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Zusammenfassung

Sowohl in der Proteom-Forschung als auch in der biotechnologischen Proteinproduktion sind
zuverldssige Methoden fiir den Nachweis von Proteinen unverzichtbar. Microarrays stellen
aufgrund ihrer hohen Parallelisierbarkeit eine bedeutende Technik der Proteinanalytik dar.
Die bisher entwickelten Protein-Microarrays basieren in erster Linie auf Antikorpern, welche
das Targetprotein erkennen und binden. Eine vielversprechende Alternative zu Antikérpern
sind Aptamere. Aptamere sind einzelstringige DNA- bzw. RNA-Oligonukleotide und kénnen
gegen unterschiedlichste Molekiile selektiert werden, wobei sie bei dhnlicher Spezifitit und

Affinitét eine wesentlich hohere Stabilitit als Antikorper aufweisen.

Um die Entwicklung neuer, alternativer Detektionsmethoden in der Protein-Microarray-
Technologie voranzutreiben, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwiefern Aptamere
als Féanger- und Detektionsmolekiile auf Microarrays geeignet sind. Hierbei wurden
aptamerbasierte Microarrays zur Detektion von His-getaggten Proteinen, Antikdrpern
(Immunoglobulinen) sowie einem humanen Wachstumsfaktor (VEGF6s) hergestellt und
charakterisiert. Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die Bereitstellung der
verwendeten Proteine. Wéhrend die Immunoglobuline ausschlieBlich kommerziell erworben
wurden, sind die His-getaggten Proteine rekombinant produziert und aufgereinigt worden.
Das VEGF;¢s wurde nach Klonierung des entsprechenden Gens iiberexprimiert und
aufgereinigt.

Die Entwicklung der aptamerbasierten Microarrays fand zundchst mit anti His-Tag-
Aptameren statt. AnschlieBend konnten die optimierten Protokolle erfolgreich auf die anti F,-
Fragment- und anti VEGF,¢s-Aptamere libertragen und angepasst werden. Im Forward-
Phase-Format wurde die Funktionalitit der Aptamere auf verschiedenen Oberfldchen getestet.
Es konnte gezeigt werden welche Eigenschaften, z.B. die Linge des molekularen Spacers
zwischen Aptamer und Oberfldche, die Proteinbindung malB3geblich beeinflussen.

Dariiber hinaus wurden fluoreszenzmarkierte Aptamere als Detektionsmolekiile im Reverse-
Phase-Format implementiert. Aufgrund der hohen Spezifitit dieses Assays konnte eine
Proteindetektion aus E. coli-Zelllysaten realisiert werden. Dariiber hinaus wurde ein

microarraybasierter Sandwich-Assay zur Detektion von humanem F.-Fragment entwickelt.

Schlagworter: Protein-Microarray, Aptamer, Oberflidchenmodifizierung



Abstract

Reliable methods for protein detection are essential in proteomics and biotechnological
protein production. The possibility of parallel analysis of many samples makes microarrays an
important tool in protein analysis. Until now, primarily protein-microarrays based on
antibodies as capture molecules have been developed. A strong alternative is the application
of aptamers on protein microarrays. Aptamers are single stranded DNA or RNA
oligonucleotides able to bind different kinds of molecules. They exhibit a higher stability than

antibodies and show similar specificities and affinities for protein binding.

The present work supports the development of new methods for protein detection with
aptamers utilized as capture and detection molecules. Aptamer-based microarrays for the
detection of His-tagged proteins, antibodies (immunoglobulines) and a human growth factor
(VEGF 65) were produced and characterized. Therefore a main part of this work deals with the
production and purification of the required target proteins. The immunoglobulines were
obtained commercially, but the His-tagged proteins were produced in E. coli followed by
purification. The gene of VEGF 45 was cloned and the growth factor was overexpressed and

purified.

At first, the development of the aptamer microarrays was performed with anti His-Tag
aptamers. After optimization the protocols were successfully transferred and adapted to the
anti F.-Fragment- and anti VEGF¢s- aptamers. The functionality of the aptamers in forward
phase format was tested on various surfaces. As a result, the properties (e.g. length, of the
molecular spacer between aptamer and surface) that affect protein binding significantly were
determined.

Additionally fluorescent-labeled aptamers were implemented as detection molecules on
reverse phase microarrays. As a result of the high specificity of this assay, the analysis of
proteins in complex samples, e.g. cell lysate, was realized. In case of the anti F.-aptamers a

microarray-based sandwich assay was developed finally.

Key words: protein microarray, aptamer, modification of surfaces
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Einleitung und Aufgabenstellung

Bereits Mitte der 90er wurden die ersten DNA-Microarrays publiziert [1, 2]. In den
darauffolgenden Jahren hat sich diese Technologie zur Genexpressionsanalyse enorm weiter
entwickelt. Neben dem Anstieg des Angebots kommerzieller Biochips ist ebenso das
verfiigbare Equipment zur Herstellung und Auswertung von DNA-Microarrays expandiert.
Analog dazu wurden immer mehr Publikationen im Bereich der Microarray-Technologie
verzeichnet. Der groBle Vorteil von Biochips liegt an dem mdglichen Hochdurchsatz-
Screening, der Parallelisierbarkeit, der Miniaturisierbarkeit sowie der Automatisierung.

