglicher Verlust an Proteinen nicht zu erwarten. Die Lagertemperatur wurde da-
bei stets iiber dem Gefrierpunkt gehalten, da auftretende Eiskristalle die Struktur
der immobilisierten Proteine schadigen konnen. Gleichzeitig wurde fiir die Lage-
rung das Biozid Natriumazid zugesetzt, um einen eventuellen Abbau der immobi-
lisierten Proteine durch wachsende Mikroorganismen zu unterbinden. So lassen
sich verschiedene Chargen an immobilisierten Proteinen anlegen, deren jeweili-
ge Charakteristika bestimmt werden konnten und die innerhalb des begrenzten

Zeitraums als konstant anzusehen sind (etwa 2 Wochen).

Bereitstellung der Aptamerkandidaten

Als zweite Startkomponente fiir den SELEX-Prozess musste eine Bibliothek aus
Aptamerkandidaten bereitgestellt werden. Da dieser Modellprozess nicht auf die
Optimierung bereits publizierter Aptamere abzielte, sondern zur Erprobung von
Verfahren fiir die de novo Selektion von Aptameren dienen sollte, wurde hier eine
totalrandomisierte Bibliothek eingesetzt. Um die Kompatibilitit mit dem Model-
laptamer 6H7 zu gewaéhrleisten wurde das Design der Startbibliothek aus dem
US-Patent US007329742 iibernommen 7. Jeder einzelne Aptamerkandidat be-
steht dabei aus einer zentralen totalrandomisierten Region von 40 Nukleotiden
(A/C/G/T) und zwei flankierenden Primerbereichen (vgl. Abb. 3.1.3). Die Apta-
merkandidaten wurden in einer kommerziellen Festphasensynthese erzeugt und

vom Hersteller in einer Polyacrylamid—Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt.

e,
GGTATTGAGGGTCGCATC-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-GATGGCTCTAACTCTCCTCT
|
Primerregion randomisierte Region Primerregion

Abb. 3.1.3: Struktureller Aufbau der Aptamerkandidaten
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Selektionspuffer

Bereits vor Beginn der Selektion sollten die wesentlichen Einsatzparameter der
Aptamere festgelegt werden. Dies gilt neben dem definierten Zielmolekiil beson-
ders fiir die Spezifikationen des Puffers, in dem die Aptamere spiter zur Anwen-
dung kommen sollen. Weil die Faltung von Aptameren mal3geblich von ihrer che-
mischen Umgebung abhéngig ist, sollten sie am besten innerhalb derselben che-
mischen Umgebung selektiert werden, in der spater ihre Anwendung vorgesehen
ist. So sollte der Selektionspuffer einen dhnlichen pH-Wert, sowie eine dhnliche
Ionen-Starke und —-Komposition aufweisen und den Aptameren spéater so ihre kor-
rekte Faltung ermoglichen.

Fiir diesen Modellprozess besteht der Selektionspuffer aus der Pufferkomponente
Kaliumhydrogenphosphat und wurde auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt. Ne-
ben der pH-puffernden Eigenschaft des Phosphats dienen die Kaliumionen zur
Stabilisierung eventuell vorhandener G-Quadruplex—Strukturen. Zweiwertige Me-
tallionen (Magnesium und Calcium, jeweils als Chlorid) ermoglichen den Apta-
merkandidaten eine zusitzliche Stabilisierung von Sekundarstrukturen. Zur Ver-
minderung unspezifischer elektrostatischer Interaktionen zwischen den Aptamer-
kandidaten und den lokal positiv geladenen Oberflichen der immobilisierten Pro-
teine wurde dem Puffer Natriumchlorid zugesetzt. Hydrophobe Interaktionen sol-
len durch den Einsatz von Tween 20 vermindert werden. Zur weiteren Reduktion
von unspezifischen Bindungen zwischen Aptamerkandidaten und Zielproteinen
wurden dem Puffer zusatzlich das Protein BSA und das DNA-dhnliche Hetero—
Copolymer Poly(deoxyinosyl-deoxycytidyl)-Saure (poly(dI-dC)) als Kompetitoren
zugesetzt (vgl. Tab. 3.1.3).
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Tab. 3.1.3: Bestandteile und Funktion des Selektionspuffers im Modellprozess

Komponente Konzentration Funktion

K;HPO, 50 mM Phosphat als Puffersubstanz;

Kalium zur Stabilisierung von G—-Quadruplex—Strukturen

CaCl, 2mM Stabilisierung von Sekundarstrukturen
MgCl, 2mM Stabilisierung von Sekundarstrukturen
NacCl 150 mM Minderung elektrostatischer Interaktionen
Tween 20 0,05% (v/v) Minderung hydrophober Interaktionen
BSA 1 pg-ml?! Kompetitor fiir unspezifische Interaktionen
poly(dI-dC) 1pg-mlt Kompetitor fiir unspezifische Interaktionen
pH 7,5

3.1.2 Analytik von Aptamerkandidaten

Der Analytik kommt im SELEX-Prozess eine besondere Bedeutung zu. Sie dient
zur Erhebung der Daten als Grundlage fiir die Optimierung der einzelnen SELEX-
Teilschritte, sie wird im spateren Selektionsverlauf eingesetzt um den eingestell-
ten Selektionsdruck zu iiberpriifen und den Erfolg der durchgefiihrten Arbeiten
zu bestatigen. Die Analytik fiir einen SELEX-Prozess muss dabei verschiedenen
Herausforderungen begegnen. So sind die erhaltenen Probenmengen sehr klein
(meist im kleinen pul-Mal3stab) und enthalten gleichzeitig nur geringe Konzentra-
tionen an Probenmolekiilen. Da die enthaltenen Stoffmengen entsprechend klein

sind, miissen die Analyseverfahren aufderordentlich sensitiv sein.

Uberwachung der Stoffmenge mittels Real Time PCR

Zur Messung der Konzentration der Aptamerkandidaten wurde die Real Time PCR
eingesetzt. Die Real Time PCR bedient sich dabei der zwei Primerbereiche, welche
die zentrale totalrandomisierte Region eines jeden Aptamerkandidaten flankieren.

Fiir die Messung wird der Reaktionsmixtur ein Farbstoff zugesetzt, der sich unspe-

39



Experimente zur Selektion von Aptameren

zifisch an DNA-Doppelstrange anlagert und nach dieser Anlagerung zur Fluores-
zenz fahig ist.

Da die Zusammensetzung der Real Time PCR Mastermixe zwischen den verschie-
denen Herstellern nicht identisch ist und oft der Geheimhaltung unterliegt, miis-
sen die Reaktionsparameter fiir jeden ausgewahlten Mastermix optimiert werden.
Variationen bestehen neben der verwendeten Polymerase, des fluoreszenten Farb-
stoffes, eventuell verfiigharen Hot-Start Mechanismen, der Magnesiumkonzentra-
tion und der Art der Gegenionen oft in der Art und Menge von PCR-Enhancern.
Die Reaktionsbedingungen wurden durch Variation der Reaktionsparameter wie
beispielsweise der Annealingtemperatur, der zeitlichen Reaktionsfithrung und der
eingesetzten Konzentration von Primern optimiert.

Wichtigster Reaktionsparameter ist die Annealingtemperatur und die zeitliche Fiih-
rung des Temperaturprofils der Reaktion. Zur Bestimmung der optimalen Anne-
alingtemperatur wurde diese wahrend der Real Time PCR variiert. So kann in ei-
ner Gradienten Real Time PCR der Effekt der Annealingtemperatur durch Messung
ansonsten identisch gefiihrter Reaktionen nachvollzogen werden. Steigt der quan-
tification cycle, bedeutet dies nicht-optimale Reaktionsbedingungen. Der quantifi-
cation cycle ist dabei der Punkt, ab dem sich die Fluoreszenz einer Probe in der
Real Time PCR signifikant vom Hintergrund abhebt und kann bei optimalen Re-
aktionsbedingungen als inverses Mald der Ausgangskonzentration an DNA in der
Probe verstanden werden. Als Ausgangspunkt fiir den Gradienten wurde die in der
Literatur angegebene Annealingtemperatur von 56 °C eingesetzt und um + 5 °C va-

riiert (vgl. Abb. 3.1.4) D,
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Abb. 3.1.4: Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur in der Real Time PCR

Die in der Literatur vorgeschlagene Annealingtemperatur von 56 °C wurde als Op-
timum bestétigt. Gleichzeitig wird auch eine Abweichung der Annealingtempera-
tur in einen Bereich von 52 °C - 60 °C scheinbar ohne grof3e Anstiege im quantifi-
cation cycle toleriert. Ein weiterer Reaktionsparameter ist die Primerkonzentration.
Zur Optimierung wurde wiederum eine Real Time PCR durchgefiihrt, in der die
Primerkonzentration variiert wurde (vgl. Abb. 3.1.5). Da die Real Time PCR sensi-
tiv auf die Bildung von Primerdimeren reagiert, wurde Wasser als Negativkontrolle

oder No Template Control (NTC) eingesetzt.
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Abb. 3.1.5: Bestimmung der optimalen Primerkonzentration in der Real Time PCR im
Vergleich zur Negativkontrolle
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Eine Anderung der Primerkonzentration zeigt kaum einen Effekt auf Proben mit
Bibliothek von Aptamerkandidaten, dies deutet auf eine hohe Robustheit hin. Im
Gegensatz dazu sinkt der quantification cycle der Negativkontrollen ohne Templa-
te mit steigender Primerkonzentration erheblich. Dies bedeutet eine zunehmen-
de Entstehung von unerwiinschten Primerdimeren bei hohen Primerkonzentra-
tionen. Signale von Primerdimeren konnen die Signale der Aptamerkandidaten
verfélschen oder schlimmstenfalls {iberlagern. Daher wurden alle nachfolgenden
Messungen in der Real Time PCR mit einer Primerkonzentration von 0,4 uM durch-

gefiihrt, bei der die Bildung von Primerdimeren am geringsten ist.

Referenzsubstanzen fiir die Real Time PCR

Eine absolute Quantifizierung erfolgt in der Real Time PCR immer in Relation zu
Standards mit bekannter Konzentration. Diese miissen fiir eine akkurate Quantifi-
zierung stets mitgefiihrt werden, um die Vielzahl der beeinflussenden Faktoren zu
beriicksichtigen. Dabei ist die Auswahl einer Referenzsubstanzen fiir den SELEX—
Prozess schwierig, da sich die Komplexitit und Zusammensetzung der Probe im
Verlauf der Selektion dndert.

So beginnt dieser SELEX-Prozess mit etwa 600 Billionen unterschiedlichen Apta-
merkandidaten (etwa 6,0 - 10'* individuelle Sequenzen), von denen jeweils nur
ein Exemplar vorliegt. Eine Probe aus diesem Stadium des SELEX-Prozess ist defi-
niert als eine Untergruppe der Startmenge und enthilt ausschliel3lich ein Exemplar
des jeweiligen Aptamerkandidaten, ist also hoch komplex. In der Selektion bindet
nur ein kleiner Anteil an das Zielmolekiil und wird so nach den Waschschritten
in der PCR vervielfdltigt. Ab diesem Punkt besteht die Population der Aptamer-
kandidaten aus einer Anzahl von Klonen der urspriinglichen Aptamerkandidaten,
die Komplexitiat der Probe ist gesunken. So verédndert sich die Komplexitdt und

Zusammensetzung einer Probe im Verlauf des SELEX stetig.
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Ahnlich wie in einer ,konventionellen“ PCR erzeugt die hohe Komplexitit der Pro-
ben und die partielle Sequenzhomologie der Aptamerkandidaten in der Real Time
PCR eine Reihe von Problemen, gerade zu Beginn des SELEX-Prozesses (siehe:
Probleme durch Diversitdt auf S. 21). Die auftretenden Effekte miissen auch fiir die
Referenzsubstanzen der Real Time PCR beriicksichtigt werden, damit eine akkura-
te Quantifizierung erfolgen kann.

Als Referenzsubtanz kommen also naturgema® entweder komplexe Mischungen
der moglichen Aptamerkandidaten, Gemische aus mehreren Einzelsequenzen, in
spateren Selektionszyklen auch Einzelsequenzen in Betracht. Fiir den Modellpro-
zess wurden daher sowohl eine komplexe Referenzsubstanz als auch eine Einzel-
sequenz getestet. Als komplexe Referenzsubstanz wurde die Startbibliothek der
Aptamerkandidaten eingesetzt, die damit die maximale Komplexitit aufweist, mit
der die Real Time PCR konfrontiert wird. Im Gegensatz dazu steht eine Einzel-
sequenz fiir die minimale Komplexitét einer Probe aus dem SELEX-Prozess. Die
Einzelsequenz soll dabei keine Sekundarstrukturen ausbilden und mit den glei-
chen Primern amplifiziert werden kénnen wie die Aptamerkandidaten. Fiir die
Konstruktion dieser Einzelsequenz wurde daher eine Kern—Sequenz mit einem GC—
Gehalt von 50 % zuféllig generiert und mit den Primerbindestellen der SELEX flan-
kiert. In bioinformatische Analysen konnte die Abwesenheit von stabilen Sekun-
déarstrukturen innerhalb der Gesamtsequenz bestiitigt werden (mfold “?, jPCR ©%
und IDT’s Oligo Analyzer ®#). Zusitzlich kann eine Dimerisierung der Einzelse-
quenz mit sich selbst oder den Primern unter PCR Bedingungen ausgeschlossen
werden. Zur Bestimmung des dynamischen Bereichs der Real Time PCR wurden
dekadische Verdiinnungsreihen der jeweiligen Referenzsubstanzen eingesetzt (vgl.

Abb. 3.1.6).
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Abb. 3.1.6: Bestimmung des dynamischen Bereichs in der Real Time PCR fiir Standard-
substanzen mit hoher und minimaler Komplexitét (Bibliothek vs. Einzelse-
quenz); Wasser als Negativkontrolle

Obwohl beide Referenzsubstanzen jeweils in der selben Konzentration eingesetzt
wurden, sind die gemessenen quantification cycle nicht gleich, sondern die Ein-
zelsequenz weist stets einen kleineren quantification cycle auf. Dies sind jedoch
keine Unterschiede in der Amplifikation, da die Differenz zwischen Bibliothek und
Einzelsequenz nahezu konstant ist. Stattdessen beruht diese Differenz vermutlich
auf einem leichten Konzentrationsunterschied der Stammldsungen, aus denen die
Verdiinnungsreihen erstellt wurden, und verdeutlicht damit die Abhéngigkeit der
Real Time PCR von den mitgefiihrten Standards. Beide Referenzsubstanzen zeigen
einen linearen dynamischen Bereich zwischen 102 M und 107 M (1 pM — 100 nM).
Bei Konzentrationen unterhalb von 1 pM kann nicht mehr sicher vom Hintergrund-
signal (Negativkontrolle) unterscheiden werden. Die Standardkurven wiesen ein
hohes Bestimmtheitsma®} auf (r? > 0,99). Innerhalb des linearen Bereiches liegt
die PCR Effizienz nahe 100 %, was optimale Reaktionsbedingungen anzeigt. Unab-
héngig davon zeigen die Schmelzkurven der Referenzsubstanzen deutliche Unter-

schiede (vgl. Abb. 3.1.7).
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Abb. 3.1.7: Schmelzkurven der Referenzsubstanzen mit hoher und minimaler Komple-
xitdt in der Real Time PCR (Bibliothek vs. Einzelsequenz)

Das PCR-Produkt der Reinsubstanz schmilzt in einem eng begrenzten Temperatur-
bereich um 82°C £ 1,5°C. Im Gegensatz dazu schmilzt das PCR-Produkt der Bi-
bliothek in einem breiten Schmelzbereich von 60 °C — 70 °C. Obwohl die Bibliothek
und die Einzelsequenz die gleiche Lange und denselben mittleren GC-Gehalt auf-
weisen, ist der GC-Gehalt der Aptamerkandidaten in der Bibliothek normalverteilt.
Entsprechend ist der Schmelzbereich der Bibliothek wegen des schwankenden GC-
Gehalts breiter. Gleichzeitig fiihrt die hohe Komplexitét der Bibliothek zur Bildung
von Heteroduplexen mit partiellen Fehlhybridisierungen, deren Schmelztempera-
tur entsprechend niedriger ist. Dieser Zusammenhang wurde im Folgenden weiter

untersucht.

Diversitatsstandards fiir die Real Time PCR

Ausgehend davon, dass die Verschiebung der Schmelzbereiche reproduzierbar auf-
trat wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen der GroRe der Verschiebung
und der Komplexitat in der Probe untersucht. Dazu wurden auf Basis der Referenz—
Einzelsequenz eine Reihe von degenerierten Varianten geschaffen, in denen inner-
halb der zentralen Region in gleich verteilten Abstdnden das jeweilige Nukleotide

randomisiert wurde (dquivalent zum Distro—Prinzip “?). Durch Erhéhung der An-
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zahl an randomisierten Nukleotiden steigt dabei die Komplexitit an. Ausgehend

von der Einzelsequenz wurden so Varianten mit 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 14 randomi-
sierten Positionen erzeugt (vgl. Abb. 3.1.8).

Name Anzahl Varianten Sequenz
ON 1 CAAGATCTGTATAGATTTTCGCACGCCAGTTTGGATGGCC
2N 16 CAAGATCTGTATNGATTTTCGCACGCCNGTTTGGATGGCC
4N 256 CAAGATCNGTATAGANTTTCGCACNCCAGTTTNGATGGCC
6N 4.096 CAAGANCTGTANAGATTNTCGCNCGCCANTTTGGNTGGCC
8N 65.536 CAANATCTNTATNGATTNTCGCNCGCCNGTTNGGATNGCC
10N 1.048.576 CANGATNTGTNTAGNTTTNCGNACGNCAGNTTGNATGNCC
12N 16.777.216
14N 268.435.456

Y

CANGANCTNTANAGANTTNCGNACNCCANTTNGGNTGNCC
Primerbereich

CNANATNTGNATNGANTTNCGNACNCCNGTNTGNATNGNC
J L

J
T

Primerbereich
Abb. 3.1.8: Diversititsstandards fiir die Real Time PCR

Aus diesen Diversitatsstandards (O N — 14 N) wurden dann in einer kurzen PCR

(4 Zyklen) doppelstrangiges Material generiert, dass nach seiner Hybridisierung
wieder geschmolzen wurde (vgl. Abb. 3.1.9).
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Abb. 3.1.9: Normierte Schmelzkurven der Diversitatsstandards unterschiedlicher Kom-
plexitit (0 bis 14 randomisierte Positionen)

Wiederum zeigt die Reinsubstanz (0 N) einen schmalen, wohldefinierten Schmelz-
bereich bei 80°C. Das Material mit acht randomisierten Positionen (8 N) zeigt
dagegen bereits einen Drift zu einer niedrigeren Schmelztemperatur, sowie klei-

ne Mengen an Produkt, die mit 72°C und 75°C einen wesentlich niedrigeren
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Schmelzpunkt aufweisen. Der Trend des Temperaturdrifts setzt sich fiir die Pro-
ben mit zuséatzlichen randomisierten Positionen weiter fort, wihrend gleichzeitig
der Anteil an Produkten mit niedrigen Schmelzpunkt rapide zunimmt. Dies be-
statigt die Theorie, dass partielle Fehlhybridisierungen der Heteroduplexe fiir die
Verschiebung der Schmelztemperatur der PCR-Produkte von Aptamerkandidaten
ursdchlich sind. Gleichzeitig kann die Grof3e der Verschiebung des Schmelzpunk-
tes der Probe von Aptamerkandidaten herangezogen werden, um die Komplexitat
in der Probe zu beurteilen. Unterschiede in der Komplexitdt der Probe wirken sich
dabei jedoch nicht auf die Richtigkeit der Quantifizierung aus, sodass sowohl kom-
plexe Referenzsubstanzen als auch Einzelsequenzen als Standard fiir die Real Time
PCR dienen konnen. Die Real Time PCR wurde somit erfolgreich fiir den Einsatz in
der SELEX optimiert und kann daher sowohl fiir die Quantifizierung der Aptamer-
kandidaten als auch zur Bestimmung der Komplexitdt der Bibliothek eingesetzt

werden.

Real Time PCR fiir das Aptamer 6H7

Bevor die SELEX als Ganzes getestet wird, soll der Selektionsschritt dieses SELEX-
Modellprozesses vorab mit einem bereits selektiertem Aptamer (6H7; gegen His—
Tag) getestet werden. Dabei soll das 6H7-Aptamer wahrend des simulierten Selek-
tionsschrittes mit anderen Aptamerkandidaten in Konkurrenz stehen. Daher muss
die Real Time PCR ebenfalls in der Lage sein, auch in der Gegenwart von Apta-
merkandidaten mit den selben Primerbindestellen spezifisch das 6H7-Aptamer zu
detektieren.

Zu diesem Zweck wurde die bisher verwendete Real Time PCR modifiziert. Von
der urspriinglich optimierten Real Time PCR wurden die Primer und Reaktions-
bedingungen iibernommen. Statt dem sequenzunabhéngigen Fluoreszenzfarbstoff
wurde jedoch eine 6H7-spezifische Hydrolysesonde eingesetzt (vgl. Abb. 3.1.10)!.

Die Hydrolysesonde besteht dabei aus einem kurzen DNA-Einzelstrang, der am

I siehe Masterarbeit von Roman Hilje "Automation of an in vitro selection process" (2015)
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5’ Ende mit Fluorescein, in der Mitte mit dem ZEN Quencher und am 3’ Ende mit
dem Iowa Black Fluorescent Quencher funktionalisiert ist. Der interne Quencher
senkt dabei das Hintergrundsignal der Real Time PCR und ermdglicht so eine bes-
sere Sensitivitit. Die Sequenz der Hydrolysesonde wurde dabei aus dem zentralen
Bereich des 6H7—Aptamers abgeleitet (Programm: PrimerQuest Tool von IDT ©*)).
Aufgrund ihrer Sequenz lagert sich die Hydrolysesonde wéhrend des Annealings
lediglich an das 6H7-Aptamer an und wird dann wahrend der Elongation von der
Polymerase durch deren 5-3’ Exonuclease—Aktivitdat abgebaut. Durch die raumli-
che Trennung infolge der Hydrolyse der Sonde wird der fluoreszierende Farbstoff
nicht langer vom Quencher inhibiert, die Fluoreszenz ist dann proportional zu
der Menge an hydrolysierten Sonden. So kann durch den Einsatz einer Hydrolyse-
sonde die Haufigkeit eines bestimmten Sequenzmotives auch innerhalb der kom-
plexen Mischung von Aptamerkandidaten bestimmt werden. Wiederum kann die
initiale Menge in einer Probe anhand von Standards mit bekannter Konzentration

an 6H7-Aptamer ermittelt werden.

sense-Primer Hydrolysesonde

’ Elongation ZEN Quencher
_Fluorophor (gequencht) w
y e QueNcher s
Q)

) . lowa Black Quencher
' Abbau der Sonde Fluorescein

5

durch Polymerase

A
<@" ~Fluorophor (aktiv)
» Y 4

’ Abbauprodukte

Q
’4'3‘ -\ /

Abb. 3.1.10: Funktionsprinzip der Real Time PCR mit Hydrolysesonde und Aufbau der
6H7-Hydrolysesonde mit zusatzlichem internen Quencher fiir verminder-
tes Hintergrundsignal
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Da die Real Time PCR auf Basis einer Hydrolysesonde auf eine bereits optimier-
te Real Time PCR aufgebaut wurde, wurden die PCR-Parameter nicht neu opti-
miert. Stattdessen wurde {iiberpriift, ob die zuvor als optimal gefundenen PCR-
Bedingungen auch auf das Assay mit Hydrolysesonde iibertragen werden konnen
(vgl. Abb. 3.1.11). Dazu wurde eine serielle Verdiinnungsreihe eingesetzt, anhand
der die PCR-Effizienz ermittelt werden kann.