Um neben der Untersuchung des vorliegenden Expressionslevels der Gene eines Organismus
auch eine qualitative sowie quantitative Aussage iiber die translatierten Proteine zu erhalten,
wurde die Implementierung entsprechender Microarrays zur Detektion von Proteinen in
komplexen Proben vorangetrieben. Die Entwicklung dieser Protein-Assays zur Detektion von
Proteinen in komplexen Proben im Microarray-Format verlief wesentlich langsamer als bei
den DNA-Microarrays [3]. Ein konventioneller Protein-Microarray besteht aus einem
Glastrager mit immobilisierten Antikorpern als Féngermolekiile. Im Vergleich zu den relativ
robusten Nukleinsduren weisen Proteine neben der aufwindigeren Herstellung und
Aufreinigung eine komplexe Struktur auf, welche nach dem Koppeln an den Glastrdger ihre
Konformation und damit ihre Bindungseigenschaft verliert. Die grofite Herausforderung
bestand daher zunidchst in der Entwicklung eines geeigneten Materials zur Protein-
Immobilisierung auf Microarrayslides. Die hochsten Bindungskapazititen unter Erhalt der
nativen Konformation konnen mit dreidimensionalen Substraten, wie z.B. Nitrocellulose oder
Hydrogelen erzielt werden [4-7]. Aufgrund der geringen Stabilitdit der immobilisierten
Antikorpern und somit begrenzten Lagerungsmdglichkeit ist eine umfangreiche kommerzielle
Vermarktung dieser Protein-Biochips schwierig [8].

Eine interessante und vielversprechende Alternative stellt die Verwendung von Aptameren als
Féngermolekiile auf Protein-Microarrays dar. Bei Aptameren handelt es sich um
einzelstringige Oligonukleotide, welche spezifische Bindungen mit einer Vielzahl an
Molekiilen eingehen. Aptamere sind wesentlich stabiler als Antikorper und koénnen nach der
Targetbindung wieder regeneriert werden. Zudem lassen sie sich leicht chemisch
modifizieren, was einerseits die Immobilisierung der Aptamere erleichtert und z.B. nach einer

Fluoreszenzmarkierung auch ihren Einsatz als Detektionsmolekiil ermdglicht. Mithilfe des
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SELEX-Verfahrens zur in vitro-Selektion von Aptameren, kdnnen diese gegen eine Vielzahl
von Molekiilen generiert werden, was beispielsweise die Entwicklung von Microarrays zur

Detektion von Wirkstoffen oder Toxinen ermoglicht.

Im Rahmen dieser Dissertation sollen neue, robustere und empfindlicherere Methoden zur
Detektion von Proteinen mithilfe von Aptamer-Microarrays entwickelt werden. Die
bisherigen, publizierten Arbeiten auf dem Gebiet der Aptamer-Microarray-Technologie
lieferten dabei den Grundstein fiir den Aufbau von aptamerbasierten Forward-Phase-,
Reverse-Phase- und Sandwich-Formaten [9-12]. Zur Etablierung und Optimierung der
Methoden wurde zundchst auf ein Aptamer zur Detektion verschiedener His-getaggter
Proteine zuriickgegriffen. AnschlieBend kamen ebenfalls Aptamere gegen humanes IgG und
VEGF¢ss zum Einsatz. Um langfristig gesehen eine vergleichsweise kostengiinstige
Produktion des VEGF in E. coli zu realisieren wurde in dieser Arbeit eine Klonierung des
Gens aus dem Vektor einer CHO-Zelllinie in einem geeigneten E. coli-Expressionsvektor
durchgefiihrt und eine Aufreinigung durchgefiihrt.

Um ihr Zielmolekiil binden zu konnen, miissen sich die Aptamere in eine spezielle
dreidimensionale Struktur falten. Aus diesem Grund stellt bei der Entwicklung von Aptamer-
Chips die Immobilisierung der Aptamere auf festen Oberfldchen die groBte Herausforderung
dar. Neben der Untersuchung verschiedenster Immobilisierungsstrategien von Aptameren im
Forward-Phase-Format soll in dieser Arbeit zudem geklirt werden, ob Aptamere neben ihrer
Funktion als Fangermolekiile auf Microarrays auch im Reverse-Phase-Format zur Detektion
eingesetzt werden konnen.