25
20

15

10
y =-3.4375x - 21.188
R?=0.998
Effizienz=95.4 %

quantification cycle

0 T T T T 1
-13 -12 -11 -10 -9 -8
log,, (Startkonzentration) [mol/I]

Abb. 3.1.11: Effizienzbestimmung der Real Time PCR mit 6H7-Hydrolysesonde

Dabei erreicht die Real Time PCR mit den SELEX-Primern und der Hydrolyseson-
de eine Effizienz von 95,4 % und kann daher ohne weitere Modifikationen fiir
Quantifizierungen im Bereich von 10 nM bis 100 fM eingesetzt werden.

Da die Real Time PCR die Menge an 6H7-Aptamer auch in Gegenwart von anderen
Aptamerkandidaten erfassen soll, muss im nédchsten Schritt der Einfluss von zuge-
setzten Aptamerkandidaten auf die 6H7-Quantifizierung bestimmt werden. Dazu
wurde eine Mischreihe von 6H7-Aptamer und Bibliothek eingesetzt, wobei jede
Probe eine gleichbleibende Gesamtkonzentration an Bibliothek und 6H7-Aptamer
von insgesamt 1 uM enthélt. Variiert wurde lediglich der Anteil des 6H7-Aptamers
an der Gesamtkonzentration (vgl. Abb. 3.1.12). Die Proben mussten vor der Mes-
sung jeweils 1 zu 1000 verdiinnt werden, damit diese in der Real Time PCR ver-

messen werden konnten.
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Fiir die Bestimmung des Anteils von 6H7 in einer Probe wurden jeweils zwei sepa-
rate Real Time PCR durchgefiihrt. In einer Real Time PCR mit 6H7-Hydrolysesonde
wurde die Konzentration an 6H7-Aptamer in der Probe ermittelt. In einer weite-
ren Real Time PCR wurde die Gesamtkonzentration der Bibliothek und des 6H7-
Aptamers durch Verwendung eines sequenzunabhéngigen Fluoreszenzfarbstoffs
gemessen (siehe: Uberwachung der Stoffmenge mittels Real Time PCR auf S. 39).
Aus diesen beiden Konzentrationen wurde anschliel3end der Anteil des 6H7-Apta-
mers im Gemisch berechnet.

120 ~
100 A

80 A
60 +
40 A
20 A
o 1

220 A

Anteil 6H7 im Gemisch [%]

0% 20% 50 % 80 % 100 %
Eingesetzter Anteil 6H7 im Gemisch [%]

eingesetzter Anteil M gemessener Anteil

Abb. 3.1.12: Evaluierung der Real Time PCR zur Detektion des 6H7-Aptamers im
Gemisch mit Aptamerkandidaten

Durch Vergleich des eingesetzten Anteils und des gemessenen Anteils kann der
Einfluss des Anteils an Bibliothek in der Probe auf die Bestimmung des Anteils
von 6H7 ermittelt werden. Dabei entsprechen die ermittelten Anteile des 6H7-
Aptamers weitgehend den eingesetzten Anteilen. Lediglich fiir 50 % Anteil im Ge-
misch weicht das Ergebnis etwas ab. Diese Ungenauigkeiten sind jedoch fiir Ergeb-
nisse akzeptabel, die aus zwei unabhingigen Real Time PCR Messungen berechnet
wurden.

Die Real Time PCR mit Hydrolysesonde ist also eine geeignete Methode zur Erfas-
sung der Konzentration des 6H7-Aptamers und dessen Anteils im Gemisch. Ins-
gesamt ist die Real Time PCR in ihren Variationen ein wertvolles Werkzeug zur

Uberwachung der Stoffmengen im SELEX-Prozess.
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Alternative Verfahren zur Quantifizierung einzelstriangiger Aptamerkandidaten

In Konzentrationsbereichen {iber 10nM kann die Real Time PCR nicht fiir die
Quantifizierung verwendet werden, da dies nicht mehr im linearen dynamischen
Bereich der Real Time PCR liegt. Durch Verdiinnen der Proben konnte zwar ein
messbarer Bereich erreicht werden, jedoch sind Real Time PCR Messungen mit ca.
4h zeitintensiv und zusétzlich kostenintensiv, da fiir jede Messung entsprechen-
de Standards und Kontrollreaktionen mitgefithrt werden miissen. Alternativ zur
Real Time PCR wurden zur Quantifizierung in hohen Konzentrationsbereichen da-
her einzel- oder doppelstrangaffine Farbstoffe eingesetzt, die nach Anlagerung an
die DNA zur Fluoreszenz fiahig sind (z. B. Quant—iT OliGreen ssDNA reagent). In
Kombination mit einem Nanodrop ND-3300 Fluorospektrometer lag die messbare

Konzentration zwischen 1 nM und 1 uM.

2
10,000 4 *
2
3 2
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[J]
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? L 2 2 2
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Konzentration Bibliothek [pM]

Abb. 3.1.13: Exemplarische Standardkurve fiir die Quantifizierung einer Bibliothek mit
Quant-iT OliGreen ssDNA reagent

Lange und Hybridisierungsstatus von Aptamerkandidaten
Neben der Quantifizierung miissen auch die Lange und der Hybridisierungsstatus
der Aptamerkandidaten ermittelt werden konnen. Eventuelle Langenénderungen

von Aptamerkandidaten wurden in denaturierenden Agarose— oder Polyacrylamid-
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Gelelektrophoresen untersucht?. Dabei sind Polyacrylamid—Gele aufgrund ihrer ge-
ringeren Schichtdicke und entsprechend geringerem Hintergrundsignal gegentiber
Agarose—Gelen zu bevorzugen. Durch den Zusatz von 7 M Harnstoff zum Polyacryl-
amid-Gel werden dabei die intra— und intermolekularen Hybridisierungen der
Aptamerkandidaten unterdriickt, sodass diese linear und einzelstrangig vorliegen.
Fiir die Farbung von Polyacrylamid—Gelen steht neben den klassischen Farbstof-
fen fiir die Farbung von Agarose-Gelen (SYBR GREEN I + II und nicht-mutagene
Substitute), auch die Silberfarbungen zur Verfiigung. In diesem Zusammenhang
wurden in der Bachelorarbeit von Zawadi Hellmann verschiedene Farbemethoden

fiir Polyacrylamid-Gele evaluiert (vgl. Tab. 3.1.4).

Tab. 3.1.4: Vergleich verschiedener Firbemethoden fiir DNA in Polyacrylamid-Gelen

Methode Sensitivitit Zeitaufwand Schérfe der Banden
RotiSafe GelStain 200 pg ca. 30 min mittel

SYBR Green II 100 pg ca. 30 min scharf

Silberfarbung > 1pg ca.1,5h sehr scharf

Zusammenfassend liefern fluoreszierende Farbstoffe dabei gute Ergebnisse, gera-
de bei geringen Analyt—-Mengen ist jedoch die Silberfirbung aufgrund ihrer ho-
heren Sensitivitat iiberlegen. Neben der Analyse der Fragmentldnge konnen Gel-
elektrophoresen auch zur Analyse des Hybridisierungsstatus genutzt werden. So
hat auch die Konformation der DNA einen Einfluss auf deren elektrophoretische
Mobilitat. Dabei ist beispielsweise die elektrophoretische Mobilitét fiir Heterodu-
plexe im Gegensatz zu Homoduplexen erniedrigt 2. Zusétzlichen Einfluss haben
zudem Sekundérstrukturen, die ebenfalls zu einer Erniedrigung der elektropho-
retischen Mobilitét fiihren. Auch doppelstrangige DNA wandert im nativen Gel

aufgrund ihrer kleineren Flexibilitdt im Gegensatz zur einzelstrangigen DNA nicht

2 siehe Bachelorarbeit von Zawadi Hellmann "Analyse von Technologien zur Erzeugung von DNA-
Einzelstrangen aus PCR-Produkten" (2014)
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so weit ®?, In der SELEX ist dies insbesondere fiir die Bewertung produzierter
Aptamerkandidaten wichtig. Zur Verdeutlichung wurden eine Bibliothek aus Apta-
merkandidaten und eine einzelne Sequenz amplifiziert und deren PCR-Produkte
einer Strangtrennung unterzogen (siehe: Gewinnung einzelstrdngiger Aptamerkan-
didaten aus PCR—-Produkten auf S. 63). Die Aptamerkandidaten und die einzelne
Sequenz sind dabei jeweils 78 nt lang. Die erhaltenen PCR-Produkte, die Einzel-
strange sowie ein synthetischer Einzelstrang wurden anschliel3end in einer PAGE

mit Silberfarbung untersucht (vgl. Abb. 3.1.14).

Bib Bib Einz Einz Syn M
PP Ss PP  ss

dsDNA —»

[——
et = 500 bp

ssDNA —»

Abb. 3.1.14: Erzeugte DNA-Einzelstrdange (ss) im Vergleich zum PCR-Produkt (PP);
Proben aus einer Bibliothek mit hoher Komplexitit (Bib) im Vergleich zu
Proben einer einzelnen Sequenz (Einz). Synthetischer Einzelstrang (Syn)
zum Vergleich. M = Marker (M; 100 bp DNA Marker). PAGE; Silberfarbung

Die stirkste Bande in den Proben der PCR-Produkte liegt bei etwa 400 bp. Beide
Proben weisen zudem eine Bande bei < 100 bp auf. Fiir die erzeugten Einzelstran-
ge ist dagegen nur Bande bei > 100bp sichtbar, diese Bande findet sich auch
bei dem synthetischen Einzelstrang wieder. Die Probe des synthetischen Einzel-
strangs zeigt zudem zusétzliche Banden geringerer Grof3e, wobei es sich hier ver-
mutlich um unvollsténdig synthetisierte Einzelstrange handelt. Aus dem gemein-
samen Laufverhalten der erzeugten Einzelstrdnge und des synthetischen Einzel-

strangs kann zunéachst geschlossen werden, dass die Strangtrennung erfolgreich

53



Experimente zur Selektion von Aptameren

war. Gleichzeitig verdeutlicht diese Analyse die Unterschiede in der elektrophore-

tischen Mobilitat zwischen dsDNA und ssDNA.

3.1.3 Aufstellen eines minimalen SELEX-Prozesses

In diesem Modellprozess sollen alle Schritte einer de novo Selektion von Apta-
meren getestet und optimiert werden. Als Zielmolekiile dienen His-Tag—Proteine,
die auf Magnetpartikeln immobilisiert sind. Nach der Bereitstellung der immobili-
sierten Zielmolekiile und der Bibliothek aus Aptamerkandidaten miissen nun die
Methoden innerhalb der Selektionsrunden aufeinander abgestimmt werden.

Der erste Schritt jeder Selektionsrunde ist die Konditionierung der Aptamerkandi-
daten und der Zielmolekiile in Selektionspuffer. Anschlie3end folgt die Inkubation
der Aptamerkandidaten mit den Zielmolekiilen und die Abtrennung ungebunde-
ner Aptamerkandidaten in mehreren Waschschritten. Die verbliebenen gebunde-
nen Aptamerkandidaten werden durch den Einsatz von Hitze denaturiert und so
aus ihren Target—-Komplexen freigesetzt. In der anschlielSenden PCR werden die so
erhaltenen Aptamerkandidaten amplifiziert. Dabei wird ein biotinylierter antisen-
se-Primer eingesetzt, der nach der PCR zur Strangtrennung der unmodifizierten
Aptamerkandidaten von ihrem biotinyliertem antisense-Strang dient. Nach einer
Konditionierung in Bindepuffer falten sich die einzelstrangigen Aptamerkandidat-
en in ihre dreidimensionale Struktur und gehen in die die néachste Selektionsrunde

ein (vgl. Abb. 3.1.15).
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Abb. 3.1.15: Schematische Ubersicht iiber eine Selektionsrunde innerhalb einer SELEX

Konditionierung fiir die Selektion

Vor Beginn einer Selektionsrunde miissen die Zielmolekiile von ihrem Lagerungs-
puffer in das Puffersystem der Selektion {iberfiihrt werden. Der Transfer in ein
anderes Puffersystem ist in diesem Modellprozess relativ einfach, da die Zielmo-
lekiile bereits auf Magnetpartikeln immobilisiert sind. So konnen die Magnetpar-
tikel wiederholt mit Selektionspuffer gewaschen werden. Die kovalente Immobili-
sierung verhindert dabei ein Abwaschen oder Freisetzen der Zielmolekiile.
Zusatzlich miissen die Aptamerkandidaten konditioniert werden, um ihre korrek-
te Faltung einzunehmen. Die erhaltenen Aptamerkandidaten werden dazu kurz
im Selektionspuffer hitzedenaturiert. Die Renaturierung in der chemischen Umge-
bung des Selektionspuffers erlaubt den Aptamerkandidaten die Ausbildung ihrer

spezifischen dreidimensionalen Faltung.

Inkubation mit Zielmolekiilen und Trennverfahren in der SELEX
Die Inkubation der Zielmolekiile mit den Aptamerkandidaten ist der erste zentrale

Schritt einer jeden Selektionsrunde. Hier findet die eigentliche Selektion der Apta-

55



Experimente zur Selektion von Aptameren

merkandidaten statt. Fiir den Modellprozess soll zunachst ein Selektionsschritt
simuliert werden, um die prinzipielle Funktionsfahigkeit und die Effektivitdt der
angewandten Analytik zu iiberpriifen’®.

Als Modell fiir eine reale Selektion wird das bereits selektierte Aptamer 6H7 7
zusammen mit anderen Aptamerkandidaten in einer Selektion gegen den His—
Tag eingesetzt. Dazu wurde das Aptamer 6H7 zundchst mit der gleichen Men-
ge nicht selektierter Aptamerkandidaten (Bibliothek) versetzt (je 100 pmol). Da
das Aptamer 6H7 eine deutliche groflere Affinitdt zu dem immobilisierten His—
Tag aufweist als die Bibliothek, miisste das 6H7-Aptamer wahrend der Selektion
die Aptamerkandidaten verdrangen, sodass nach Ende des Selektionsschrittes nur
6H7-Aptamer in der Elutionsfraktion verbleibt.

Die simulierte Selektion beginnt mit der Inkubation des Gemisches aus 6H7-Apta-
meren und unselektierter Bibliothek mit dem immobilisierten Zielprotein (BSTE—
His) fiir 60 Minuten. Als Negativkontrolle wurden leere und oberflicheninaktive
Magnetpartikel eingesetzt, fiir die keine Anreicherung des 6H7—-Aptamers erwartet
wird. Ahnlich zu einer echten Selektion wurden ungebundene Aptamere / Apta-
merkandidaten nach Ablauf der Inkubationszeit durch zwei kurze Waschschritte
aus der Selektion entfernt. Die Elution der gebundenen Aptamere erfolgt hier kom-
petitiv mit Imidazol iiber den Zeitraum von 60 Minuten. Die erhaltenen Waschfrak-
tionen und die Elutionsfraktion wurden abschliel3end mit der Real Time PCR auf
ihren Gehalt an 6H7-Aptamer und verbleibenden anderen Aptamerkandidaten un-

tersucht (vgl. Abb. 3.1.16).

1 siehe Masterarbeit von Roman Hilje "Automation of an in vitro selection process" (2015)
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N
o
)

15 4

Menge Aptamer (-Kandidaten) [pmol]
=
(6, ] o

- B —

Wasch 1 Wasch 2 Elution

o
!

leere MP (ges) leere MP (6H7) M His-Tag MP (ges) M His-Tag MP (6H7)

Abb. 3.1.16: Simulierte Selektion des 6H7-Aptamers in Konkurrenz zu unselektierten
Aptamerkandidaten. Selektion gegen His—Tag—Proteine oder gegen lee-
re Magnetpartikel (Negativkontrolle); jeweils Gesamtmenge (ges) und
Menge an 6H7 (6H7)

Die Waschfraktion 1 der Magnetpartikel enthélt sowohl in der Negativkontrolle
wie auch fiir die Target-Magnetpartikel etwa die gleiche Menge an Aptameren
und Aptamerkandidaten. Fiir die Magnetpartikel mit Zielmolekiil entfallen dabei
etwa 50 % auf das 6H7-Aptamer und etwa 50 % auf die unspezifischen Kompeti-
toren. Dieses Verhéltnis ist mit dem Verhaltnis vor der Inkubation identisch und
zeigt, dass im Totvolumen der Magnetpartikel Aptamere und Aptamerkandidaten
verbleiben.

Erwartungsgemal} enthélt die Waschfraktion 2 fiir die Negativkontrolle deutlich
weniger Aptamere oder unspezifische Aptamerkandidaten. Die Waschfraktion der
Magnetpartikel mit Zielmolekiil enthilt hier eine leicht groflere Gesamtmenge,
die nahezu vollstdndig aus 6H7-Aptamer besteht. Da die Menge im Vergleich zur
Negativkontrolle grof3er ist und vollstdndig aus dem 6H7-Aptamer besteht, deutet
dies darauf hin, dass sich bereits gebundenes 6H7-Aptamer wieder aus seinem
Komplex mit dem Zielmolekiil 16st. In einer ,echten“ Selektion wiirde hier der

Selektionsdruck auf der Komplexdissoziationskonstante (k) liegen.
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In der Elutionsfraktion der Magnetpartikel mit Zielmolekiil finden sich eine ver-
gleichsweise gro3e Menge an 6H7-Aptameren ohne nennenswerte Verunreinigung
durch Aptamerkandidaten wieder. Dies bestétigt, dass das 6H7—-Aptamer zunichst
an sein Zielmolekiil gebunden hat, wihrend der Waschschritte in seinem Kom-
plex verblieben ist und dann gezielt eluiert wurde. Der Anteil an unspezifischen
Aptamerkandidaten nimmt dabei im Verlauf der Waschschritte stetig ab, sodass
lediglich ,,echte” Aptamere eluiert werden.

Die simulierte Selektion ist also erfolgreich, in kiinftigen Selektionen sollte jedoch
die Anzahl der Waschschritte und das Waschvolumen erh6ht werden um bessere
Aptamere zu erhalten (beziiglich k). Gleichzeitig zeigen die Aptamerkandidaten
keine ausgepragte Bindung an die Hintergrundmatrix der Magnetpartikel (Nega-
tivkontrolle). Die Magnetpartikel konnen also ohne Einschrankungen im SELEX-
Prozess eingesetzt werden. Auch die Analytik in Form der Real Time PCR erfiillt die
gestellten Anforderungen und wird daher weiterhin zur Uberwachung des SELEX—

Prozesses eingesetzt.

Amplifikation der Aptamerkandidaten

Nach erfolgter Elution aus ihren Komplexen miissen die Aptamerkandidaten in ei-
ner PCR fiir die néichste Selektionsrunde vervielfaltigt werden. Im SELEX-Prozess
ist diese Amplifikation als multitemplate PCR zu Kklassifizieren (siehe: Theorie zur
Amplifikation von Aptamerkandidaten auf S. 20). Wegen der grol3en Komplexitat
der Probe entstehen zusatzlich zum ,reguldren” Produkt mit etwa 80 bp auch Ne-

benprodukte der Lange von etwa 160 bp (vgl. Abb. 3.1.17).
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Abb. 3.1.17: Vergleich der Nebenproduktbildung bei der Amplifikation von Aptamer-
kandidaten und einer Einzelsequenz bei der Verwendung einer Stan-
dard-Tag-DNA-Polymerase (GoTaq [Promega]); gemessen mit Bioanaly-
zer (Agilent)

Im SELEX-Prozess ist die Entstehung dieser Nebenprodukte unerwiinscht, da die
Generierung der Nebenprodukte in Konkurrenz zur Erzeugung funktionsfahiger
Aptamerkandidaten steht. Gleichzeitig deutet die Entstehung der Nebenprodukte
auf einen signifikanten Bias wihrend der Amplifikation von Aptamerkandidaten
hin. So ist wegen der notigen partiellen Sequenzhomologie davon auszugehen,
dass nicht alle Aptamerkandidaten gleichermaf3en an der Entstehung der Neben-
produkte beteiligt sind (siehe: Effekte hoher Diversitdt auf S. 21). Dadurch verschie-
ben sich die Haufigkeiten der Sequenzmotive wiahrend der Amplifikation, formal
handelt es sich hierbei um einen unerwiinschten Selektionsdruck wahrend der Am-
plifikation.

Da Nebenprodukte wahrend der Amplifikation ein signifikantes Hindernis fiir den
Erfolg des SELEX-Prozesses darstellen, wurde die Amplifikation von Aptamerkan-
didaten mit insgesamt sechs verschiedenen verbesserten Tag—Polymerasen und
Nicht-Taq-Polymerasen untersucht (vgl. Abb. 3.1.18; vollstdndige Daten siehe An-
hang: Entstehung von Nebenprodukten bei Verwendung verschiedener Polymerasen

auf S. 115).
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Abb. 3.1.18: Vergleich der Nebenproduktbildung bei Einsatz unterschiedlicher Polyme-
rasen wahrend der Amplifikation von Aptamerkandidaten (exemplarisch)

Auffallig ist eine Verschiebung der Fragmentgrol3en der GoTag DNA Polymerase im
Vergleich zu den anderen Polymerasen. Die Grof3e der Fragmente in einer Probe
wird im Bioanalyzer anhand zweier Referenz-Fragmente ermittelt. Da die Proben
seriell gemessen werden, driften diese Referenz—Fragmente leicht. Der Hersteller
gibt fiir die Genauigkeit der Langenbestimmung einen Fehler von £ 10 % an. Daher
ist davon auszugehen, dass diese Verschiebung kein echter Lingenunterschied der
Fragmente in der Probe ist, sondern dass es sich hier um ein Messartefakt handelt.
Waéhrend im PCR-Produkt der GoTaq DNA Polymerase erneut die Bildung von Ne-
benprodukten mit etwa 160 bp zu beobachten ist, beinhaltet das PCR-Produkt der
HotStarTaq Plus Polymerase [Qiagen] eine zusitzliche Fraktion an Nebenproduk-
ten mit etwa 120 bp. Von den sechs getesteten Polymerasen liefert lediglich die
Platinum Pfx Polymerase von Thermo Scientific ein PCR-Produkt ohne messba-
re Mengen an Nebenprodukten. Fiir alle weiteren Versuche wurde daher die Pfx
Polymerase eingesetzt. Um die im SELEX-Prozess benotigten Mengen an Aptamer-
kandidaten aufzubringen wurden hier zwei PCRs hintereinander durchgefiihrt. So
konnen gleichzeitig von jeder PCR Proben zuriickgestellt werden fiir den Fall, dass

in den folgenden Selektionsrunden Probleme auftreten.
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Direkte Generierung einzelstrangiger Aptamerkandidaten

Einzelstrangige Aptamerkandidaten konnen direkt in einer asymmetrischen PCR
generiert werden. Fiir eine moglichst grofe Menge an Einzelstrdngen im Endpro-
dukt sind sowohl das Konzentrationsverhaltnis, als auch die Gesamtmenge an Pri-
mern entscheidend. Wiinschenswert ist zunédchst die Erzeugung einer ausreichend
groBen Menge an doppelstrangigen Matrizen fiir die nachfolgende Generierung
der Einzelstrdnge. Die Literatur gibt das optimale Verhaltnis der jeweiligen Pri-
merkonzentrationen mit 20:1 an ¢,

Zur Evaluierung der Eignung der asymmetrischen PCR wurde eine Versuchsreihe
mit unterschiedlichen Primermengen bei einem konstanten Konzentrationsverhalt-
nis von 20:1 durchgefiihrt>. Ausgangsmaterial fiir die asymmetrische PCR sind
Aptamerkandidaten die in einer separaten reguldaren PCR voramplifiziert wurden.
Nach der asymmetrischen PCR wurden die erhaltenen Produkte in einer PAGE

untersucht (vgl. Abb. 3.1.19).

50 35 20 1,0 0,75 0,5 0,25 0,1 [umol sense-Primer]
025 0175 01 0,05 0,0375 0,025 00125 0006 A M [umol antisense-Primer]
|.>4b‘~4~—4»‘4v§¢‘**wf <4—— dsDNA
we —500 bp

"I ' | <— ssDNA

w —100 bp

Abb. 3.1.19: PCR-Produkte der asymmetrischen PCR mit variierender Primermenge bei
einem konstanten Primerverhaltnis von 20:1; Vergleich zum Ausgangsma-
terial (A) und Marker (M; 100 bp DNA Marker); PAGE mit Silberfarbung

2 siehe Bachelorarbeit von Zawadi Hellmann "Analyse von Technologien zur Erzeugung von DNA-

Einzelstrangen aus PCR-Produkten" (2014)
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Das Ausgangsmaterial (A), ein reguldares PCR—Produkt, enthilt lediglich Doppel-
strange, wahrend die Produkte der asymmetrischen PCR zusatzlich einzelstran-
gige Aptamerkandidaten enthalten. Dabei korreliert deren Menge direkt mit der
Gesamtmenge der eingesetzten Primer. Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob
auf die zusatzliche Generierung des Matrizenmaterials verzichtet werden kann,
dazu wurden asymmetrische PCRs mit und ohne antisense-Primer durchgefiihrt
(vgl. Abb. 3.1.20).

5,0 5,0‘ 3,0 3,0‘2,0 2,0‘ 1,0 1,0‘ [umol sense-Primer]
0,05 O M  [umol antisense-Primer]

025 0/015 010 0
‘ , =
BRR | e «— dsDNA
' - - =]
f—
[—
s —500 bp
¥ . <— ssDNA
(- - : —100 bp

Abb. 3.1.20: Vergleich der PCR Produkte aus asymmetrischer PCR mit und ohne in-
tegrierter Generierung von Matrizenmaterial bei variierender Menge an
sense— und antisense—Primer. Marker (M; 100 bp DNA Marker); PAGE mit
Silberfarbung

Wieder ist eine Zunahme der Menge an generierten Einzelstrdngen mit erhohter
Primermenge zu beobachten. Gleichzeitig liefert die asymmetrische PCR ohne an-
tisense—Primer im Vergleich zur asymmetrischen PCR mit integrierter Generierung
von Matrizenmaterial signifikant weniger einzelstrangige Aptamerkandidaten. Fiir
eine Produktion einer moglichst groen Menge an einzelstrangigen Aptamerkandi-
daten sollte die asymmetrische PCR also stets mit beiden Primern in einem Konzen-
trationsverhaltnis von 20:1 mit 5 uM sense—Primer und 0,25 uM antisense—Primer

durchgefiihrt werden.
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Nachfolgend zur asymmetrischen PCR miissen die einzelstrangigen Aptamerkandi-
daten aus dem PCR-Produkt isoliert werden. Diese liegen dabei neben den doppel-
strangigen Komplexen aus Aptamerkandidaten mit ihren komplementiren Stran-
gen und weiteren Reaktionsprodukten der PCR vor.

Eine direkte Isolation der einzelstrangigen Aptamerkandidaten aus dem PCR-Pro-
dukt tiber Gele wurde aufgrund der stark limitierten Eingangsmenge verworfen.
Als Alternative wurden zunédchst die Komplexe der Aptamerkandidaten mit ihren
komplementiren Strangen iiber den am antisense—Strang angebrachten Biotin—-Tag
abgereichert. Dazu wurde das PCR-Produkt mit Streptavidin—-Magnetpartikeln in-
kubiert, die selektiv die biotinylierten Komplexe binden. Im Uberstand iiber den
Magnetpartikeln verblieben dann lediglich die einzelstrangigen Aptamerkandidat-
en und die restlichen Bestandteile der Reaktionsmixtur. Die nachfolgende Abtren-
nung dieser verbleibenden Bestandteile {iber ein kommerzielles Kit zur Aufreini-
gung von DNA aus PCR-Produkten scheiterte aber an der zu geringen Affinitét
der einzelstrdngigen Aptamerkandidaten fiir die stationdre Phase. Die Kits sind
fiir langere doppelstrangige Fragmente optimiert, die Aptamerkandidaten mit ca.
80 bp dagegen sehr kurz und zudem einzelstrangig. Mogliche weitere Verfahren,
wie beispielsweise die Fallung der einzelstrangigen Aptamerkandidaten, wurden
wegen des hohen zeitlichen Aufwands nicht weiter verfolgt.

Da die Aptamerkandidaten nachtraglich mit grof3em Aufwand isoliert werden miis-
sen, wurde die asymmetrische PCR nicht in den SELEX-Prozess integriert und
stattdessen eine alternative Isolation von einzelstrangigen Aptamerkandidaten aus

reguldaren PCR-Produkten realisiert.

Gewinnung einzelstrangiger Aptamerkandidaten aus PCR-Produkten

Alternativ zur direkten Erzeugung von einzelstrédngigen Aptamerkandidaten kon-
nen diese auch aus reguldren PCR-Produkten gewonnen werden. In diesem Mo-
dellprozess beruht die spatere Abtrennung des antisense—Stranges auf der Bindung

von Biotin, das am antisense-Primer verankert ist.
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Zur Riickgewinnung der amplifizierten Aptamerkandidaten wird das biotinylierte
PCR-Produkt zunéchst fiir 10 Minuten gemeinsam mit Streptavidin—-Magnetpar-
tikeln inkubiert (vgl. Abb. 3.1.21). Eine erhohte Konzentration an Natriumchlo-
rid von 1M stabilisiert die Komplexbildung zwischen dem Biotin des antisense—
Strangs und dem immobilisierten Streptavidin wihrend der Inkubation ®#. Nach
der Immobilisierung konnen die restlichen Bestandteile der PCR in Waschschrit-
ten entfernt werden, sodass lediglich die Aptamerkandidaten in ihren antisense—
Strang-Komplexen auf den Magnetpartikeln verbleiben. Durch den Einsatz von
100 mM Natronlauge wird die Hybridisierung zwischen den Aptamerkandidaten
und ihrem entsprechenden antisense—Strang gestort, sodass sich die Aptamerkandi-
daten von diesen l6sen und in die mobile Phase iibergehen. Gleichzeitig verbleiben
die antisense-Strange iiber ihre Biotinmodifikation immobilisiert, sodass die mobi-
le Phase lediglich die Aptamerkandidaten enthalt. Direkt nach Abtrennung der Ma-
gnetpartikel muss die Natronlauge durch Zusatz von Kaliumdihydrogenphosphat
neutralisiert werden, da sonst die Aptamerkandidaten durch alkalische Hydrolyse
geschadigt werden. AbschlieRend erfolgt die Rekonditionierung der Aptamerkan-
didaten als Vorbereitung fiir die nédchste Selektionsrunde durch Hitzedenaturie-

rung und Renaturierung in der chemischen Umgebung des Selektionspuffers.
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Abb. 3.1.21: Isolierung einzelstrangiger Aptamerkandidaten aus PCR-Produkten unter
Verwendung eines biotinylierten antisense—Stranges

Zur Optimierung dieses Prozessschrittes wurde eine Versuchsreihe mit jeweils un-
terschiedlichen Mengen Magnetpartikeln der Firmen Biomag und Invitrogen durch-
gefithrt. Um fiir alle Ansiatze homogenes Ausgangsmaterial zu erhalten, wurden
Aptamerkandidaten im grof3eren Maf3stab amplifiziert und die PCR-Produkte an-
schlief3end gepoolt. Zu den jeweiligen Mengen der Magnetpartikeln wurden dann
je 100 ul PCR-Produkt gegeben und eine Strangtrennung durchgefiihrt. Danach
wurden die erhaltenen Proben in einer nativen PAGE mit Silberfarbung auf ihren
Gehalt an Einzelstrangen (ssDNA), verbleibenden Doppelstrdngen (dsDNA) oder

anderen Verunreinigungen aus dem Prozess untersucht (vgl. Abb. 3.1.22).
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Abb. 3.1.22: Erzeugte einzelstrangige Aptamerkandidaten unter der Verwendung ver-
schiedener Mengen an Streptavidin—-Magnetpartikeln der Firma Biomag
(A) und Invitrogen (B). Vergleich zum PCR-Produkt (PP) und Marker
(M; 100 bp DNA Marker); PAGE mit Silberfarbung

Wie erwartet zeigt das PCR-Produkt (PP) als DNA-Doppelstrang ein deutlich an-
deres Laufverhalten als die isolierten DNA-Einzelstrdnge (ssDNA). Fiir die Ma-
gnetpartikel der beiden Hersteller korreliert die Ausbeute an Einzelstrangen mit
der Menge an eingesetzten Magnetpartikeln. Die Magnetpartikel der Firma Bio-
mag geben jedoch zusétzlich eine groRe Menge unerwiinschter Stoffe ab. Durch
Einsatz der Silberfarbung nach einer Farbung des Gels mit SYBR Green II konnte
gezeigt werden, dass es sich bei diesen unerwiinschten Stoffen nicht um Nuklein-
sduren handelt. Nach dem Ausschlussprinzip muss es sich hier also um Streptavi-
din handeln, dass von den Magnetpartikeln abgelost wurde. Insbesondere die am
abgewaschenen Streptavidin anhaftenden Doppelstrange sollten jedoch nicht in

die nichste Selektionsrunde eingehen. Daher sind die Magnetpartikel der Firma
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Biomag trotz der beworbenen groleren Kapazitéit nicht fiir die Verwendung im
SELEX-Prozess geeignet. Im Gegensatz dazu enthalten die Proben aus der Strang-
trennung mit den Magnetpartikeln der Firma Invitrogen neben den gewiinschten
DNA-Einzelstrangen keine detektierbaren Doppelstrange oder andere Verunreini-
gungen.

Zusétzlich wurde die maximale Kapazitdt der Magnetpartikel untersucht. Dazu
wurden nach dem entwickelten Protokoll Einzelstrange aus PCR-Produkt isoliert,
wobei die Menge an Magnetpartikeln jeweils variiert und die Menge an angebo-
tenem PCR-Produkt konstant gehalten wurde (vgl. Abb. 3.1.23). Die Menge an

erhaltenen Einzelstringen wurde dann in der Real Time PCR analysiert.

-]

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Menge eingesetzte Magnetpartikel [mg]

Menge eluierter DNA [pmol]

Abb. 3.1.23: Menge an eluierten Einzelstrdngen von Streptavidin—-Magnetpartikeln der
Firma Invitrogen; PAGE mit Silberfarbung

Die Menge an erhaltenen Einzelstrdngen steigt dabei zunachst beinahe linear an.
Ab 1mg Magnetpartikeln kommt es jedoch zu einer Limitierung der erhaltenen
Menge an Einzelstrdngen obwohl mehr Magnetpartikel angeboten wurden. Dies
zeigt eine Erschopfung der biotinylierten Doppelstrange in dem PCR-Produkt an.
Die Bestimmung der maximalen Kapazitat kann daher nur im Bereich von 0,1 mg
bis 0,75 mg Magnetpartikeln erfolgen. Fiir diesen Bereich wurden die erhaltenen
Mengen an Einzelstrangen pro mg Magnetpartikeln berechnet und gemittelt. Die
maximale Kapazitat liegt demnach bei etwa 300 pmol Einzelstringen pro mg Ma-

gnetpartikel.
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Der Selektionsdruck der spiteren SELEX soll je nach Zyklus zwischen 1 zu 10
bis 1 zu 20 liegen. Die Zielmolekiile werden dabei typischerweise in einer Menge
von 10 pmol bis 25 pmol eingesetzt, sodass bis zu 500 pmol einzelstréngige Apta-
merkandidaten fiir eine Selektionsrunde bendétigt werden. Fiir eine Strangtren-
nung werden daher 2mg Streptavidin—-Magnetpartikel eingesetzt, um mit etwa
600 pmol eine ausreichend groRRe Kapazitit zur Erzeugung der einzelstrdngigen
Aptamerkandidaten zu erreichen. Gleichzeitig ist eine nachtragliche Reinigung der
erhaltenen Einzelstrange nicht erforderlich, sodass die Aptamerkandidaten direkt

in die nichste Selektionsrunde eingehen kénnen.

3.1.4 Automatisierung des SELEX-Prozesses

Auch die Automatisierung des SELEX-Prozesses ist Teil dieser Arbeit. Da die Se-
lektion auf Basis von Magnetpartikeln ausgefiihrt wird, liegt hier die Verwendung
eines Magnetpartikel-Prozessors nahe. Der KingFisher von Thermo Scientific ist
ein solcher Magnetpartikel-Prozessor, der urspriinglich fiir automatisierte Isolie-
rungsprotokolle von DNA/RNA oder Proteinen entwickelt wurde.

Uber die Steuerungssoftware kann analog zu den Isolierungsprotokollen auch ein
Selektionsschritt fiir den SELEX-Prozess programmiert werden. Dabei sind die je-
weiligen Inkubationszeiten und Mischzeiten frei wéhlbar, wéhrend die Mischge-
schwindigkeit in Geschwindigkeitsstufen einstellbar ist. Der KingFisher fiihrt dann
das programmierte Protokoll aus. Im Inneren befinden sich magnetische Metall-
stdabe, die mit einer Schutzkappe versehen in die Losung einer 96-Well-Platte ab-
gesenkt werden konnen und so die Magnetpartikel {iber die Platte transportieren.
Im Gegensatz zu einer Isolation von Hand miissen die entsprechenden Lésungen
daher vor Beginn der Selektion in der 96-Well-Platte hinterlegt werden.

Fiir die Durchfiihrung eines Selektionsschrittes im Magnetpartikel-Prozessor gel-
ten prinzipiell die selben Anforderungen wie fiir eine Selektion von Hand. Daher

wurde die Verschleppung von Fliissigkeit mit den Magnetpartikel bestimmt®. Da-

! siehe Masterarbeit von Roman Hilje "Automation of an in vitro selection process" (2015)
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zu wurde Fluoresceinlosung eingesetzt, deren Verschleppung in andere Wells dann
mittels Fluoreszenzspektroskopie gemessen wurde. So ist die Verschleppung unab-
héngig von der Menge der Magnetpartikel bei Einsatz des KingFisher etwa nur
halb so grof$ wie bei der Bearbeitung von Hand (etwa 1 ul zu 2 ul).

Fiir den KingFisher wurde ebenfalls eine Selektion des 6H7—-Aptamers simuliert,
die analog zu der manuellen simulierten Selektion verlauft (siehe: Inkubation mit
Zielmolekiilen und Trennverfahren in der SELEX auf S. 55) (vgl. Abb. 3.1.24) 2.
Dazu wurden im KingFisher je 200 pmol 6H7-Aptamer und entweder mit His—
Tag-Magnetpartikeln (BSTE-His) oder mit leeren und blockierten Magnetparti-
keln (Negativkontrolle) inkubiert. Die Magnetpartikel wurden zweimal gewaschen
und anschliel3end wurde das gebundene 6H7-Aptamer mit Imidazol eluiert. Die
Mengen an 6H7-Aptamer in den jeweiligen Fraktionen wurden mit der Real Time

PCR bestimmt.

N w B (O]
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Menge 6H7-Aptamer [pmol]
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o
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Wasch 1 Wasch 2 Elution

leere MP E His-Tag MP

Abb. 3.1.24: Test der automatisierten Selektion mit dem 6H7-Aptamer gegen immobi-
lisierte His—Tag Proteine (BSTE-His) im Vergleich zu leeren Magnetparti-
keln (Negativkontrolle)

Ahnlich wie bei der manuellen Selektion enthilt die erste Waschfraktion der His—
Tag-Magnetpartikel etwa die selbe Menge an 6H7-Aptamer wie die erste Wasch-
fraktion der Negativkontrolle. Wiederum liegt die Menge an 6H7-Aptamer in der

zweiten Waschfraktion sowohl fiir die His—Tag-Magnetpartikel als auch fiir die
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Negativkontrolle niedriger als in der ersten Waschfraktion. In der Elutionsfraktion
finden sich dagegen keine Aptamere in der Negativkontrolle, wahrend die Probe
der His-Tag-Magnetpartikel etwa 45 pmol 6H7-Aptamer enthalt. Dies bestatigt,
dass die simulierte Selektion erfolgreich automatisiert wurde.

Aufgrund des erhohten Aufwands fiir das Einfiillen bzw. das Entnehmen der Lo-
sungen vor Beginn und nach Ende einer Selektion ist der Einsatz des KingFishers
erst im Szenario mit mehreren parallelen Selektionen sinnvoll. Hier bringt die par-

allele Ausfiihrung jedoch grof3e Vorteile.

3.1.5 Proof of principle fir den minimalen SELEX-Prozess

Nach Abschluss der Optimierungen soll nun die Funktionalitdt der entwickelten
minimalen SELEX gezeigt werden. Dazu soll ein Selektionsprozess gegen den His—
Tag das erfolgreiche Zusammenspiel der einzelnen optimierten Arbeitsschritte des
Gesamtsystems demonstrieren. Obwohl in der Literatur bereits einige Aptamere
gegen den His-Tag beschrieben sind, soll dieser SELEX als reine de novo Selekti-
on aufgestellt sein. Dementsprechend besteht die eingesetzte Bibliothek vollstian-
dig aus unselektierten Aptamerkandidaten mit totalrandomisierter zentraler Re-
gion. Zunichst werden sowohl die Aptamerkandidaten als auch die immobilisier-
ten Zielmolekiile (BSTE-His) im Selektionspuffer fiir die Selektion konditioniert.
Nach einer gemeinsamen Inkubation fiir 30 Minuten folgten 3 Waschschritte mit
je 5 Minuten und 1 ml Selektionspuffer. Fiir die Elution wurde das Puffersystem
vom Selektionspuffer zu PBS gewechselt, da die im Selektionspuffer enthaltenen
zweiwertigen Ionen (Mg?* und Ca?*), sowie das Copolymer poly(dI-dC) die nach-
folgende Amplifikation in der PCR storen kénnen. Die Elution erfolgte durch eine
Erhohung der Temperatur auf 95°C. Durch die thermisch induzierte Denaturie-
rung der Aptamer— und Proteinstrukturen werden die Aptamerkandidaten in die
fliissige Phase freigesetzt, wahrend die kovalent gebundenen Zielmolekiile auf den
Magnetpartikeln zuriickbleiben. Die freien Aptamerkandidaten konnten so durch
Entnahme der fliissigen Phase von den Zielmolekiilen abgetrennt werden. Vorteil

dieser Methode ist die nahezu vollstindige Freisetzung der Aptamerkandidaten
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aus ihren Komplexen. Nachteile sind die fehlende Fraktionierbarkeit nach Affini-
tat und die fehlende Moglichkeit der Wiederverwendung einmal behandelter Ziel-
proteine, da diese irreversibel denaturiert werden. Die so eluierten Aptamerkandi-
daten wurden in zwei aufeinander folgenden PCRs amplifiziert und anschliel3end
durch den Einsatz von Streptavidin—-Magnetpartikeln von ihrem antisense-Strang
getrennt. Nach einer erneuten Konditionierung konnten die Aptamerkandidaten
dann in die nachste Selektionsrunde eingesetzt werden.

Fiir diesen Modellprozess wurden insgesamt 9 Selektionsrunden durchgefiihrt. Zu
Beginn des SELEX-Prozesses, in der ersten Selektionsrunde, betrégt das Verhaltnis
von Aptamerkandidaten zu Zielmolekiilen 10:1 (1.000 pmol Aptamerkandidaten /
100 pmol Zielmolekiile). Ab der zweiten Selektionsrunde besteht die Bibliothek le-
diglich aus Aptamerkandidaten, die bereits in einer vorherigen Selektionsrunde an
das Zielmolekiil gebunden haben. Daher wurde der Selektionsdruck auf 20:1 er-
hoht (500 pmol Aptamerkandidaten / 25 pmol Zielmolekiile). Die Real Time PCR
wurde eingesetzt um die Ein— und Ausgangsbilanzen fiir die jeweiligen Schritte
in den unterschiedlichen Selektionsrunden zu bestimmen, die jedoch keine si-
gnifikanten Anderungen anzeigen. Im Kontrast dazu zeigen die Schmelzkurven
der jeweiligen PCR-Produkte eine deutliche Entwicklung im Verlauf des SELEX-
Prozesses (vgl. Abb. 3.1.25).
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Abb. 3.1.25: Schmelzkurven der PCR-Produkte verschiedener Selektionsrunden in der
His-Tag—SELEX
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Das PCR-Produkt aus Selektionsrunde 1 enthilt vorwiegend Heteroduplexe, de-
ren Schmelzpunkte bei 67 °C liegt, und nur einen kleinen Anteil Heteroduplexe mit
geringerem Grad an Fehlpaarung und Schmelzpunkt um 79 °C. Dieser Anteil ver-
groBerte sich mit Fortschreiten der Selektion in die dritte Runde, wéhrend gleich-
zeitig der Anteil an Heteroduplexen mit Schmelzpunkt von 67 °C zuriickgegangen
ist und neue Heteroduplexe mit Schmelzpunkten um 75°C auftraten. In Selekti-
onsrunde 7 sind die Heteroduplexe mit Schmelzpunkt bei 67 °C fast vollstdndig
verschwunden, ein Teil der Amplifikate sind Heteroduplexe mit einem Schmelz-
punkt von 73 °C wahrend der Hauptteil der Amplifikate als einen Schmelzpunkt
zwischen 82 °C und 84 °C aufweist, was auf reine Homoduplexe hinweist. In der
letzten Selektionsrunde (Runde 9) besteht das PCR-Produkt nahezu vollstandig
aus Homoduplexen mit einer Schmelztemperatur von 84 °C, lediglich ein kleiner
Anteil an Heteroduplexen mit einen Schmelzpunkt von 73 °C verbleibt. Anhand
der entwickelten Diversitdtsstandards fiir die Real Time PCR konnen die Diversita-
ten der PCR-Produkte in der SELEX geschéatzt werden (siehe: Diversitdtsstandards
fiir die Real Time PCR auf S. 45). So reduzierte sich die Diversitdat des PCR-Produkts
von > 14 N in der ersten Selektionsrunde auf > 10 N fiir das PCR-Produkt der drit-
ten Runde, auf < 10 N in der siebten und < 8 N in der neunten Selektionsrunde.
Diese Abnahme der Diversitét ist auch in der direkten Analyse der PCR-Produkte

auf einem Polyacrylamid-Gel ersichtlich (vgl. Abb. 3.1.26).
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1. 2 M 3 4 5 7 8 9
s 3

- e —500 bp
¥ —100 bp

Abb. 3.1.26: PAGE der PCR-Produkte aus dem His-Tag SELEX (PCR-Produkt aus Run-
de 6 bereits aufgebraucht); Marker (M; 100 bp DNA Marker); Silberfar-
bung

Ahnlich zu Unterschieden in den Schmelzkurven gibt es Unterschiede zwischen He-
teroduplexen und Homoduplexen auch in der elektrophoretischen Mobilitét (sie-
he: Ldnge und Hybridisierungsstatus von Aptamerkandidaten auf S. 51). Da Hete-
roduplexe ungepaarte Bereiche aufweisen, ist deren elektrophoretischen Mobilitat
gegeniiber den Homoduplexen niedriger . So spiegelt die gesunkene scheinba-
re Amplifikatlange eine reduzierte Bildung von Heteroduplexen und damit eine
verminderte Komplexitit der Probe wieder.

Die Amplifikate der Selektionsrunden 1 und 2 erscheinen etwa 450 bp grof3. In
Runde 3 finden sich daneben noch Amplifikate mit einer scheinbaren GréRe von
300 bp. In Runde 4 finden sich lediglich Amplifikate, die bei 300 bp erscheinen. Ab
Runde 5 erscheinen alle Amplifikate kleiner als 100 bp und zeigen das erwartete
Laufverhalten von Homoduplexen der Grof3e von 78 bp (siehe: Bereitstellung der
Aptamerkandidaten auf S. 37). Diese Ergebnisse bestétigen die in der Real Time
PCR beobachtete Erniedrigung der Diversitit in den angereicherten Bibliotheken
der Aptamerkandidaten.

Trotz der Abnahme der Diversitét ist die eluierte Menge an Aptamerkandidaten in

den einzelnen Selektionsschritten relativ konstant. Dies lasst sich durch die kon-
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stante Menge an angebotenem Target erklaren. Gleichzeitig limitiert zudem der
Selektionsdruck auf die Aptamerkandidaten in den Waschschritten die eluierte
Menge. Dass im Verlauf der Selektionsrunden die Diversitit in der Bibliothek der
Aptamerkandidaten abnimmt, zeigt daher eine erfolgreiche Selektion an. Diese
Daten demonstrieren eindrucksvoll den Effekt der Selektion auf die Bibliothek der
Aptamerkandidaten und bestitigen damit, dass im Modellprozess alle Einzelschrit-
te gut aufeinander abgestimmt sind. Der hier entworfene Modellprozess ist daher

auch als vollwertige de novo Selektion einsetzbar.
3.2 Selektion von Aptameren gegen das ATP7B-Protein

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der entwickelte SELEX-Prozess sowie sei-
ne Analytik funktionsféhig ist, soll nun mit der de novo Selektion eines Aptamers
gegen das Wilson-Protein (ATP7B) begonnen werden. Dieses Protein spielt eine
zentrale Rolle im Kupferstoffwechsel und besteht aus insgesamt acht Transmem-
brandoménen, einer ATP-Bindestelle (N-Domaéne), einer Phosphorylierungsdoma-
ne (P-Domane), einer Phosphatasedoméane (A-Doméne) und 6 N-terminalen Kup-

ferbindestellen (vgl. Abb. 3.2.1) ¢,

Lumen

N-Terminus

C-Terminus

Cytosol
Abb. 3.2.1: Schematischer Aufbau des Proteins ATP7B: acht Transmembrandoménen,

ATP-Bindestelle (N), Phosphorylierungsdoméne (P), Phosphatasedoméne
(A) und 6 N-terminalen Kupferbindestellen ™" (69

74



Experimente zur Selektion von Aptameren

Die Wilson-Krankheit liegt als seltene genetische Erkrankung nicht im Fokus der
Pharmaforschung. Fiir Untersuchungen der Krankheit werden daher bis heute po-
lyklonale Antikorper durch Immunisierung in Kaninchen hergestellt. Dabei unter-
liegt die Qualitidt der erhaltenen Antikorper starken Schwankungen, sodass die
histologischen Untersuchen erschwert werden. Als Ersatz fiir diese Antikorper soll
ein Aptamer entwickelt werden, das wesentlich geringere Qualitdtsschwankungen
aufweist.

Insbesondere die hydrophoben Transmembrandomaénen stellen jedoch signifikante
Hindernisse in der SELEX dar, sodass ATP7B nicht in seiner Gesamtstruktur als Ziel-
molekiil verwendet werden kann. Stattdessen wurde die Nukleotid-Bindedoméne
(N-Doméne) als Zielmolekiil fiir den SELEX-Prozess ausgewahlt. Diese stellt mit
etwa 16,9 kDa und 161 Aminosaduren nur einen kleinen Teil des gesamten Proteins
dar, der jedoch vollstindig im hydrophilen Milieu liegt. Der isoelektrische Punkt
der N-Domaéne liegt bei 5,0, der pH-Wert des Selektionspuffers mit 7,4 nahe dem
physiologischen pH-Wert im Cytosol (7,0 — 7,3). Es entsteht eine leichte elektrosta-
tische Repulsion zwischen dem Protein mit seiner negativen Nettoladung und den
Aptamerkandidaten als Polyanion. Unspezifische ladungsgetriebene Interaktionen

zwischen Aptamerkandidaten und N-Doméne werden daher nicht erwartet.

3.2.1 Herstellung und Immobilisierung der ATP7B N-Domane

Flir den SELEX-Prozess muss die N-Doméne des ATP7B auf Magnetpartikeln im-
mobilisiert werden. Da die dreidimensionale Faltung des Zielproteins moglichst
der nativen Faltung entsprechen soll, wurde hier auf eine direkte Immobilisierung
der N-Domaéne verzichtet. Stattdessen soll die N-Doméine als Fusionsprotein mit
einem Affinitdts—Tag produziert werden, sodass sie nicht an der Immobilisierungs-
reaktion teilnimmt und so ihre native Faltung einnehmen kann (vgl. Abb. 3.2.2).
Hier wurde der sogenannte IMPACT-Tag der Firma New England Biolabs (NEB)
eingesetzt, dieser vereint eine Chitinbindedoméne und ein durch Dithiothreitol
(DTT) aktivierbares Intein, eine selbstspaltende Protease. So kann das Fusionspro-

tein in der Aufreinigung aus dem Zelllysat durch die Bindung an Chitin von an-
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deren Zellbestandteilen getrennt werden. In fortgeschrittenen Selektionsstadien
kann zusétzlich das aktivierbare Intein genutzt werden, um die N-Doméne abzu-
spalten und selektiv die daran gebundenen Aptamerkandidaten zu eluieren. Die
erwarteten molekularen Grof3en liegen dabei fiir das Fusionsprotein bei 72,3 kDa,
fiir die Intein/Chitin-Domaéne bei 55,0 kDa und fiir die N-Doméne des ATP7B bei
16,9 kDa.

@ Bind Wasch @ Induzierte Spalt @
@ inden + Wasc en> \ n uzu—:(DeTT;)a ung>

QD) QD @®

Aktivierbare Inteindoméane @ Chitinbindedoméne ® N-Doméne (ATP7B) < Chitin-Magnetpartikel

Abb. 3.2.2: Schematische Darstellung des ATP7B-Fusionsproteins und dessen Immobi-
lisierung auf Chitin-Magnetpartikeln; die N-Doméne des ATP7Bs ist mit
der Chitinbindedoméne und dem aktivierbaren Intein verkniipft

Grundgeriist des Plasmids zur Produktion des Fusionsproteins ist das kommerziell
erhéltliche Plasmid pTYB12. Das Plasmid mit Sequenz der N-Doméne wurde von

Amelie Stalke bereitgestellt (vgl. Abb. 3.2.3)3.

3 Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Nils von Neuhoff (ehemals Medizinische Hochschule Hannover (MHH),
inzwischen Universitit Duisburg-Essen / am Universitatsklinikum Essen)
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(7001) XhoI AmpR promoter

(6510) Ndel

pTYB12_ATP7B_II
7868 bp

Abb. 3.2.3: Schematischer Aufbau des ATP7B-Plasmids

Das Plasmid verfiigt iiber den Selektionsmarker einer Ampicillinresistenz. Fiir ei-
ne induzierbare Produktion steht das Fusionsprotein unter der Kontrolle eines
Lac—Promotors. Als Produzent wurde E. coli BL21(DE3) ausgewadhlt, ein Standard-
stamm fiir die Proteinproduktion. Die Bakterien wurden per Hitzeschock transfor-
miert und anschlief3end vereinzelt.

Vor der Proteinproduktion wurde bei 37°C eine grollere Biomasse in lysogeny
Broth-Medium (LB) angezogen (ODg,, = 1,3). Die Proteinproduktion selbst soll
langsamer erfolgen und wurde daher bei nur 24 °C unter Verwendung von IPTG
tiber Nacht durchgefiihrt (c = 0,5mM), das Fusionsprotein verbleibt dabei intra-
zelluldr. Nach Abschluss der Proteinproduktion wurden die Zellen durch Zentrifu-
gation geerntet und das Pellet gewaschen.

Fiir den Zellaufschluss wurden die Zellen in Lysispuffer resuspendiert. Der Zellauf-

schluss erfolgte mit Ultraschall fiir insgesamt 5 min wobei je nach 30 Sekunden
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jeweils fiir 30 Sekunden unterbrochen wurde, um die eingetragene Warme auf Eis
abzufiihren. Verbleibende Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation aus dem
Lysat entfernt. Die Proteinproduktion wurde in einer SDS-PAGE untersucht (vgl.

Abb. 3.2.4).

™~

Ind” Ind® M

4? Fusionsprotein

o — 60
— 40
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Abb. 3.2.4: Proben der ATP7B—Produktion vor und nach der Induktion mit IPTG
(Ind /Ind*); Marker (M) [PageRuler Unstained Protein Ladder (10 bis
200 kDa) ]; SDS-PAGE mit Silberfarbung

T

Im Vergleich der Proben zeigt eine zusétzliche Bande mit > 70kDa in der Probe
nach Induktion. Da die erwartete GroRe des Fusionsproteins bei 72,3 kDa liegt,
kann angenommen werden, dass es sich hierbei um das gewiinschte Fusionsprote-
in handelt.

Zur Immobilisierung des Fusionsproteins wurde das Lysat gemeinsam mit den
Chitin—-Magnetpartikeln fiir eine Stunde inkubiert. Danach wurden die Magnet-
partikel dreimal gewaschen um andere Proteine von den Magnetpartikeln zu ent-
fernen. Zur Bestimmung der Reinheit der immobilisierten Proteine wurden die
Magnetpartikel in SDS—Probenpuffer aufgekocht. Dabei werden die anhaftenden
Proteine entfaltet und gehen in den Probenpuffer iiber. Die erhaltenen Proben
wurden anschliel$end auf einem SDS-Gel mit Coomassie-Farbung untersucht (vgl.
Abb. 3.2.5). Zusétzlich wurde auch die gezielte Abspaltung der N-Doméne mit
50mM DTT getestet.
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Lyss M Lys' Mp Mp" N
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[ B S (ATP7B)

Abb. 3.2.5: ATP7B-Immobilisierung auf Chitinmagnetpartikeln: Lysat vor und nach
der Inkubation mit Magnetpartikeln (Lys /Lys™); immobilisierte Proteine
auf den Magnetpartikeln vor und nach der induzierten Abspaltung der
N-Doméne (Mp /Mp™); eluierte N-Doméne des ATP7B (N); Marker (M)
[PageRuler Unstained Protein Ladder (10 bis 200 kDa) ]; SDS-PAGE mit
Coomassie-Farbung

Durch Vergleich des Lysats vor und nach der Inkubation wird deutlich, dass der
Hauptteil des etwa 70 kDa groBen Fusionsproteins an die Magnetpartikel gebun-
den hat. Die Bindung an die Magnetpartikel kann auch direkt nachgewiesen wer-
den (Mp?). Die Probe der Magnetpartikel nach induzierter Abspaltung der N-
Doméne enthélt neben dem vollstindigen Fusionsprotein zusatzlich ein kleineres
Fragment mit etwa 50 kDa, bei dem es sich um die auf den Magnetpartikeln ver-
bleibende Chitin/Intein-Doméne handelt. Die Abspaltung der N-Domaéne ist je-
doch unvollstdndig, fiir einen Einsatz in der SELEX miisste die Abspaltung daher
zundchst optimiert werden. Da dies jedoch optional ist, steht die Optimierung
nicht im Fokus. In der Elutionsfraktion (N) findet sich dagegen nur ein Fragment
der Grofde < 20kDa, die erwartete Grof3e der N-Doméne liegt dabei bei 16,9 kDa.
Die densitometrisch geschétzte Reinheit liegt hier bei 99,2 %.

Zur Bestdtigung der Identitit der N-Doméane wurde diese Bande aus dem Gel

ausgeschnitten und das Protein einer Tandem-Massenspektrometrie unterzogen
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(Durchfithrung: Amelie Stalke®. Nach der Spaltung der Disulfidbriicken mit Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TCEP) und dem Blocken der Thiolgruppen mit Iodaceta-
mid wurde das Fragment mit Trypsin verdaut. Die erhaltenen Peptide wurden iiber
eine C18 ZipTip aufgereinigt und konzentriert und anschlielend einer MS/MS
Analyse unterzogen (Maldi TOF/TOF). Dabei konnten beinahe alle erwarteten
Peptide erfasst und fiir drei Peptide entsprechende Ionenserien gezeigt werden.
Die MS-Analyse bestatigt also die Identitdt der N-Doméne. Gleichzeitig weisen
die immobilisierten Proteine eine gute Reinheit auf und kénnen daher im SELEX-

Prozess eingesetzt werden.

3.2.2 Uberlegungen zur Komposition des Selektionspuffers

Bei mehrwochiger Lagerung fallen aus dem bisher verwendeten Selektionspuffer
Calcium- und Magnesiumphosphate aus. Der Puffer ist dann unbrauchbar, da die
gewtlinschten Bedingungen nicht mehr gegeben sind. Aus diesem Grund wird das
Phosphat-Ion als Puffersubstanz durch Tris ersetzt, das oft in Puffern fiir Biomo-
lekiile eingesetzt wird, sodass keine unloslichen Phosphate mehr gebildet werden
kénnen. Zusitzlich wurden weitere Anderungen am Selektionspuffer vorgenom-
men (vgl. Tab. 3.2.1). So kann auf den Einsatz von BSA als unspezifischer Kompe-
titor elektrostatischer Interaktionen zwischen Proteinen und Aptamerkandidaten
verzichtet werden, da es aufgrund der gleichen negativen Nettoladung zur elek-
trostatischen Repulsion kommt. Ebenfalls kann auf den Einsatz des poly(dI-dC)
Co—Polymers verzichtet werden. Dies ist ein grol3er Vorteil, da das DNA-&hnliche

Polymer in hoheren Konzentrationen die nachfolgende PCR storen kann.

3 Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Nils von Neuhoff (ehemals Medizinische Hochschule Hannover (MHH)),
inzwischen Universitdt Duisburg-Essen / am Universitédtsklinikum Essen)
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Tab. 3.2.1: Bestandteile und Funktion des verbesserten Selektionspuffers

Komponente Konzentration Funktion

Tris-Base 25mM Puffersubstanz

CaCl, 2mM Stabilisierung der Sekundarstruktur

MgCl, 2mM Stabilisierung der Sekundéarstruktur

KCl 2mM Stabilisierung von G-Quadruplexen

NaCl 150mM Minderung elektrostatischer Interaktionen
Tween20 0,05% (v/v) Minderung hydrophober Interaktionen

pH 7,4

3.2.3 Anwendung der minimalen SELEX und deren Begrenzung

Der Start der Selektion von Aptameren gegen die N-Domaéne erfolgt mit 1000 pmol
Aptamerkandidaten gegen 100 pmol immobilisierte N-Domaéne. Dabei ist die Ein-
gangsmenge in der ersten Selektionsrunde der Selektion grofer als in spateren
Selektionsrunden, da hier jeder individuelle Aptamerkandidat nur eine sehr gerin-
ge Wahrscheinlichkeit fiir eine gewisse Affinitdat zum Ziel aufweist. Fiir die nach-
folgenden Selektionsschritte werden jedoch eine Vielzahl unterschiedlicher Apta-
merkandidaten benoétigt, die untereinander um die vorhandenen Bindestellen in
Konkurrenz treten. Daher sollte die Menge an Aptamerkandidaten zu Beginn der
SELEX moglichst grof3 sein.

Nach dem ersten Selektionsschritt werden die Aptamerkandidaten in zwei aufein-
anderfolgenden PCRs amplifiziert, um die benétigte Menge fiir die néchste Selekti-
onsrunde zu erzeugen. In den ndchsten Runden kommen dann 500 pmol Aptamer-
kandidaten auf 50 pmol ATP7B. Das entspricht einem konstanten Selektionsdruck
von etwa 10 zu 1. In der dritten Selektionsrunde entstehen wéhrend der Amplifi-

kation der Aptamerkandidaten Nebenprodukte grofderer Lange (vgl. Abb. 3.2.6).
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M PCR-1 K1 PCR-2 K2

500 bp—

100 bp —

Abb. 3.2.6: Bildung von Nebenprodukten wiahrend der zweiten PCR in der dritten
Selektionsrunde gegen das ATP7B-Fusionsprotein; Positivkontrollen der
Amplifikation (K1 fiir 1. PCR / K2 fiir 2. PCR); Marker (M; 100 bp DNA
Marker); Agarose-Gel mit Roti Safe Gelstain

Die Eingangsmenge an Aptamerkandidaten in der ersten PCR ist durch den starken
Selektionsdruck und die geringe Startmenge in der Selektion sehr niedrig. Erwar-
tungsgemals ist auf dem Agarose—Gel nach der ersten PCR—Reaktion (PCR-1) kein
PCR-Produkt nachweisbar. Erst in der darauffolgenden, zweiten PCR (PCR-2) ist
dann ein PCR-Produkt detektierbar. Hier liegt die Linge der erzeugten Doppel-
strdnge in einem Bereich von etwa 100 bp bis iiber 1.000 bp. Die erwartete Lange
des PCR-Produkts liegt hingegen bei etwa 80bp, dies entspricht der Liange der
Produkte aus den Kontrollreaktionen mit einer einzelnen Sequenz (K1 und K2).
Die Produkte der Kontrollreaktionen wiesen keine Unregelmél3igkeiten auf, sodass
Fehler beim Ansetzen der Reaktionen oder falsche Reaktionsbedingungen ausge-
schlossen werden konnen.

Nebenprodukte dhnlicher Form wurden bereits bei der Verwendung einfacher Tag—
DNA-Polymerasen beobachtet, konnten bisher aber durch den Einsatz der Plati-
num PFX DNA-Polymerase vermieden werden (siehe: Amplifikation der Aptamer-
kandidaten auf S. 58). Offenbar werden wéahrend der Selektion nun Aptamerkan-
didaten bevorzugt, die stark zur Bildung von Nebenprodukten neigen. Die Ne-
benprodukte entstehen dabei durch unerwiinschte Hybridisierung verschiedener
Aptamerkandidaten wahrend der Annealingphase der PCR (siehe: Effekte hoher

Diversitdt auf S. 21). Wahrend der Amplifikation werden beinahe alle Aptamer-
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kandidaten in Nebenprodukte umgewandelt, sodass die Selektion stark behindert
wird. Fiir eine erfolgreiche Selektion von Aptameren muss die Bildung von Neben-
produkten unterbunden werden. Nachdem die Potenziale der unterschiedlichen
Polymerasen ausgeschopft scheinen, soll nun eine alternative Amplifikationstech-

nik in den SELEX-Prozess integriert werden.

3.2.4 Optimierung durch Einsatz der EmulsionsPCR

Zentrales Problem der aktuellen Selektion von Aptameren gegen die N-Doméne
des ATP7B-Proteins ist die Entstehung von Nebenprodukten wéihrend der Amplifi-
kation in der PCR durch unerwiinschte Hybridisierung zwischen den Aptamerkan-
didaten. Die Hybridisierung von Aptamerkandidaten lasst sich auf verschiedene
Weise vermindern. Beispielsweise kann die Gesamtmenge an Aptamerkandidaten
begrenzt und so die Wahrscheinlichkeiten fiir die Hybridisierung minimiert wer-
den. Dies kann entweder durch die Limitierung der Eingangsmenge der PCR oder
durch die Limitierung der Anzahl an PCR-Zyklen erreicht werden. Eine limitierte
Anzahl von PCR-ZyKklen fiihrt jedoch zu einer geringen Gesamtmenge an Aptamer-
kandidaten. Diese erlaubt lediglich niedrige Selektionsdriicke, der SELEX-Prozess
wiirde viele Selektionsrunden benétigen und in dieser Zeit moglicherweise unter-
wandert werden oder auf andere Weise scheitern.

Die EmulsionsPCR findet seit einigen Jahren Anwendung bei der Erzeugung von
next generation sequencing Bibliotheken, die ebenfalls zu einer Hybridisierung un-
tereinander neigen. Wahrend der EmulsionsPCR wird jedes Amplikon in ein eige-
nes Tropfchen einer Emulsion eingeschlossen. So werden Interaktionen zwischen
unterschiedlichen Amplikons verhindert. Die Protokolle zur Durchfiihrung einer
EmulsionsPCR sind im wesentlichen auf die Arbeit zweier Autoren zuriickzufiih-
ren. So beschreibt Williams et al. den Einsatz einer hydrophoben Phase zur Emul-
sifikation einer PCR, die aus Mineralol sowie den Detergenzien Triton—X-100 und
Tween 80 besteht 7). Demgegeniiber schligt Diehl et al. eine organische Phase
aus dem artifiziellen, fettdhnlichen Bis(2-ethylhexyl)carbonat mit Mineral6l und

dem Emulgator ABIL WE 09 vor ®®. In den meisten Publikationen werden die
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Emulsionen durch stetiges Unterrithren der wéssrigen Phase auf einem Magne-
trithrer erzeugt. Dabei ist dieser Prozess jeweils nur fiir kleine Mengen geeignet.
In dieser Arbeit wird hingegen eine Kugelmiihle zur Herstellung der Emulsion
genutzt. Diese bietet aufgrund einer digitalen Steuerung die Moglichkeit, repro-
duzierbar verschiedene Parameter der Emulsifikation zu testen und erlaubt dank
ihrer Kapazitét fiir mehrere Reaktionsgefif3e auch ein begrenztes Mal} an Paralle-
lisierung. Die Ergebnisse dieses Abschnitts wurden vorab verdffentlicht ¢%,

Der wichtigste Parameter einer Emulsion ist zunéchst deren Stabilitat. Diese wurde
daher fiir die beiden vorgeschlagenen organischen Phasen untersucht. Dabei hatte
sich die Emulsion nach Williams nach einer PCR mit 20 Zyklen partiell entmischt.
Dahingegen blieb die Emulsion nach Diehl {iber den Verlauf der PCR intakt und
wurde daher weiter untersucht. Die Analyse des PCR-Produktes zeigt jedoch auch,
dass in der PCR kein Amplifikat erzeugt wurde. In der Literatur wird darauf hinge-
wiesen, dass die Polymerase an der Phasengrenze inaktiviert werden kann 799,
Deshalb sollte die Phasengrenze mit einem Bulk-Protein wie BSA gesattigt wer-

den. Daher wurde als nédchster Schritt die benotigte BSA-Konzentration ermittelt

(vgl. Abb. 3.2.7).

BSAOgl  BSAO05gl BSA1,0gdll

IPCR ePCR”PCR ePCR”PCR ePCRI

M K

200 bp <«—— Nebenprodukt

100 bp <4—— gewilnschtes Produkt

Abb. 3.2.7: Test verschiedener BSA Konzentrationen in der EmulsionsPCR; jeweils Ver-
gleich zwischen ,konventioneller PCR (PCR) und EmulsionsPCR (ePCR);
Vergleich mit Kontrollsequenz ohne Nebenprodukte (K); Marker (M; 100 bp
DNA Marker); Agarose—-Gel mit Roti Safe Gelstain

Fiir BSA Konzentration bis 0,5 g1 wurde in den EmulsionsPCRs kein Amplifikat
erzeugt, erst nach Erhohung der BSA Konzentration auf 1 g-1"? verlduft die Emul-

sionsPCR erfolgreich. Der Vergleich zu den nicht emulgierten Kontrollreaktionen
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zeigt deutlich, dass BSA fiir eine erfolgreiche Amplifikation in der EmulsionsPCR
benotigt wird.

Die Tropfchengrol3e ist ein weiterer wichtiger Parameter der Emulsion. Die Tropf-
chengrof3e ist ein inverses Mal? fiir die Anzahl der erzeugten Kompartimente und
hat gleichzeitig Einfluss auf die Stabilitat der Emulsion. Ist die Trépfchengrofde
zu Beginn der EmulsionsPCR zu grol3, kommt es aufgrund von Flockung der ein-
zelnen Tropfchen zur Koaleszenz und damit zum Zusammenbruch der Emulsion.
Ein Zusammenbruch der Emulsion ermoglicht in den verbleibenden PCR Zyklen
die Bildung von Nebenprodukten und ist daher zu vermeiden. Die Tropfchengro-
Be sollte so gewdhlt werden, dass jeder Aptamerkandidat einzeln in ein Tropf-
chen eingeschlossen wird. Gleichzeitig sollte die Anzahl der Kompartimente mi-
nimiert werden, da sonst die Reagenzien in den Kompartimenten im Verlauf der
PCR schnell erschopft sind wiahrend ein wachsender Anteil der Kompartimente
leer bleibt. Hier muss also ein Kompromiss zwischen der bendtigten Anzahl an
Kompartimenten und der entstehenden Ausbeute gefunden werden. Die initiale
Tropfchengrofle ist dabei im wesentlichen von der Viskositidt der einzelnen Pha-
sen sowie dem Emulsifikationsverfahren abhidngig und kann in bestimmtem Mal3e
iber die Emulsifikationsparameter gesteuert werden.

So wurden fiir die Emulsifikationszeiten von 10, 30 und 60 Sekunden der Tropf-
chendurchmesser ermittelt. Aufgrund der erwarteten hohen GréRe von einigen
Mikrometern konnte hier keines der klassischen Verfahren zur Gréenbestimmung
wie dynamic light scattering (DLS) oder nanoparticle tracking analysis (NTA) ver-
wendet werden. Stattdessen wurden Aufnahmen der Emulsionen im Phasenkon-

trastmikroskop erzeugt und nachtraglich digital analysiert (vgl. Abb. 3.2.8).
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Abb. 3.2.8: Phasenkontrastmikrographen der Emulsion bei verschiedenen Emulsifikati-
onsdauern fiir die EmulsionsPCR; Emulsifikationsdauer 10 Sekunden (A),
30 Sekunden (B) und 60 Sekunden (C); Mal3stab 20 um

Der mittlere Tropfchendurchmesser liegt nach 10 Sekunden Emulsifikation bei et-
wa 8,8 um, wihrend viele Tropfchen erheblich grofder sind und teilweise Durch-
messer von 40 um erreichen. Im Vergleich zur Emulsion mit 10 Sekunden Emulsi-
fikation ist die Emulsion mit 30 Sekunden insgesamt homogener. So sind die grof3-
ten Tropfchen nun etwa 30 um grof3, wahrend der mittlere Durchmesser 6 um ist.
Dies entspricht etwa 850 - 10® erzeugten Tropfchen bei einem Gesamtvolumen von
100 pl. Mit der Emulsifikation von 60 Sekunden wurden dagegen etwa 1,5 - 10°
Tropfchen erzeugt. Wiederum steigt die Homogenitét der Tropfchendurchmesser,
wahrend der mittlere Durchmesser nun bei etwa 5 um liegt.

Nachfolgend soll die optimale Emulsifikationsdauer fiir die Erzeugung der maxi-
malen Produktmenge bei gleichzeitiger Unterdriickung von Nebenprodukten er-
mittelt werden, dazu wurden Emulsionen mit Emulsifikationsdauern zwischen 5

und 60 Sekunden in einer PCR getestet (vgl. Abb. 3.2.9).

M PCR T5 T10 T20 T30 T40 T50 T60

200 bp &nprodukt

100 bp

—
gewlinschtes Produkt

Abb. 3.2.9: Untersuchung des Einflusses der Emulsifikationsdauer (in Sekunden) auf
die Produkt— und Nebenproduktbildung in der EmulsionsPCR; , konventio-
nelle“ PCR im Vergleich (PCR); Marker (M; 100 bp DNA Marker); Agaro-
se—Gel mit Roti Safe Gelstain
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Die Emulsionen mit niedrigen Emulsifikationszeiten (5 bis 20 Sekunden) sind wih-
rend der 20 PCR-Zyklen nicht stabil. Entsprechend hoch sind hier die Anteile an
Nebenprodukten, die wihrend der Reaktionen erzeugt werden. Stabile Emulsio-
nen werden dagegen ab Emulsifikationsdauern von 30 Sekunden erzeugt, hier
sind keine Nebenprodukte detektierbar. Entgegen dem Trend ist fiir die Reaktion
mit 30 Sekunden Emulsifikationszeit in diesem speziellen Experiment kein Pro-
dukt detektierbar. Moglicherweise ist dies wihrend der Isolation aus der organi-
schen Phase versehentlich mit abgetrennt worden. Die EmulsionsPCR mit Emulsi-
fikationsdauern von 40 Sekunden erzeugte die hochste Menge an Produkt. Bei ho-
heren Emulsifikationsdauern fallt die Menge an Produkt durch den zunehmenden
Anteil leerer Tropfchen stetig ab, wahrend in den kleineren Tropfchen die Reagen-
zien gleichzeitig schneller erschopft sind. Da die EmulsionsPCR zur Generierung
einer moglichst grofen Menge an Aptamerkandidaten eingesetzt werden soll, wur-
de die optimale Emulsifikationsdauer auf 40 Sekunden festgelegt. So wird die Bil-
dung von Nebenprodukten durch den Einsatz der EmulsionsPCR unterdriickt.

Abschlielfend wurde die Eingangskonzentration untersucht, ab der es auch in der
EmulsionsPCR zur Bildung von Nebenprodukten kommt. Dazu wurde die Ein-
gangskonzentration der Aptamerkandidaten in der wassrigen Phase der Emul-
sionsPCR zwischen 20pM und 2 uM variiert (vgl. Abb. 3.2.10). Als Vergleichs-
moglichkeit wurde eine konventionelle PCR mit den selben Reaktionsbedingun-
gen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarose—Gel analysiert
und die Anteile des Produkts und der Nebenprodukte wurden densitometrisch be-

stimmt.
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Abb. 3.2.10: Entstehung von Nebenprodukten in der EmulsionsPCR in Abhangigkeit
der Eingangskonzentration (ePCR); ,konventionelle“ PCR im Vergleich
(PCR)

In der konventionellen PCR werden bereits bei der kleinsten verwendeten Ein-
gangskonzentration von 0,02 pM Nebenprodukte gebildet. Der Anteil der Neben-
produkte steigt mit zunehmender Eingangsmenge stetig und erreicht bei einer
Startkonzentration von 200 nM 100 %. Auch in der EmulsionsPCR steigt der Anteil
der Nebenprodukte im PCR-Produkt stetig, jedoch in geringerem Maf3e. So betragt
der Anteil korrekt amplifizierter Aptamerkandidaten selbst bei der héchsten getes-
teten Startkonzentration von 2 uM nur etwa 50 %. Unter einer Startkonzentration
von 500 pM sind in der EmulsionsPCR hingegen keine Nebenprodukte nachweis-
bar. Somit liegt die hochste tolerierte Startkonzentration fiir eine EmulsionsPCR
ohne Bildung von Nebenprodukten bei etwa 200 pM. Die Einhaltung dieser Ober-
grenze ist zur Unterdriickung von Nebenprodukten im SELEX-Prozess wesentlich
und sollte entsprechend kontrolliert werden.

Zu einer vollstindigen Integration der EmulsionsPCR in den SELEX-Prozess ge-
hort auch eine entsprechend funktionale Isolation der amplifizierten Aptamerkan-
didaten aus der Emulsion. Fiir die hier verwendeten Emulsionen auf Basis von
Bis(2-ethylhexyl)carbonat wurde in der Literatur bereits ein wirkungsvolles und
einfaches Protokoll vorgestellt ®?. Anstelle des konventionellen Prinzips mehrfa-

cher Extraktionen der organischen Phase wird hier die Emulsion durch Zugabe
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von Isobutanol aufgebrochen. Nach der Zugabe von Bindepuffer konnten die Am-
plifikate dann direkt aus dem Gemisch iiber ein kommerzielles Silikamembran-Kit
aufgereinigt werden. Im SELEX-Prozess sollten die so amplifizierten Aptamerkan-
didaten abschlief3end quantifiziert und auf eventuell vorhandene Nebenprodukte
gepriift werden. So stellt die EmulsionsPCR ein wertvolles Werkzeug zur einfa-
chen, nebenproduktfreien Amplifikation von Aptamerkandidaten dar und sollte

routineméafRig im SELEX-Prozess angewendet werden.

3.2.5 Anpassung der Analytik zur Uberwachung der SELEX

Die Entstehung von Nebenprodukten in der PCR hat auch Auswirkungen auf die
Analytik, die zur Uberwachung des SELEX-Prozesses eingesetzt wird. Zentrales
Instrument zur Bestimmung der Konzentration der Aptamerkandidaten ist die
Real Time PCR. Hier wird das Erreichen eines Grenzwertes der Fluoreszenz ge-
nutzt um daraus die initiale DNA-Konzentration in der Probe in Relation zu einer
Kalibriergeraden abzuleiten. Dafiir werden Farbstoffe genutzt, die in den DNA—
Doppelstrang interkalieren und anschlielsend zur Fluoreszenz fahig sind. Dabei
ist die Fluoreszenz, die von dem jeweiligen DNA-Doppelstrang emittiert werden
kann, direkt von dessen Liange abhéngig. Die langeren DNA-Doppelstrange der
Nebenprodukte erzeugen also ein grof3eres Fluoreszenzsignal und erreichen den
Grenzwert so frither. Die gemessene Konzentration ist daher groRer als die rea-
le Konzentration in der Probe. Andererseits fithren Heteroduplexe zu niedrigeren
Signalen.

Auch einige andere Verfahren zur Konzentrationsbestimmung wie der direkte Ein-
satz von einzel- oder doppelstrangsensitiven Fluoreszenzfarbstoffen werden auf
die selbe Art gestort und iiberbewerten die Konzentration in der Probe. Der Ef-
fekt kann nicht durch die Auswahl einer anderen Kalibriersubstanz ausgeglichen
werden, da die Nebenprodukte in der PCR ein komplexes Gemisch aus verschiede-
nen Nebenprodukten darstellen, das je nach Selektions— und PCR-Bedingungen,
Schwankungen unterliegt und sich iiber den Verlauf der SELEX von Runde zu Run-

de andert.
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Alternativ zu einer nachtraglichen Derivatisierung zur Detektion konnen die Apta-
merkandidaten auch direkt markiert werden. Ahnlich zu der Biotinylierung des
antisense—Stranges bietet der Einsatz eines fluoreszenzmodifizierten sense—Primers
eine elegante Moglichkeit die Aptamerkandidaten wiahrend der Amplifikation zu
markieren (vgl. Abb. 3.2.11). Da hier jeder Aptamerkandidat ausgehend vom sen-
se—Primer aus aufgebaut wird, werden so alle Aptamerkandidaten mit der entspre-
chenden Modifikation erzeugt. Dabei ist die Fluoreszenz von der jeweiligen Lange
des Analyten unabhéngig, da lediglich die erste Position der DNA—Kette markiert

ist.

Aptamerkandidat

VA VAV A UNEEIY A UE Y AN
< \U

l EmulsionsPCR VAN,
sense-Primer antisense-Primer
L UTUTQ # (fluoreszenzmarkiert) (biotinyliert)

Abb. 3.2.11: Funktionalisierung wahrend der EmulsionsPCR: Fluoreszenzmarkierung
der Aptamerkandidaten; Biotinylierung der antisense-Stréange

Der Standard-Fluoreszenzfarbstoff Cy5 wurde zur Markierung des sense—Primers
eingesetzt, um eine einfache Detektion mit verschiedenen Geraten zu ermoglichen.
Vor dem Einsatz im SELEX-Prozess musste jedoch die Bestdndigkeit des Fluores-
zenzfarbstoffes gegen die zu erwartenden Einfliisse getestet werden. So wurde
etwa getestet ob die Temperaturzyklen der PCR die Fluoreszenz des Farbstoffes
beeinflussen oder wie sich die Fluoreszenz unter verschiedenen Pufferbedingun-
gen entwickelt. Insgesamt liegen die Anderungen in der Fluoreszenz dabei meist
im kleinen prozentualen Bereich (< 5%). Auch hydrophobe Substanzen, wie die
organische Phase der EmulsionsPCR oder hydrophobe Losemittel, beeinflussen die
Fluoreszenz nur geringfiigig. Die Fluoreszenz der Cy5 modifizierten sense—Primer
ist also unter den zu erwartenden Reaktionsbedingungen stabil.

Zusatzlich wurde getestet, ob etwaige unreagierte Primer wahrend der Aufrei-

90



Experimente zur Selektion von Aptameren

nigung von den Aptamerkandidaten abgetrennt werden konnen, da diese sonst
die Konzentrationsmessung storen wiirden. Dazu wurde jeweils eine unreagier-
te PCR-Mixtur und ein entsprechendes PCR-Produkt nach Brechen der Emulsion
mit Isobutanol {iber ein kommerzielles Silikamembran—Kit aufgereinigt. Nach Ab-
schluss der Aufreinigung sind lediglich minimale Spuren der unreagierten Primer
messbar, wihrend das PCR-Produkt eine starke Fluoreszenz aufweist. Neben der
bestatigten prinzipiellen Eignung der Fluoreszenzmarkierung spielen zusatzlich
die Instrumente zur Bestimmung der Fluoreszenz eine entscheidende Rolle. Auf-
grund der Kontaminationsgefahr sollte die Probe nach der Messung nicht mehr
in den SELEX-Prozess eingehen. So ist die Entnahme einer moglichst kleinen
Probe wiinschenswert. Dies kann durch die Verwendung eines Mikrovolumen-—
Fluoreszenzspektrometers wie dem NanoDrop 3300 gewahrleistet werden. Fiir
eine Messung werden lediglich 2 ul Probe benétigt, wéhrend ein breiter Konzentra-
tionsbereich von 200 pM bis 1 uM abgedeckt wird. Aufgrund dieser relativ hohen
unteren Konzentrationsgrenze ist die Analyse von Proben mit extrem niedriger
Aptamerkonzentration, wie dem Eluat nach Inkubation mit den Zielmolekiilen, in
der Real Time PCR alternativlos. Fiir alle anderen Proben jedoch wird, auch we-
gen der iiberlegenen Zeit— und Kosteneffizienz, die fluorimetrische Bestimmung
der Konzentration an Aptamerkandidaten angestrebt. So konnen insbesondere die
Real Time PCRs zur Bestimmung der Amplifikatmenge nach der PCR durch die
einfache Messung der Fluoreszenz ersetzt werden, sodass der SELEX-Prozess weit-

gehend ohne Real Time PCR durchgefiihrt werden kann.
3.3 Optimierter SELEX-Prozess

Nach der erfolgreichen Integration der EmulsionsPCR in den SELEX-Prozess soll
der optimierte SELEX-Prozess eingesetzt werden um Aptamere gegen die immo-
bilisierte N-Doméne des ATP7B zu selektieren. Analog zu den bisherigen Selek-
tionen werden in der ersten Selektionsrunde 1000 pmol Aptamerkandidaten und

100 pmol immobilisierte N-Doméne auf Chitin-Magnetpartikeln eingesetzt. Nach
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der Konditionierung der Bindungspartner im SELEX-Puffer erfolgt die Inkubation
der Aptamerkandidaten mit den immobilisierten Zielmolekiilen fiir 30 Minuten. In
drei Waschschritten werden ungebundene Aptamerkandidaten aus der SELEX ent-
fernt. Die Komplexe der verbliebenen Aptamerkandidaten mit ihren Zielmolekiilen
werden durch Erhitzen auf 95 °C aufgebrochen, die freiwerdenden Aptamerkandi-
daten mit dem Uberstand iiber den Magnetpartikeln entnommen und anschlie-
Bend in der EmulsionsPCR amplifiziert. Dabei wird durch den Einsatz des Cy5-
markierten sense-Primers jeder Aptamerkandidat als entsprechend markiertes De-
rivat amplifiziert, wahrend die antisense-Strange von einem biotinylierten Primer
aus aufgebaut werden. Nach der ersten EmulsionsPCR werden die Aptamerkan-
didaten mit ihrem antisense-Strang aus der Emulsion isoliert, die Konzentration
durch Messung der Fluoreszenz bestimmt und das PCR-Produkt mittels Gelelektro-
phorese auf Nebenprodukte gepriift. Danach gehen die zuvor amplifizierten Apta-
merkandidaten in eine weitere EmulsionsPCR ein, in der die Startmenge fiir die
nidchste Selektionsrunde generiert wird. Wiederum werden die doppelstrangigen
Aptamerkandidaten isoliert und analysiert. Anschliel3end erfolgt die Abtrennung
der biotinylierten antisense-Strdnge von den Aptamerkandidaten nach Bindung
an Streptavidin-Magnetpartikel durch Einsatz von 100 mM Natronlauge. Abschlie-
Rend wird der Uberstand, in dem sich nun die freien Aptamerkandidaten befinden,
neutralisiert und die Aptamerkandidaten stehen nach einer Rekonditionierung fiir

die nichste Selektionsrunde bereit.

Uberpriifung der Anwendbarkeit der optimierten SELEX

Nach diesem Schema wurde eine neue Selektion gegen die N-Doméne des ATP7B
begonnen. Dabei wurde beschlossen, die Selektion neu zu starten, damit keine
eventuellen Nebenprodukte aus der vorherigen Selektion in diese Selektion ein-
gehen wiirden. Wegen der begrenzten Zeit wurden lediglich 5 Selektionsrunden
durchgefiihrt. Wahrend der Durchfiihrung wurde festgestellt, dass die Optimierun-
gen die SELEX wesentlich beschleunigen (vgl. Tab. 3.3.1).
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Tab. 3.3.1: Zeitersparnis in einer Selektionsrunde in der optimierten SELEX gegeniiber
der konventionellen SELEX

Konventionelle SELEX Optimierte SELEX

Vorbereitung 15 min Vorbereitung 15 min
Selektion 1h Selektion 1lh

1. PCR 1:45 h 1. ePCR + Aufreinigung  1:55h
2. PCR 3h 2. ePCR + Aufreinigung  1:55h
Agarose GE 1h Agarose GE 1h
Strangtrennung 20 min Strangtrennung 20 min
Real TimePCR 6h Fluoreszenzmessungen 10 min
Summe 13:20 h Summe 6:35h

Real Time PCR [optional] 3 h

Die Vorbereitungen zur Selektion und der Selektionsschritt wurden nicht veran-
dert. Die Inkubationszeiten in der EmulsionsPCR konnten im Vergleich zur ,regu-
laren“ PCR jedoch stark verkiirzt werden, da hier das Annealing der Primer nicht
mehr mit der Fehlhybridisierung an andere Aptamerkandidaten im Wettbewerb
steht. So kann im Vergleich zur zweiten reguldren PCR durch die EmulsionsPCR
etwa 1h eingespart werden. Eine weitere Zeitersparnis stellt der Einsatz der Fluo-
reszenzmessung zur Konzentrationsbestimmung der Aptamerkandidaten dar. Die-
se Messungen benotigen mit der Kalibration des Fluorometers jeweils nur wenige
Minuten. Zusétzlich konnen teilweise auch die Reagenzien eingespart werden, da
die Real Time PCR nun nicht mehr routineméf3ig eingesetzt werden muss.

Neben der Zeitersparnis konnte innerhalb dieser fiinf Selektionsrunden insbeson-
dere die Entstehung von Nebenprodukten wiahrend der Amplifikation durch den
Einsatz der EmulsionsPCRs erfolgreich unterdriickt werden, obwohl diese in der
Selektion ohne EmulsionsPCR bereits in der dritten Selektionsrunde auftraten. Die
bestétigt die erfolgreiche Optimierung der EmulsionsPCR und deren Integration in
die SELEX. Damit konnten einige kritische Fehlerquellen der SELEX eliminiert und
so die Erfolgschance fiir die Selektion von Aptameren insgesamt gesteigert wer-

den.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit sollte die Selektion von Aptameren optimiert werden. Zentral fiir
diese Optimierung ist die Integration einer begleitenden Analytik, die eine direkte
Kontrolle und proaktive Fiihrung der SELEX erlaubt.

Als wichtigstes Werkzeug wurde hier die Real Time PCR adaptiert, mit der die
Konzentration an Aptamerkandidaten in einer Probe ermittelt werden kann. Fiir
die Anwendung der Real Time PCR mussten zunichst deren Parameter optimiert
werden. So wurden sowohl die Annealingtemperatur als auch die Primerkonzen-
tration angepasst und entsprechende Referenzsubstanzen fiir die Real Time PCR
ausgewahlt. Durch Einfligen von randomisierten Positionen innerhalb der Refe-
renzsubstanzen wurden zudem Diversitédtsstandards geschaffen. Im Vergleich mit
diesen Standards kann so das Mal} an Diversitdt innerhalb der Probe bestimmt
werden. Aufgrund des stetiges Ausschlusses nieder—affiner Aptamerkandidaten, ist
die Abnahme der Diversitiat ein Mal fiir den Fortschritt der Selektion. Im spate-
ren Verlauf wurde zudem ein Selektionsschritt mit einem bereits bekanntem Apta-
mer (6H7) in einer Konkurrenzsituation mit anderen Aptamerkandidaten simu-
liert. Durch den Einsatz einer spezifischen Sonde konnte hier ein Assay entwickelt
werden, mit dem die Konzentration des 6H7-Aptamers in einer komplexen Probe
aus Aptamerkandidaten direkt mit der Real Time PCR ermittelt werden kann.

Fiir die Untersuchung, ob die gewahlte Analytik fiir die SELEX geeignet ist, wurde
eine ,,minimale“ SELEX aufgestellt. Dabei wurden lediglich die absolut notwendi-
gen Schritte integriert. Als Zielmolekiil dieser Modell-Selektion wurde der His—
Tag ausgewdhlt, der in der Bioprozesstechnik breite Anwendung findet. Fiir die-
sen Prozess wurden die His-Tag-Proteine auf Magnetpartikeln immobilisiert, dies
ermoOglicht scharf definierte Inkubationszeiten und die einfache Entnahme einer
gewiinschten Menge an immobilisierten Zielmolekiilen. Zu niedrige oder zu ho-
he Immobilisierungsdichten konnen die SELEX nachteilig beeinflussen und sollten

deshalb vermieden werden. Fiir den Modell-Prozess wurde daher die maximale
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Immobilisierungsdichte der Magnetpartikel bestimmt und anschlieend eine mitt-
lere Immobilisierungsdichte eingesetzt (6,0 ug Protein pro mg Magnetpartikel).
Mit diesen immobilisierten His-Tag—Proteinen wurde anschliel3end die Effektivitét
des Selektionsschrittes untersucht. Dazu wurde das Aptamer 6H7 eingesetzt, wel-
ches gegen den His-Tag gerichtet ist. In diesem Selektionsschritt konnte gezeigt
werden, dass das 6H7-Aptamer an sein Zielmolekiil gebunden hat und nach den
Waschschritten eluiert wurde. Dabei wurde das 6H7-Aptamer selektiv aus einem
1:1 Gemisch mit nicht-affinen Sequenzen isoliert. Zusatzlich wurde ein Selekti-
onsschritt in einem automatisierten Magnetpartikelprozessor durchgefiihrt, des-
sen Ergebnisse dquivalent zur manuellen Selektion sind. Die Funktionalitdt des
Selektionsschrittes und dessen Automatisierung konnten also erfolgreich demons-
triert werden. Zusétzlich konnte die Eignung der Real Time PCR zur Uberwachung
der Selektion bestétigt werden.

Wiéhrend der Erprobung der Amplifikation von Aptamerkandidaten traten uner-
wartete Nebenprodukte auf. So wurden bei Verwendung einer Standard—-Taq—Poly-
merase Nebenprodukte der Grofde von etwa 120 nt nachgewiesen, obwohl die
Aptamerkandidaten lediglich 78 nt grof3 sind. Das Auftreten der Nebenprodukte
stellt ein signifikantes Hindernis fiir eine erfolgreiche Selektion dar, da beinahe
50 % der Aptamerkandidaten in Nebenprodukte umgewandelt wurden. Durch Aus-
wahl der Platinum PFX Polymerase konnte die Entstehung solcher Nebenprodukte
verhindert werden.

Fiir eine Selektion miissen die Aptamerkandidaten einzelstrangig vorliegen. Zu
deren Produktion wurde ihre direkte Amplifikation in einer asymmetrischen PCR
etabliert. Die Integration der asymmetrischen PCR in die SELEX wurde jedoch
wegen der aufwendigen Nachbearbeitung des PCR-Produkts verworfen. Stattdes-
sen wurde die Isolation einzelstréangiger Aptamerkandidaten aus regularen PCR-
Produkten realisiert. Dazu werden die Aptamerkandidaten mit einem biotinylier-
ten antisense Primer amplifiziert, sodass die Komplexe der komplementiren Stran-

ge nach der PCR an immobilisiertes Streptavidin binden kénnen. Aus den immobi-
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lisierten Komplexen kénnen dann die Aptamerkandidaten selektiv freigesetzt wer-
den, wihrend die antisense Strdnge weiter immobilisiert bleiben. Dabei wurde
festgestellt, dass die Stabilitédt der Streptavidin Bindung/Immobilisierung kritisch
ist und zwischen den kommerziellen Anbietern schwankt. Fiir die letztendlich im
Prozess eingesetzten Magnetpartikel konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
die erzeugten einzelstrdngigen Aptamerkandidaten frei von Verunreinigung durch
Streptavidin oder komplementére Strange sind.

Nach Abschluss der Optimierung der Einzelschritte wurde die minimale SELEX
eingesetzt, um eine de novo Selektion gegen den His-Tag durchzufiihren. Dabei
wurde iiber die insgesamt neun Selektionsrunden eine deutliche Verminderung in
der Diversitdt der angereicherten Teil-Bibliothek an Aptamerkandidaten nachge-
wiesen. Dies ist der indirekte Nachweis fiir eine erfolgte Selektion.

Im Anschluss an die erfolgreiche Aufstellung und Erprobung der minimalen SELEX
wurde diese zur Selektion von Aptameren gegen das Wilson—Protein (ATP7B) ein-
gesetzt. Die Selektion scheiterte jedoch in der dritten Runde durch das wiederholte
Auftreten von Nebenprodukten wahrend der Amplifikation der Aptamerkandidat-
en. Dabei wurden hier alle Aptamerkandidaten in Nebenprodukte umgesetzt. Ur-
sache fiir die Bildung dieser Nebenprodukte ist die partielle Hybridisierung zweier
Aptamerkandidaten in der Annealingphase der PCR, die durch die hohe Diversitat
in der Probe ermoglicht wird. Diese Hybridisierung kann durch Kompartimentie-
rung des Reaktionsraums in der PCR verhindert werden. Dazu wurde die Emul-
sionsPCR eingesetzt, deren Parameter vor der Integration in die SELEX optimiert
wurden. So wurden die Art der organischen Phase, die Zusammensetzung der
wassrigen PCR-Phase und die Emulsifikationsdauer optimiert. Auch die maxima-
le Eingangskonzentration von Aptamerkandidaten wurde bestimmt, unter der es
nicht zur Bildung von Nebenprodukten kommt. Zusatzlich wurde aus der Literatur
ein vereinfachtes Protokoll zur Isolierung der Amplifikate aus der Emulsion adap-
tiert, sodass die EmulsionsPCR vollstdndig in die SELEX integriert werden konnte.

In einer erneuten Selektion gegen das Wilson—Protein konnte gezeigt werden, dass
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der Einsatz der EmulsionsPCR die Entstehung von Nebenprodukten erfolgreich un-
terdriickt. Dies ist fiir die Erfolgsaussicht der SELEX elementar, da die Selektion
andernfalls signifikant behindert werden wiirde. Zusétzlich wurde eine fluoreszen-
te Markierung der Aptamerkandidaten eingefiihrt, welche die Quantifizierung der
Aptamerkandidaten wesentlich vereinfacht. So konnte die SELEX ohne die steti-
ge Uberwachung durch die Real Time PCR gefiihrt werden. Der Zeitbedarf sank
daher von 13:20 Stunden auf nur etwa 6:45 Stunden pro Selektionsrunde, dies
entspricht einer Einsparung von etwa 50 %.

Ziel der Arbeit war die Optimierung der Aptamerselektion. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde eine minimale SELEX entworfen und optimiert. Ein wiederkehrendes
Problem der minimalen SELEX ist die Entstehung von Nebenprodukten wahrend
der Amplifikation der Aptamerkandidaten. Erst durch Integration der Emulsions-
PCR konnte die Bildung von Nebenprodukten nachhaltig unterdriickt werden. Die
zweite zentrale Verbesserung der minimalen SELEX ist die Einfithrung einer Ana-
lytik zur stetigen Uberwachung der SELEX. Die Analytik ermoglicht neben der
Uberpriifung der grundlegenden Prozessschritte auch Einblicke in den angelegten
Selektionsdruck und den Fortschritt der Selektion. Die engmaschige Uberwachung
erlaubt aber auch die proaktive Fithrung der SELEX, so steigen auch die Erfolgs-

aussichten der Selektion.

Ausblick

Auf die optimierte SELEX aufbauend kann nun die eigentliche Selektion von Apta-
meren erfolgen. Neben den gezeigten positiv Selektionsschritten gegen Zielmole-
kiile sollten diese Selektionen auch Gegenselektionsschritte enthalten, beispiels-
weise gegen die Hintergrundmatrix der Magnetpartikel oder Molekiile, die dem
Zielmolekiil dhnliche sind. Diese Counterselektionen sind dabei Variationen des
hier beschriebenen positiv Selektionsschrittes und daher ohne gréeren Aufwand
durchfiihrbar.

Zusétzlich konnen die angereicherten Teil-Bibliotheken aus verschiedenen Selekti-

onsrunden in next generation sequencing Verfahren untersucht werden (NGS). Die
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massiv parallele Sequenzierung der Aptamerkandidaten gibt eine vollstdndigere
Ubersicht iiber die vorhandenen Aptamerkandidaten und erlaubt es auch die Hiu-
figkeit verschiedener Sequenzmotive zu erfassen. Im Vergleich zur Real Time PCR
ist NGS zeit— und kostenintensiver, ermoglicht jedoch auch eine genauere Analyse
der Diversitat und direkte quantitative Einblicke in den Selektionsprozess und das

Verhalten individueller Sequenzmotive.
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Abkurzungsverzeichnis

BSTE
cDNA
CE

Cq
DNA
dsDNA
FPLC
GC
HPLC
[EX
IMAC
LC

LIC
MS
NGS
NTC
PCR
PFEI
pNBE
RFU
RNA
SDS-PAGE
SELEX
SQ
ssDNA
SubE

Bacillus stearothermophilus Esterase
komplementiare DNA
Kapillarelektrophorese

quantification cycle
Desoxyribonukleinsaure

doppelstrangige DNA

Fast protein liquid chromatography
Gaschromatographie
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Ionenaustauschchromatographie
Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography
Fliissigchromatographie

Ligase independent cloning
Massenspektrometrie

Next Generation Sequencing

No Template Control
Polymerase-Kettenreaktion

Pseudomonas fluorescens Esterase I
Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase
relative Fluoreszenzintensitat
Ribonukleinsdure
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment
Ausgangsmenge

einzelstrangige DNA

Bacillus subtilis Esterase
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Anhang

A Zusatzliche Informationen

A.1 Entstehung von Nebenprodukten bei Verwendung verschie-
dener Polymerasen

Die Entstehung von Nebenprodukten in der PCR ist fiir die SELEX ein signifikantes
Hindernis. Daher wurde die Nebenproduktbildung in der PCR bei insgesamt sechs

unterschiedlichen DNA-Polymerasen untersucht (vgl. Abb. A. 1).
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Abb. A. 1: Nebenproduktbildung wéahrend der Amplifikation von Aptamerkandidaten
bei Verwendung verschiedener DNA-Polymerasen. Ex Taq DNA Polymerase
von TaKaRa (A), GoTaq DNA Polymerase von Promega (B), HotStarTaq Plus
DNA Polymerase von Qiagen (C), Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
von NEB (D), Platinum Pfx DNA Polymerase von Thermo Scientific (E), Q5
High-Fidelity DNA Polymerase von NEB (F)

Die Nebenproduktbildung bei Verwendung der GoTaq Polymerase, der HotStarTaq

Plus Polymerase und der Platinum Pfx Polymerase wurden bereits im experimen-
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tellen Teil beschrieben (siehe: Amplifikation der Aptamerkandidaten auf S. 58). So
fiihrt der Einsatz der GoTaq DNA Polymerase und der HotStarTaq Plus Polymerase
neben der Bildung des erwiinschten Hauptprodukts von etwas iiber 80 bp zusitz-
lich zur Bildung von Nebenprodukten der Linge von etwa 120bp und 160 bp.
Dabei betrdgt der Anteil der Nebenprodukte fiir die HotStarTaq Plus Polymera-
se jeweils 33 %, wahrend die GoTaq DNA Polymerase einen kleineren Anteil an
Nebenprodukt der Grofse von 120 bp erzeugt. Die Phusion High—Fidelity DNA Po-
lymerase und die Ex Taqg DNA Polymerase erzeugen nur geringe Anteile an Ne-
benprodukten der Grofle 120 bp, dafiir entstehen wiahrend der Reaktion jedoch
groBe Anteile an Nebenprodukten der Grofde 160 bp, wahrend lediglich ein klei-
ner Anteil am gewiinschten Produkt erzeugt wird. Kaum messbare Nebenprodukte
entstehen jedoch bei Verwendung der Q5 High-Fidelity DNA Polymerase, hier ist
lediglich ein kleiner Anteil an Nebenprodukt der Grof3e 120 bp nachweisbar. Die
Platinum Pfx DNA Polymerase erzeugt dagegen keine messbaren Nebenprodukte

und wurde daher fiir den Einsatz in der SELEX ausgewahlt.

A.2 Zusatzliche Informationen zum ATP7B-Protein

Dieses Protein ist hauptsichlich in der Membran des trans—Golgi—-Apparates von
Leberzellen des Menschen und vielen Tieren lokalisiert und spielt eine zentra-
le Rolle im Kupferstoffwechsel ©?. ATP7B ist mit 1.465 Aminosduren und etwa
165 kDa ein recht grof3es Protein. Es besteht aus insgesamt acht Transmembran-
doménen, einer ATP-Bindestelle (N-Doméne), einer Phosphorylierungsdoméne
(P-Doméne), einer Phosphatasedoméane (A-Doméne) und 6 N-terminalen Kupfer-
bindestellen (vgl. Abb. A.2) . Die Transmembrandoménen bilden zusammen
einen Kanal durch die Membran ©®>. Nach der Anlagerung von ATP in die N—
Domaine erfolgt die Bindung des Kupfers in einer der Kupferbindestellen. Eine
Auto-Phosphorylierung fithrt durch Konformationsdnderung zum Transport des
Kupfers auf die andere Membranseite, wo das Kupfer anschlie@end abgegeben

wird. Die Dephosphorylierung hat die Riickfaltung in den Anfangszustand zur Fol-
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ge, sodass weitere Kupferionen durch die Membran transportiert werden konnen.
Neben der kanonischen Form gibt es insgesamt 5 Isoformen die durch alternatives

SpleiRen und ribosomale Frameshifts entstehen ©9,

Lumen

N-Terminus

C-Terminus

Cytosol

Abb. A. 2: Schematischer Aufbau des Proteins ATP7B: acht Transmembrandoménen,
ATP-Bindestelle (N), Phosphorylierungsdoméne (P), Phosphatasedoméne
(A) und 6 N-terminale Kupferbindestellen "ach (66

Eine Funktion von ATP7B ist die Weitergabe von Kupfer an das Blutplasmaprotein
Caeruloplasmin, das die Kupferionen im Korper verteilt. Steigt die Kupferkonzen-
tration in den Hepatozyten, verschiebt sich die Lokalisation des ATP7Bs in die
cytoplasmatischen Vesikel ®?. Von hier aus wird dann iiberschiissiges Kupfer in
den Gallengang (Canaliculi biliferi) abgegeben und anschlielfend mit dem Stuhl
ausgeschieden.

Bei einem Defekt des Proteins ist der Kupferstoffwechsel gestort, es entstehen Ein-
lagerungen von Kupfer in die Leber, in das zentrale Nervensystem und die Iris der
Augen. Entsprechend geht diese Erkrankung mit einer Leberzirrhose und Neuro-
degeneration einher, die auch psychische Stérungen zur Folge hat ©>. Ursichlich
fiir Defekte des APT7B-Proteins sind Genmutationen, die rezessiv vererbt werden.
Subzellulir ist das ATP7B-Protein bei vielen Mutationen fehllokalisiert ®?. Die
Aufstellung einer Verdachtsdiagnose ist schwierig, da die einzelnen Symptome pri-
mir anderen Erkrankungen zugeschrieben werden®®. Labortechnisch kann die
Wilson—Krankheit durch erhohte Kupferwerte in der Leber und durch gezielte mo-

lekulargenetische Analysen nachgewiesen werden ¢,
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Unbehandelt verlauft die Krankheit {iber einen mehrjahrigen Verlauf tédlich, schwe-
re Formen konnen auch trotz Behandlung tédlich verlaufen. Im Zentrum der The-
rapie steht die Reduktion der Kupferlast des Korpers entweder durch verminderte
Aufnahme von Kupfer (Diit; Resorptionshemmer) oder die erhohte Ausscheidung
von Kupfer in chelatisierter Form mit dem Urin (Einsatz von Chelatbildnern) ¢,
Bei starker Schiadigung der Leber kann eine Lebertransplantation noétig sein, wo-
bei die transplantierten Leberzellen die Krankheit heilen, da diese eine normale

Kupferausscheidung ermoglichen >,
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B Methoden

B.1 Gelelektrophoresen und korrespondierende Farbemethoden

B.1.1 Puffer fur Gelelektrophoresen und korrespondierende Far-

bemethoden

Viele der hier beschriebenen Methoden nutzen teilweise die gleichen Puffer, die

deshalb hier zusammengefasst dargestellt werden (vgl. Tab. B. 1).

Tab. B. 1: Puffer fiir Gelelektrophoresen und korrespondierende Farbemethoden

Entfarber/Fixierer (Silber) 45% (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsdure

Farmers Reducer
Fixierer (Coomassie)

Formaldehyd-Losung

Kolloidales Coomassie

Lammli-Puffer

1 x TAE-Puffer
1 x TGS-Puffer

1 Spatelspitze Kaliumhexacyanoferrat III, 1 Spatel-
spitze Natriumthiosulfat in 100 ml deio. H,O

20 % (v/v) Phosphorséaure, 50 % (v/v) Ethanol

300 pl Formaldehyd in 100 ml 2,5 % (w/v) Na,CO,
0,12 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250,

10% (w/v) Ammoniumsulfat, 10 % (v/v) Phosphor-
saure, 20 % (v/v) Methanol

20 mM Tris-Base, 2mM EDTA (Na*-Salz),

5% (w/v) SDS, 10% (v/v) Mercaptoethanol,

10% (v/v) Glycerol, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau,
pH 6,8

40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA, pH 8,0
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3

B.1.2 Agarose Gelelektrophorese

Die Proben werden mit dem entsprechenden Volumen DNA Gel Loading Dye (6 x)

(Thermo Scientific) versetzt, sodass die Konzentration des Loading Dyes in der Pro-

be 1x ist. Das Gel wird aus 100 ml 1x TAE-Puffer (vgl. Tab. B. 1 auf S. 119), 5 ul

119



Anhang

Roti—Gelstain und 2 g Agarose durch Aufkochen der Agarose herstellt. Die Tren-
nung der Proben erfolgt dann in einem 2 %igen Agarose—Gel bei 135V fiir 45 min
mit 1x TAE als Laufpuffer. Marker: GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scien-

tific). Nach dem Gellauf wird das Gel in einem INTAS Gel iX Imager dokumentiert.

B.1.3 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die Proben werden zur Vorbereitung 1:1 mit Laimmli-Puffer versetzt (vgl. Tab. B. 1
auf S. 119), bei 95°C fiir 5min erhitzt und anschliel3end fiir 5 min bei 16.100 xg
und 4°C zentrifugiert. Die Gele der diskontinuierlichen SDS-PAGE bestehen aus
einem Sammelgel (vgl. Tab. B.2), dass die Proteine der Probe fokussiert, und ei-
nem Trenngel, in dem anschliel3end nach Masse-Ladungsverhéltnis getrennt wird.
Die Analyse der Proben erfolgt dabei mit 1 x TGS als Laufpuffer zunéchst bei 100V
bis das Sammelgel durchlaufen ist, anschlie@end mit 180 V. Marker: PageRuler Un-
stained Protein Ladder (10 - 200 kDa) (Thermo Scientific). Das Gel wird nach dem

Gellauf entweder mit kolloidalem Coomassie oder mit der Silberfarbung gefarbt.

Tab. B. 2: Zusammensetzung der diskontinuierlichen SDS-PAGE Gele

Substanz Trenngel Sammelgel

Acrylamid/Bisacrylamidlésung (37,5/1) 40% (w/v) 4,5ml 750 ul

SDS (1% (w/v)) 1,5ml 300 ul
1,5M Tris-HCI, pH 6,8 — 630 ul
1,5M Tris—HCI, pH 8,8 4,2 ml —
deio. H,O 4,8ml 3,77 ml
TEMED 30 ul 10 ul
APS (25% (w/v)) 30 ul 10 ul

B.1.4 PAGE fir DNA

Die Proben werden zur Vorbereitung mit dem entsprechenden Volumen DNA Gel

Loading Dye (6 x) (Thermo Scientific) versetzt, sodass die Konzentration des Load-
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ing Dyes in der Probe 1x ist. Die Trennung der Proben erfolgt dann in einem
12,5 %igen Polyacrylamid—Gel (vgl. Tab. B. 3) bei 100V mit 1 x TAE als Laufpuffer
(vgl. Tab. B.1 auf S. 119). Soll eine denaturierende Gelelektrophorese durchge-
fiihrt werden, muss dem Gel 6,3 g Harnstoff zugegeben werden (final 7 M). Mar-
ker: GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific). Das Gel wird nach dem
Gellauf entweder mit Sybr Green II, Roti-GelStain oder mit der Silberfarbung ge-

farbt und entsprechend dokumentiert.
Tab. B. 3: Zusammensetzung der Gele fiir DNA-PAGE

Substanz

Acrylamid/Bisacrylamidlosung (37,5/1) 40% (w/v) 4,68 ml

TAE-Puffer (50 x) 300 wl
deio. H,O 9,86 ml
TEMED 110 ul
APS (25% (w/v)) 50 ul
(fir denaturierendes Gel: Harnstoff) 6,3¢g

B.1.5 Farben einer SDS-PAGE mit kolloidalem Coomassie

Nach der Elektrophorese wird das Gel kurz mit deio. H,O gewaschen. Anschlie-
RBend wird das Gel 2 mal fiir 20 Minuten im Fixierer inkubiert (vgl. Tab. B.1
auf S. 119). Die Farbung erfolgt dann in der Losung des kolloidalen Coomassie
iiber Nacht. Danach erfolgt die Entfarbung des Hintergrunds mit Wasser fiir min-
destens 2 mal 30 Minuten. Das Gel wird mit einem Perfection 1260 Photo Scanner

(epson) dokumentiert.

B.1.6 Silberfarbung fur SDS-PAGE und DNA-PAGE

Das Gel wird zunéchst fiir 20 min in Entfarber/Fixierer inkubiert (vgl. Tab. B. 1
auf S. 119). Anschliel3end wird es 2 x kurz mit deio. H,0O gespiilt und fiir 2,5 min

mit Farmers Reducer behandelt. Danach wird das Gel 2 x 10 min in deio. H,O
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gewaschen und anschliefend fiir 30 min in 0,1 % (w/v) Silbernitrat-Losung inku-
biert. Das Gel wird 2 x 0,5 min mit deio. H,O gewaschen und anschlie3end kurz
mit 2,5% (w/v) Natriumcarbonat-Losung gespiilt. Die Entwicklung der Farbung
erfolgt durch Zugabe von Formaldehyd-Losung. Durch Einsatz von 5 % (v/v) Essig-
sdure fiir 10 min wird die Farbung gestoppt. Das Gel wird in deio. H,O gewaschen

und mit einem Perfection 1260 Photo Scanner (epson) dokumentiert.

B.1.7 Farben von DNA-PAGE Gelen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Der Farbstoff wird aus seiner Stammlésung mit 1x TAE-Losung (vgl. Tab. B.1
auf S. 119) auf die Konzentration 2,5 x verdiinnt. Das Gel wird nach dem Gellauf
fiir 10 Minuten in dieser 2,5 x Farbstofflosung inkubiert. Anschlieend erfolgt die
Dokumentation des Gels mit einem INTAS Gel iX Imager. Gilt fiir: Roti-GelStain

(Roth); Sybr Green I (Amresco), Sybr Green II (Amresco), EvaGreen (Biotium).
B.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wird mit dem Pierce BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific) nach Hersteller—Angaben durchgefiihrt. Dazu werden in
einer Mikrotiterplatte 25 ul Probe mit 200 ul des BCA Working Reagent versetzt,
mittels Schiitteln der Platte werden dann die Losungen vermischt. Es folgt eine
Inkubation im Dunkeln bei 37 °C fiir 30 min. Nach Abkiihlung der Platte auf Raum-
temperatur wird die Absorption bei 562 nm in einem Platen-Spektralphotometer

gemessen. Die Kalibration erfolgt durch Einsatz einer BSA Verdiinnungsreihe.
B.3 Real Time PCR

Die Real Time PCR wird mit dem GoTaq Green Master Mix von Promega durch-
gefiihrt. Jede Reaktion hat dabei ein Volumen von 25 ul (vgl. Tab. B.4), wobei
von jeder Probe drei Replikate vermessen werden. Die Messung wird in einem iQ5

Real Time PCR Detection System durchgefiihrt (Biorad) (vgl. Tab. B.5). Die Quan-
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tifizierung erfolgt anhand einer Standardkurve der Referenzsubstanz, die {iber de-
kadische Verdiinnungsreihen im Bereich von 100 fM bis 10 nM ermittelt wird. Als
Referenzsubstanzen dienen entweder die Bibliothek unselektierter Aptamerkandi-
daten oder die konstruierte Einzelsequenz (siehe: Referenzsubstanzen fiir die Real
Time PCR auf S. 42). Die aufgenommenen Schmelzkurven konnen zur Diversitats-
bestimmung herangezogen werden (siehe: Diversitdtsstandards fiir die Real Time

PCR auf S. 45).

Tab. B. 4: Zusammensetzung der Real Time PCR

Komponente Konz. Stock Konz. final Volumen Stock
Probe / Standard ? ? 1pl
GoTaq Green Master Mix 2x 1x 12,5 ul

Primer-Mix (Selex-F + Selex-R) je 10 uM je 0,4 uM lul
deio. H,O 10,5l

Tab. B. 5: Temperaturprogramm der Real Time PCR

95 °C 3 min
95°C 15s
40x E 56 °C 30 s Messung der Real Time Daten
72°C 10s
75°C 5 min

50 = 95 °C Schmelzkurve (je 6 s; AT = 0,5 K)

Real Time PCR fiir das Aptamer 6H7

Die Real Time PCR zur Quantifizierung des 6H7-Aptamers wird mit dem GoTaq
Probe qPCR Master Mix von Promega und der 6H7-Hydrolysesonde durchgefiihrt
(vgl. Tab. B. 6 und Tab. B. 7). Die Quantifizierung erfolgt anhand einer Standard-

kurve des Aptamers 6H7, iiber eine dekadische Verdiinnungsreihe im Bereich von
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100 fM bis 10nM. Die 6H7-Hydrolysesonde verfiigt iiber Fluorescein als Fluoro-
phor und sowohl iiber den ZEN Quencher, als auch den IOWA-Black Quencher.
Die 6H7-Hydrolysesonde hat die Sequenz:
5-/FAM/TATGGGTGG/ZEN/TCTGGTTGGGATTGG/IOWA-Black/-3.

Tab. B. 6: Zusammensetzung der Real Time PCR fiir das Aptamer 6H7

Komponente Konz. Stock Konz. final Volumen Stock
Probe / Standard ? ? 1pl
GoTaq Probe qPCR Master Mix  2x 1x 12,5 ul

Primer-Mix (Selex-F + Selex-R) je 10 uM je 0,4 uM lul
6H7-Hydrolysesonde 2,5uM 0,2 uM 2ul
deio. H,0 8,5 ul

Tab. B. 7: Temperaturprogramm der Real Time PCR fiir das Aptamer 6H7

95°C 3 min
95°C 30s

40x E 56 °C 30 s Messung der Real Time Daten
72°C 30s

B.4 Produktion, Aufreinigung und Immobilisierung von His-Tag-
Proteinen

Insgesamt wurden 4 verschiedene His-Tag-Proteine hergestellt (vgl. Tab. B.8).
Die Plasmide stammen aus vorangegangenen Projekten “® und lagen bereits in E.

coli K12 vor.
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Tab. B. 8: His—Tag—Proteine

Protein Kiirzel Molekulargewicht
Pseudomonas fluorescens Esterase I PFEI-His 30kDa
Bacillus subtilis Esterase SubE-His 32kDa
Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase pNBE-His 54 kDa
Bacillus stearothermophilus Esterase BSTE-His 31kDa

B.4.1 Puffer fir die Produktion, Aufreinigung und Immobilisie-
rung von His-Tag-Proteinen

Tabelle B. 9 gibt einen Uberblick iiber die hier verwendeten Puffer und Lésungen.

Tab. B. 9: Verwendete Losungen fiir die Produktion, Aufreinigung und Immobilisierung
von His-Tag—Proteinen

Bead-Blockpuffer
Bead-Lagerpuffer

Beadpuffer B
IEX-Bindepuffer
IEX-Elutionspuffer
IMAC-Bindepuffer
IMAC-Elutionspuffer
IMAC-Strippingpuffer
Kobalt-Salzl6sung
LB-Medium

10 mM NaH,PO,, 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
10 mM NaH,PO,, 150 mM NacCl, 0,05 % (v/v) Tween 20,
0,1% (w/v) Natriumazid, pH 7,4

100 mM NaH,PO,, pH 7,4

20 mM bis-Tris, pH 7,0

20 mM bis-Tris, 1 M NaCl, pH 7,0

20 mM NaH,PO,, 500 mM NacCl, 30 mM Imidazol, pH 7,4
20 mM NaH,PO,, 500 mM NacCl, 500 mM Imidazol, pH 7,4
20mM NaH,PO,, 500 mM NacCl, 50 mM EDTA, pH 7,4

20 mM NaH,PO,, 500 mM NacCl, 100 mM CoCl,, pH 7,4
10 g-1" Trypton, 10 g-1" NaCl, 5 g-I"" Hefeextrakt

B.4.2 Produktion, Ernte, Zellaufschluss

Die Kultivierung erfolgt bei 37°C und 120 Upm in LB*™P-Medium (Ampicillin
75mg-1"1) (vgl. Tab. B.9 auf S. 125). Ab einer ODg¢q,,,, von 0,5 wird die Produk-
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tion der Targets durch 0,2% (w/v) Rhamnose induziert. Nach 4 Stunden wer-
den die Zellen durch Zentrifugation bei 3345 xg und 4 °C fiir 30 min geerntet, in
IMAC-Bindepuffer resuspendiert und anschliefend mittels Ultraschall lysiert. Der
Zellaufschluss erfolgt dabei mit einer Labsonic M Ultraschallsonde (Sartorius) fiir
insgesamt 2,5 Minuten, wobei je nach 30 Sekunden fiir 30 Sekunden unterbrochen

wurde, um die eingetragene Warme auf Eis abzufiihren.

B.4.3 Proteinaufreinigung mittels IMAC

Die IMAC wird in einem BioLogic DuoFlow system (Biorad) durchgefiihrt. Als
stationdre Phase fiir die IMAC wird eine HisTrap HP 5ml Saule eingesetzt (GE
Healthcare). Vor der IMAC muss die Saule fiir den bevorstehenden Einsatz vor-
bereitet werden. Verbleibende Kontaminationen oder Metallionen werden durch
Spiilen mit 25 ml IMAC-Strippingpuffer entfernt (vgl. Tab. B.9 auf S. 125). Da-
nach wird die Sdule mit 50ml deio. H,O gespiilt, durch das Spiilen mit 20 ml
IMAC-Bindepuffer werden wieder Bindebedingungen herstellt und anschlief3end
werden die NTA-Gruppen mit 10 ml Kobalt-Salzlésung beladen. Uberschiissige Ko-
baltionen werden durch Spiilen mit 25 ml IMAC-Bindepuffer entfernt.

Vor dem Probenauftrag muss die Sidule erneut mit 50 ml IMAC-Bindungspuffer
gesplilt werden. Nach dem Probenauftrag werden ungebundene Kontaminationen
durch Spiilen mit 50 ml IMAC-Bindepuffer entfernt. Die Elution erfolgt im linea-
ren Gradienten zwischen IMAC-Bindepuffer und Elutionspuffer bei einem Start-
verhéltnis von 0/100 und einem Endverhiltnis von 100/0 bei einem Gesamtvo-
lumen von 50 ml. Danach wird die Sdule mit 20 ml IMAC-Elutionspuffer gespiilt.
Nach der Elution muss die Saule durch Spiilen mit 25 ml IMAC-Bindepuffer fir
die néchste Probe vorbereitet werden. Die Flussrate liegt fiir alle Schritte bei
5ml-min!, auer fiir den Probenauftrag (1 ml-min!). Die FPLC wird durch die
Messung der Absorption bei 280 nm, die Leitfihigkeit der Probe und den Saulen-

druck iiberwacht. Der Durchlauf wird jeweils in 5 ml Fraktionen gesammelt.
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B.4.4 Proteinaufreinigung mittels IEX

Die IEX wird in einem BioLogic DuoFlow system (Biorad) durchgefiihrt. Als statio-
ndre Phase fiir die IEX wird eine HiTrap Q HP 1 ml S&ule eingesetzt (GE Health-
care). Vor Beginn der IEX wird die Sdule mit 10 ml IEX-Bindepuffer gespiilt (vgl.
Tab. B.9 auf S. 125). Nach dem Probenauftrag werden ungebundene Molekiile
mit 5 ml I[EX-Bindepuffer entfernt. Die Elution erfolgt im linearen Gradienten zwi-
schen IEX-Bindepuffer und Elutionspuffer bei einem Startverhaltnis von 0/100
und einem Endverhéltnis von 100/0 bei einem Gesamtvolumen von 20 ml. Danach
wird die Saule zuerst mit 5 ml IEX-Elutionspuffer dann mit 5 ml IEX-Bindepuffer
gewaschen. Die Flussrate liegt fiir alle Schritte bei 1 ml-min. Auch hier wird die
FPLC durch Messung der Absorption bei 280 nm, der Leitfdhigkeit der Probe und
des Sédulendrucks tiberwacht. Der Durchlauf wird jeweils in 1 ml Fraktionen ge-

sammelt.

B.4.5 Immobilisierung von His-Tag-Proteinen

Fiir die SELEX werden die His-Tag—Proteine auf Dynabeads M-280 Tosylactivated
(Thermo Scientific) immobilisiert. Dazu werden 1 mg Magnetpartikel zunédchst mit
1 ml Beadpuffer B gewaschen (vgl. Tab. B.9 auf S. 125). Anschlieend werden
die Magnetpartikel mit 100 ul der Proteinlosung fiir 18 h bei 20 °C auf einem Ro-
tator (20 Upm) inkubiert. Danach werden die unreagierten Tosylgruppen fiir 1h
mit Bead-Blockpuffer geblockt, sodass die Oberfldche der Magnetpartikel inakti-
viert und alle tosylaktivierten Linker abreagiert sind. Die Magnetpartikel werden
abschlielfend 2 x 15s mit Bead-Lagerpuffer gewaschen. Die Lagerung der immo-

bilisierten His—-Tag—Proteine erfolgt bei 4 °C.

B.4.6 Pufferaustausch

Fiir eine wiederholte IMAC oder eine IEX nach einer IMAC ist es notig die Prote-
ine in das jeweilige Puffersystem zu iiberfiihren. Dazu wurden die Proteine nach

Herstellerangabe mehrfach mit bis zu 5 Volumen des gewiinschten Puffers in Viva-
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spin 20 Ultrafiltrationseinheiten (Sartorius) mit einem molecular weight cut—off

(MWCO) von 10kDa gewaschen.

B.5 Produktion, Aufreinigung und Immobilisierung der ATP7B
N-Domane

B.5.1 Verwendete Losungen fur die Produktion, Aufreinigung
und Immobilisierung der ATP7B N-Domane

Die zur Produktion, Aufreinigung und Immobilisierung der ATP7B N-Doméne ver-

wendeten Puffer sind in Tabelle B. 10 dargestellt.

Tab. B. 10: Verwendete Losungen fiir die Produktion, Aufreinigung und Immobilisie-
rung der ATP7B N-Doméne
Bindepuffer 20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,2 % (v/v) Tween 20, pH 8,5
LB-Medium 10g-1! Trypton, 10 g-1"! NaCl, 5 g-I'"' Hefeextrakt
Lysispuffer =~ 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 x Halt Protease Inhibitor Cocktail, pH 8,2
TSS 10% (v/v) PEG 8000, 5% (v/v) DMSO, 30 mM MgCl, in LB-Medium

B.5.2 Transformation von E. coli BL21 (DE3)

In Vorbereitung zur Transformation wird eine Vorkultur von E. coli BL21 (DE3) in
LB-Medium bei 37°C und 180 Upm angezogen (vgl. Tab. B. 10 auf S. 128). Aus
dieser Vorkultur wird die Hauptkultur gestartet, die bis zu einer ODgyy,,, VOn 0,4
angezogen wird. Bei einer ODgyg,, Von 0,4 werden die Bakterien durch Zentrifu-
gation pelletiert (1000 xg, 10 min) und anschliel3end in 10 ml TSS resuspendiert.
Von dieser Bakterienlosung werden 200 ul mit 100 ng ATP7B-Plasmid gemischt
und anschlief3end fiir 1 h bei 4 °C gemeinsam inkubiert. Die Transformation erfolgt
durch Hitzeschock bei 42 °C fiir 2 min, danach werden die Bakterien fiir 5 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800 ul LB-Medium werden die Bakterien fiir 1h
bei 37°C und 300 min! kultiviert, bevor sie auf LB-Agar—Platten (1,5% (w/v))

ausplattiert werden konnen und iiber Nacht bei 37 °C auf den Platten heranwach-
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semn.

B.5.3 Produktion, Ernte, Zellaufschluss

Fiir die Produktion des Fusionsproteins wird eine Einzelkolonie der transformier-
ten Bakterien in Vorkultur genommen. Die Bakterien werden dazu etwa 18h in
20 ml LB*™P—Fliissigmedium (Ampicillin 75 mg-1") bei 37°C und 180 Upm kulti-
viert (vgl. Tab. B. 10 auf S. 128). Die Produktion des Fusionsproteins erfolgt dann
in zwei Stufen. Zunéchst werden die E. coli bei 37°C und 180 Upm in LB*"P-
Medium (Ampicillin 75mg-11) angezogen. Ab einer ODgyy,,, von 1,3 wird die
Produktion des ATP7B-Fusionsproteins durch 0,5 mM IPTG induziert und die Tem-
peratur auf 24 °C gesenkt. Nach 10 Stunden werden die Zellen durch Zentrifuga-
tion bei 3345xg und 4°C fiir 30 min geerntet, in Lysispuffer resuspendiert und
anschliefend mittels Ultraschall lysiert. Der Zellaufschluss erfolgt dabei mit einer
Labsonic M Ultraschallsonde (Sartorius) fiir insgesamt 2,5 Minuten, wobei je nach
30 Sekunden fiir 30 Sekunden unterbrochen wurde, um die eingetragene Warme

auf Eis abzufiihren.

B.5.4 Immobilisierung des Fusionsproteins

Die ATP7B N-Doméne wird hier iiber den IMPACT-Tag an Chitinmagnetpartikel
immobilisiert (Chitin Magnetic Beads (NEB)). Dazu werden 1 mg Chitinmagnet-
partikel zunachst dreimal mit 1 ml Bindepuffer gewaschen (vgl. Tab. B.10 auf
S. 128). Anschlieend werden die Magnetpartikel mit 1 ml des Bakterienlysats fiir
1h bei 4 °C auf einem Rotator (20 Upm) inkubiert. Danach werden die Magnetpar-
tikel dreimal mit 1 ml Bindepuffer fiir 5 min gewaschen. Die Lagerung des immobi-
lisierten ATP7B-Fusionsproteins erfolgt bei 4 °C, wobei 0,1 % (w/v) Natriumazid

zugegeben werden.
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B.6 Minimale SELEX

B.6.1 Puffer fur die minimale SELEX

Fiir die Selektion von Aptameren wurde eine minimale SELEX entworfen, deren

Puffer sind in Tabelle B. 11 dargestellt.

Tab. B. 11: Puffer fiir die minimale SELEX

Basispuffer

Elutionspuffer

Neutralisationslosung

Salzlésung

Selektionspuffer

SELEX-PBS
SELEX-PBS-T

50 mM K,HPO,, 150 mM NaCl, 2mM CaCl,, 2mM MgCl,,
0,05 % (v/v) Tween 20, pH 7,5

50 mM K,HPO,, 150 mM NacCl, 2 mM CacCl,, 2 mM MgCl,,
0,05 % (v/v) Tween 20, 1 mg-1! BSA, 0,1 mg-1"! poly—dIdC,
Imidazol M, pH 7,5

100 mM KH,PO,

5M NaCl

50 mM K,HPO,, 150 mM NaCl, 2mM CaCl,, 2mM MgCl,,
0,05 % (v/v) Tween 20, 1 mg-1* BSA, 0,1 mg-1"! poly—dIdC,
pH 7,5

50 mM K,HPO,, 150 mM NacCl, pH 7,5

50 mM K,HPO,, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,5

B.6.2 Vorbereitungen zur Selektion

Vor dem Selektionsschritt wird die Bibliothek der Aptamerkandidaten in 100 ul Ba-

sispuffer fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Danach wird die Bibliothek auf 4 °C abge-

kiihlt und es werden 1 ml Selektionspuffer zugegeben (vgl. Tab. B. 11 auf S. 130),

was eine Faltung der Aptamerkandidaten ermoglicht. Parallel werden die auf Ma-

gnetpartikeln immobilisierten Zielmolekiile durch Waschen der Magnetpartikel

mit 1 ml Selektionspuffer fiir die Selektion vorbereitet.
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B.6.3 Selektionsschritt

Der Selektionsschritt beginnt mit der gemeinsamen Inkubation der Aptamerkandi-
daten mit den immobilisierten Zielmolekiilen bei 20 °C fiir 30 min in einem Rota-
tor (20 Upm). Anschlieend werden die Magnetpartikel 3 mal fiir 5 min mit 1 ml
SELEX-Basispuffer gewaschen (vgl. Tab. B. 11 auf S. 130). Die Elution der gebun-
denen Aptamerkandidaten erfolgt dann durch Zugabe von 100 ul 95°C heillem
SELEX-PBS auf die Magnetpartikel fiir 5 min im Thermomixer bei 300 Upm. Nach
Ablauf der 5 Minuten wird der Uberstand iiber den Magnetpartikeln entnommen,

darin sind die nun eluierten Aptamerkandidaten enthalten.

B.6.4 Amplifikation der Aptamerkandidaten

Die Amplifikation der eluierten Aptamerkandidaten erfolgt mit einem biotinylier-
ten antisense Primer in zwei aufeinanderfolgenden PCRs (vgl. Tab. B. 12 und Tab.

B. 13, sowie Tab. B. 14 und Tab. B. 15)

Tab. B. 12: Zusammensetzung der ersten PCR zur Amplifikation von Aptamerkandidat-

en
Komponente Konz. Stock Konz. final Volumen Stock
Template (Eluat aus Selektionsschritt) ? ? max. 80,2 ul
Platinum PFX Polymerase 2,5U0/ul 2U0/100 ul 0,8 ul
10 x PFX Reaction Puffer 10x 1x 10l
dNTP-Mix je 10 mM je0,2mM  2ul
Primer-Mix (Selex-F + Selex-R-bio) je 10 uM je 0,5 uM 5ul
MgSO, 50 mM 1 mM 2ul
deio. H,O X ul

ad 100 ul
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Tab. B. 13: Temperaturprogramm der ersten PCR zur Amplifikation von Aptamerkandi-

daten
95 °C

95°C
15x [:i 56 °C
68 °C

68 °C
4°C

5 min
30s

30s

30s

5 min
Lagerung

Tab. B. 14: Zusammensetzung der zweiten PCR zur Amplifikation von Aptamerkandi-

daten
Komponente Konz. Stock Konz. final Volumen Stock
Template (PCR-Produkt der 1. PCR) ? ? 16 ul
Platinum PFX Polymerase 2,5U/ul 2U0/100 ul 6,4l
10 x PFX Reaction Puffer 10x 1x 80 ul
dNTP-Mix je 10 mM je0,2mM  16ul
Primer-Mix (Selex-F + Selex-R-bio) je 10 uM je 0,5 uM 40 ul
MgSO, 50 mM 1 mM 16 ul
deio. H,O 625,6 ul
800 ul

Tab. B. 15: Temperaturprogramm der zweiten PCR zur Amplifikation von Aptamerkan-

didaten
95 °C

95 °C
25x [:i 56 °C
68 °C

68 °C
4°C

5 min
30s

30s

30s

5 min
Lagerung
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B.6.5 Isolation einzelstrangiger Aptamerkandidaten aus PCR-
Produkten

Die Trennung der komplementéren Strénge erfolgt durch Einsatz von Streptavidin—
Magnetpartikeln (Dynabeads M-280 Streptavidin von Thermo Scientific). Zunéchst
werden 700 ul PCR-Produkt der zweiten PCR mit 175 ul Salzlosung (vgl. Tab. B. 11
auf S. 130) und 2 mg Streptavidin-Magnetpartikeln gemischt und fiir 10 min bei
20°C im Rotator inkubiert (20 Upm). Die Magnetpartikel werden 3 x 1 min mit
1ml SELEX-PBS-T gewaschen. Danach werden 100 ul einer 100 mM Natronlau-
ge auf die Magnetpartikel gegeben. Nach einer Inkubation von 5min bei 20°C
wird der Uberstand iiber den Magnetpartikeln, der nun die einzelstringigen Apta-
merkandidaten enthélt, entnommen und mit 110 ul Neutralisationslosung versetzt.
Die so erzeugte Bibliothek an Aptamerkandidaten kann nun in die néchste Selek-

tionsrunde eingesetzt oder bei -20 °C gelagert werden.

B.6.6 Automatisierter Selektionsschritt

Der automatisierte Selektionsschritt wird auf einem KingFisher Magnetic Particle
Processor durchgefiihrt. Fiir die automatisierte Selektion miissen vor Beginn der
Prozedur alle Losungen in einer 96-Well-Platte vorgelegt werden (vgl. Tab. B. 16)
(vgl. Tab. B. 11 auf S. 130).

Tab. B. 16: Automatisierter Selektionsschritt

Reihe A 100l Target-Magnetpartikel in Selektionspuffer
Reihe B 100 ul Aptamerkandidaten in Selektionspuffer
Reihe C 100 ul Selektionspuffer

Reihe D 100 ul Selektionspuffer

Reihe E 100 ul Elutionspuffer

Reihe F  100ul dd,O
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Die simulierte automatisierte Selektion beginnt damit, dass die Magnetpartikel
aus Reihe A aufgenommen und in Reihe B freigesetzt werden. Nach einer Inku-
bation von 2h bei langsamen Riitteln (slow) werden die Magnetpartikel erneut
aufgenommen und jeweils in den Reihen C und D gewaschen. Dabei werden die
Magnetpartikel kurz freigesetzt und nach einer Inkubation von 10 s erneut aufge-
nommen. Die Elution der gebundenen Aptamerkandidaten erfolgt hier iiber 1h
kompetitiv durch 1 M Imidazol im Basispuffer.

Fiir die Automatisierung einer realen Selektion sollte das Protokoll leicht abge-
wandelt werden. So sollte die Inkubationszeit der Waschschritte erhoht und ein
dritter Waschschritt eingefiihrt werden. Zudem sollte die Elution nicht kompetitiv
erfolgen, sofern dies nicht fiir die spatere Anwendung des Aptamers gewiinscht ist.
So konnten beispielsweise die Target—-Magnetpartikel mit den gebundenen Apta-
merkandidaten nach den Waschschritten einfach in SELEX-PBS abgelegt werden

und anschlief3end der Hitzedenaturierung zugefiihrt werden.

B.7 Optimierte SELEX

Die optimierte SELEX stellt eine Weiterentwicklung der minimalen SELEX dar.

B.7.1 Puffer fur die optimierte SELEX

Die optimierte SELEX verwendet fiir die Selektionsschritte ein modifiziertes Puf-
fersystem (vgl. Tab. B.17), sodass wihrend der Lagerung keine schwerloslichen

Verbindungen ausfallen konnen.
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Tab. B. 17: Zusammensetzung der Puffer fiir die optimierte SELEX

Elutionsloésung 25 mM Tris-HCL, pH 7,4

Neutralisationslosung 100 mM KH,PO,

opt. Selektionspuffer 25 mM Tris—HCI, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM CacCl,,
2 mM MgCl,, 0,05 % (v/v) Tween 20, pH 7,4

SELEX-PBS-T 50 mM K,HPO,, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween 20,
pH 7,5
STV-Puffer 25 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,4

B.7.2 Vorbereitungen zur Selektion

Die Vorbereitungen zur Selektion in der optimierten SELEX laufen analog zu denen
der minimalen SELEX (siehe: Vorbereitungen zur Selektion auf S. 130). Vor dem Se-
lektionsschritt wird die Bibliothek der Aptamerkandidaten in 100 ul optimierten
Selektionspuffer fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Danach wird die Bibliothek auf
4°C abgekiihlt und es werden 1 ml optimierter Selektionspuffer zugegeben. Paral-
lel werden die auf Magnetpartikeln immobilisierten Zielmolekiile durch Waschen
der Magnetpartikel mit 1 ml optimiertem Selektionspuffer fiir die Selektion vorbe-

reitet.
B.7.3 Selektionsschritt
Der Selektionsschritt ist identisch zum Selektionsschritt der minimalen SELEX (sie-

he: Selektionsschritt auf S. 131).

B.7.4 Amplifikation der Aptamerkandidaten mittels Emulsions-
PCR

Die Amplifikation der eluierten Aptamerkandidaten erfolgt in zwei Emulsions-
PCRs. Die EmulsionsPCR basiert auf der ,reguldaren“ Amplifikation der Aptamer-
kandidaten (siehe: Amplifikation der Aptamerkandidaten auf S. 135) und der Me-

thode zur Emulsifikation nach Diehl et. al ®®. Die organische Phase zur Emul-
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sifikation der wiassrigen Phase besteht dabei aus 73 % (v/v) Tegosoft DEC, 20 %
(v/v) Mineraldl und 7 % (v/v) ABIL WE09. Die maximale Eingangsmenge an Apta-
merkandidaten in die erste EmulsionsPCR ist 100 fmol. Fiir eine EmulsionsPCR
werden 200 pl wissrige PCR-Phase (vgl. Tab. B. 18) und 400 ul organische Phase
mit einem Riihrfisch (3 x 8 mm) in ein 1,5 ml Reaktionsgefa® gegeben und fiir 40 s
bei 30 Hz in einer Schwingmiihle MM 400 (Retsch) emulgiert. Anschliel3end wird
die Emulsion fiir die Reaktion (vgl. Tab. B.19) in Aliquots mit je 50 ul aufgeteilt.

Die Optimierung dieses Protokolls wurde vorab veréffentlicht ¢,

Tab. B. 18: Zusammensetzung der wassrigen Phase der EmulsionsPCR zur Amplifikation
von Aptamerkandidaten

Komponente Konz. Stock Konz. final Volumen Stock
Template (Eluat aus Selektionsschritt) ? ? max. 90 ul
Platinum PFX Polymerase 2,5U0/ul 20/100 ul 1,6l

10 x PFX Reaction Puffer 10x 1x 20 ul

dNTP-Mix je 10 mM je0,2mM  4ul

Primer-Mix (Selex-F-Cy5 + Selex-R-bio) je 10 uM je 0,5 uM 10 ul

MgSO, 50 mM 1mM 4 ul

BSA 100 g1?! 2gl?! 4 ul

deio. H,O ad Xpl
ad 200 pul
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Tab. B. 19: Temperaturprogramm der EmulsionsPCR zur Amplifikation von Aptamer-

kandidaten
95 °C 5 min
95°C 30s
23x [ 56 °C 30s
68 °C 30s
68 °C 5 min
4°C Lagerung

Nach der ersten EmulsionsPCR miissen die amplifizierten Aptamerkandidaten aus
der Emulsion isoliert werden. Die hier beschriebene Aufreinigung wurde aus der
Literatur adaptiert “?. Die Aufreinigung aus der Emulsion wird mit dem QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) und Isobutanol durchgefiihrt. Dazu werden 1 ml Iso-
butanol und 1 ml Bindepuffer ,,PB“ aus dem QIAquick PCR Purification Kit zu der
Emulsion gegeben. Anschlielend wird eine Zentrifugaleinheit des Kits nach und
nach mit dem PCR-Puffer-Isobutanol-Gemisch geladen. Die weitere Aufreinigung
erfolgt nach Herstellerangaben. Die Elution erfolgt mit 2 x 50 ul Elutionspuffer
(10 mM Tris, pH 8,0). Nach der Elution wird die Konzentration an amplifizierten
Aptamerkandidaten im gereinigten PCR-Produkt iiber die intrinsische Fluoreszenz
des sense—Primers fluorometrisch bestimmt.

Die zweite EmulsionsPCR wird wie die erste EmulsionsPCR durchgefiihrt. Hier
wird lediglich die Grol3e des Reaktionsansatzes verdoppelt, maximale Eingangs-
menge in die zweite EmulsionsPCR sind 200 fmol. Die Aufreinigung aus dem
EmulsionsPCR-Produkt erfolgt wie oben beschrieben. Wegen der grof3eren Menge
an Emulsion werden hier jedoch 2 ml Isobutanol, 2 ml Bindepuffer ,PB“ und zwei
Zentrifugaleinheiten eingesetzt. Die Elution erfolgt analog mit 2 x 50 ul Elutions-

puffer je Zentrifugaleinheit.

137



Anhang

B.7.5 Isolation einzelstrangiger Aptamerkandidaten aus gerei-
nigten EmulsionsPCR-Produkten

Die Trennung der komplementiren Stréange erfolgt wiederum durch Einsatz von
Streptavidin—-Magnetpartikeln (Dynabeads M-280 Streptavidin von Thermo Scien-
tific). Zundchst werden 150 ul gereinigtes PCR—Produkt der zweiten Emulsions-
PCR mit 1ml STV-Puffer (vgl. Tab. B.10 auf S. 128) und 2mg Streptavidin—
Magnetpartikeln gemischt und fiir 10 min bei 20 °C im Rotator inkubiert (20 Upm).
Die Magnetpartikel werden 3 x 1 min mit 1 ml SELEX-PBS-T gewaschen. Danach
werden 100 pl einer 150 mM Natronlauge auf die Magnetpartikel gegeben. Nach
einer Inkubation von 5min bei 20°C wird der Uberstand iiber den Magnetparti-
keln, der nun die einzelstringigen Aptamerkandidaten enthélt, entnommen und
mit 160 ul Neutralisationslosung versetzt. Die so erzeugte Bibliothek an Aptamer-
kandidaten kann nun in der nichsten Selektionsrunde eingesetzt oder bei -20°C

gelagert werden.
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C Material

C.1 Chemikalienliste

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) Sigma—Aldrich
2—(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES) Sigma-Aldrich
ABIL WE 09 Evonik

Aceton VWR
Acetonitril VWR

Acrylamid/Bisacrylamid-Mix Rotiphorese Gel 40 % (37,5/1) Roth

Agar (fiir Mikrobiologie) Sigma—Aldrich
Agarose (fiir Elektrophorese) Roth
Ammoniumacetat Fluka
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck
Ampicillin Sigma—Aldrich
Betain Sigma-Aldrich
BisTris Fluka
—Mercaptoethanol Fluka

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma—Aldrich
Calciumchlorid Fluka
Chloroform Sigma-Aldrich
Dichlormethan Sigma—Aldrich
Dicyclohexylcarbodiimid Sigma-Aldrich
Diethylether Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma—Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma—Aldrich
Dithiothreitol (DTT) AppliChem
Essigsaure AppliChem
Ethanol Sigma—Aldrich
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Ethylacetat
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fluorescein (freie Saure)
Formaldehyd-Losung (36,5 %)
Formamid

Glukose

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

Hexan

Imidazol

Isoamylalkohol

Isobutanol

Isopropanol
Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhexacyanoferrat (III)
Kaliumhydroxid
Kaliumphosphat
Kobaltchlorid

L-Rhamnose
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Methansulfonsédure

Mineralol

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich
Sigma—Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma—Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka

Roth

Merck

Fluka

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma—Aldrich
Sigma—Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma—Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
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Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS) Lsg. 10 %
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Natriumphosphat

Natriumthiosulfat

Natronlauge

N-Hydroxysuccinimid

Nonidet-P40
Poly(deoxyinosyl-deoxycytidyl)-—Sdure (poly(dI-dC))
Salzsaure

Silbernitrat

Span 80

Tegosoft DEC (Bis(2—ethylhexyl)carbonat)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Toluol

Tris—Base

Triton X-100

Trypton

Tween 20

Tween 80

Sigma-Aldrich
Sigma—Aldrich
Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma—Aldrich
Roth
AppliChem
Sigma—Aldrich
Sigma—Aldrich
AppliChem
Fluka

Fluka

Thermo Scientific

Roth

Roth
Sigma—Aldrich
Evonik
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich
Biorad

Fluka
AppliChem
Sigma-Aldrich
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C.2 Kits und Reagenzien

Aufreinigung

HisTrap HP 5 ml column
HiTrap Q HP 1 ml column
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Magnetpartikel

Chitin Magnetic Beads
Dynabeads M-280 Streptavidin
Dynabeads M-280 Tosylactivated

Nuclease-Free Streptavidin Beads

PCR

Dnase—freies Wasser

dNTP-Mix (je 100 mM)

Ex Tag DNA Polymerase

GoTaq DNA Polymerase

HotStarTaq Plus DNA Polymerase
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Platinum Pfx DNA Polymerase

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

Real Time PCR
GoTaq Probe qPCR Master Mix
GoTaq gqPCR Mastermix

GE Healthcare Life Sciences

GE Healthcare Life Sciences

Qiagen
Qiagen
Qiagen

NEB
Invitrogen
Invitrogen

BioMag

Sigma-Aldrich
Invitrogen
TaKaRa

Promega

Qiagen

NEB

Thermo Scientific

NEB

Promega

Promega
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Gele + Farbung

6 x DNA Loading Dye Fermentas
EvaGreen Biotium

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Thermo Scientific
Roti-GelStain Roth

SYBR Green I DNA Gel Stain Amresco

SYBR Green II RNA Gel Stain Amresco
Unstained Protein Molecular Weight Thermo Scientific

Marker (10-200 kDa)

Sonstiges

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Thermo Scientific
Cocktail, EDTA—free (100 x)

Quant—iT OliGreen ssDNA reagent Thermo Scientific

C.3 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma IDT (Coralville, USA)
synthetisiert (vgl. Tab. C.22). Das Design der SELEX-Bibliothek ebenso wie das
Aptamer 6H7 wurden aus dem US-Patent US007329742 iibernommen 7). Das
Oligonukleotid Selex-F-Cy5 und die 6H7-Hydrolysesonde mussten aufgrund ihrer

Modifikationen vom Hersteller iiber eine HPLC gereinigt werden.
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C.4 Verbrauchsmittel

96-Well-Platte (optische Assays) Sarstedt
Einmalpipetten (5; 10; 25 ml) Corning
Einmalpipetten (20; 50 ml) Sarstedt
Frischhaltefolie aro
Halb-Mikro-Kiivette Sarstedt
Kryogefale (1,6 ml) Sarstedt
Pasteurpipetten Brandt
Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen (2,5; 10; 20; 100; 200; 1000; 5000 ul) Brand

gPCR-Folie Microseal 'B’ Film Biorad
Reaktionsgefafde (15, 50 ml) Centri Star Corning
Reaktionsgefif3e (0,2; 1,5; 2; 5ml) Sarstedt

Spritzen (1; 5ml) Braun
Spritzenaufsatzfilter Minisart 0,22 pm Sartorius
Sterilfilter fiir Medien: Filtropur L 0,2 S Sarstedt
SuperPlate Skirted PCR Plate Thermo Scientific
Tube-O-Dialyzer 4 kDa MEDI Gbiosciences
Zentrifugalkonzentratoren Vivaspin PES Sartorius Stedim Biotech

C.5 Gerateliste

Agarose GE MUPID ONE Advance (GE healthcare)
Agilent Bioanalyzer 2100 Agilent
Autoklav Systec V 150
Geldokumentation Epson Perfection 1260 Photo
INTAS Gel iX Imager
Inkubationsofen Binder ED 53
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Spektralphotometer
Fluorospektrometer

PCR

pH-Meter
Photometer
Pipette
Platereader
Reinstwasser
Rotator
Magnetriihrer

Mikroskope

Wasserbad
FPLC

Magnetpartikel-Prozessor
Schiittelkolben-Inkubator
SDS-PAGE

Sicherheitswerkbank
Ultraschallsonde
Schwingmiihle

Vibrationsmixer

Nanodrop ND-1000
Nanodrop ND-3300

Biorad iQ 5 multicolor Real-Time PCR Detection System

Biorad iCycler

Hanna Instruments HI 221

Kontron instruments UVIKON 922

2,5; 20; 100; 200; 1000; 5000 ul eppendorf research
Thermo Labsystems Multiskan Spectrum
arium 611 (sartorius)

Labnet Revolver

MR Hei-Mix L von Heidolph
Fluoreszenzmikroskop IX50 von Olympus
CKX 41 von Olympus

memmert

BioLogic DuoFlow and BioFrac Fraction Collector
(Bio-Rad)

KingFisher Magnetic Particle Processor

B. Braun Ceromat BS-1

SE 245 Dual Gel Caster

EPS-301 (amersham biosciences)

SE 260 Mighty Small II

Hera safe Type: KS 18

satrorius labsonic M

Retsch MM 400

eppendorf Thermomixer comfort

IKA MS 3 basic

IKA Vibrax basic

IKA RCT basic

VWR international 1719 EUR
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Waagen Chyo JL 180
Denver Instuments Germany TP 3302
Zentrifugen eppendorf centrifuge 5415 R
eppendorf centrifuge 5430

Heraeus Multifuge 3s

C.6 Software

AlphaEase FC Version 6.0 Alpha Innotech
Bioanalyzer 2100 Expert Software B.02.09 Agilent
Graphpad Prism 6 Graphpad

iQ5 optical system software Version 2.1 Biorad
Microsoft Excel 2010 Microsoft
Origin Pro 2018b OriginLab

C.7 Bakterien und Plasmide

C.7.1 Plasmide fur His-Tag-Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide der His-Tag—Proteine stammen aus
vorangegangenen Projekten “® und wurden in dieser Arbeit weder erzeugt, noch
modifiziert. Die Gene fiir die His-Tag-Proteine liegen jeweils auf dem Plasmid
pJOE2792 (vgl. Abb. C. 3) und stehen unter der Kontrolle eines Rhamnose-indu-
zierbaren Operons. Das Plasmid verfiigt iiber eine -Lactamase als Resistenzmar-
ker.
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Abb. C. 3: Plasmid pJOE2792

C.7.2 Plasmid zur Produktion der ATP7B N-Domane

Das Gen fiir das Fusionsprotein der N-Doméne des ATP7Bs mit dem IMPACT-Tag

liegt auf dem Plasmid pTYB12 (NEB) (vgl. Abb. C.4) und steht dort unter der

Kontrolle eines LAC-Promotors. Das Plasmid verfiigt iiber eine f—Lactamase als

Resistenzmarker und wurde von Amelie Stalke bereitgestellt 3.

3 Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Nils von Neuhoff (ehemals Medizinische Hochschule Hannover (MHH)),

inzwischen Universitdt Duisburg-Essen / am Universitédtsklinikum Essen)
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AmpR promoter

pTYB12_ATP7B_II
7868 bp

Abb. C. 4: Schematischer Aufbau des ATP7B—Plasmids

C.7.3 Bakterielle Stamme

E. coli BL21 (DE3)
E. coli K12
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