Im Bereich der antikdrperbasierten Microarray-Technologie zeigen Sandwich-Assays eine
weitaus hohere hohere Sensitivitdt und Spezifitit als die anderen Formate [13, 14]. Daher
wurde mithilfe der gewonnenen Informationen iiber das Bindungsverhalten der Aptamere die
Entwicklung eines Aptamer-Sandwich-Assays auf Basis von fluoreszenzmarkierten

Aptameren vorangetrieben.
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1 Theoretische Grundlagen

1.1 Aptamere

Aptamere sind synthetische einzelstringige Oligonukleotide, bestehend aus RNA- oder DNA-
Abschnitten mit einer Linge von 25 bis 80 Nukleotiden, welche unter Ausbildung einer
dreidimensionalen Konformation verschiedenste Molekiile mit hoher Affinitit und Spezifitat
binden koénnen [15-18]. Das Wort Aptamer leitet sich von dem lateinischen Wort aptus

(passend, geeignet) und dem griechischen Wort meros (Teil) ab.

Bereits in den 1980er Jahren wurden natiirlich vorkommende, einzelstringe RNA-Molekiile
mit enzymatischen Eigenschaften, sogenannte Ribozyme, entdeckt, welche analog zu
Enzymen chemische Reaktionen in Zellen katalysieren [19]. Wenige Jahre spiter war es
mithilfe =~ der  damals  neuartigen =~ PCR-Technik  moglich, jede  beliebige
Desoxyribonukleotidsequenz in vitro zu erzeugen, worauthin auch die Synthese funktioneller
Oligonukleotide vorangetrieben wurde. Neben den schon bekannten Ribozymen, wurden auf
diese Weise die Aptamere als vielversprechende Bindungsmolekiile entdeckt. In den letzen
zehn Jahren wurden Aptamere gegen eine Vielzahl an Bindungspartnern entwickelt, unter
anderem gegen Nukleotide [20, 21], sowie diverse Peptide und Proteine [22, 23], aber auch
organische Molekiile [15, 24], anorganische Ionen [25, 26] und sogar ganze Zellen [27, 28]
konnen von Aptameren spezifisch erkannt und gebunden werden. Der grofle Vorteil von
Aptameren als Fangermolekiile in biochemischen Nachweis-Assays liegt im Vergleich zu
Antikorpern in ihrer hohen chemischen Stabilitét, der relativ einfachen Entwicklung mittels
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponentional enrichment) und der niedrigen
Immunogenitit. Desweiteren konnen Aptamere leicht mit Farbstoffen modifiziert werden,
was im Bereich der Analytik eine entscheidende Rolle spielt. Neben der Anwendung als
sogenannte ,,Detectamere® finden Aptamere auch Einsatzmdglichkeiten als Therapeutika oder

als Affinitdtsmolekiile in der Aufreinigung.

Im folgenden Abschnitt werden die Eigenschaften von Aptameren und ihre Herstellung
genauer erldutert. Ferner werden verschiedene Anwendungen vorgestellt, in denen Aptamere

bereits eingesetzt werden.
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1.1.1 Aptamerstrukturen und Strukturaufkléirung

Die Erkennung und Bindung von Molekiilen (Targets) durch Aptamere basiert auf der
speziellen dreidimensionalen Aptamerstruktur. Es werden dabei zwei Strukturelemente

unterschieden: sekundére und tertidre Elemente.

Die Sekundirstrukturen bestehen aus Wasserstoffbriickenbindungen zwischen zueinander
komplementdren Nukleinbasen und sind in erster Linie von der Sequenz, also der
Nukleotidabfolge des Aptamers abhédngig. Bekannte Formen sind z.B. loops, mismatches oder
junctions (Abbildung 1.1) [29, 30], aber auch pseudoknots. Ein pseudoknot entsteht, wenn
sich Basen auf3erhalb des stem-loops mit Basen innerhalb des loops paaren und dadurch eine

zweite stem-loop-Struktur ausgebildet wird (Abbildung 1.2).

g

Abbildung 1.1 Darstellungen moglicher Sekundérstrukturelemente von Aptameren. (A) stem-loop,
(B) mismatch, (C) three-way junction [31].

Die weitaus komplexeren Tertidrstrukturen bilden sich durch Wechselwirkungen von
vorhandenen Sekundirstrukturelementen aus [29, 31]. Tinocco et al. (1999) behaupten, dass
bei der Formierung tertidrer Strukturen die Sekundérelemente nicht verdndert werden. Nur
Bereiche mit geringer Stabilitit, wie z.B. kissing-hairpins, werden durch die

Wechselwirkungen beeinflusst und verandert [29].

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Entstehung eines pseudoknots [31].

Verschiedene Metallionen konnen sekundére- und tertidre Oligonukelotidstrukturen aufgrund
von Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen Zucker-Phosphatriickgrat der
Nukleotidsequenz stabilisieren [29, 30, 32]. Die Bindungsstellen der lonen werden metal
binding sites genannt. In Sekundédrstrukturen sind diese Bindungsbereiche ,,vorgefaltet®, d.h.

die Struktur existiert auch ohne die Anwesenheit von Metallionen und dndert sich auch nicht
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bei Anwesenheit dieser. Andere metal binding sites bilden sich wihrend der Ausbildung der
Tertidrstrukturen. In einigen Fillen kdnnen tertidre Strukturelemente nur in Anwesenheit der
Metallionen existieren [29].

Bei der Formierung von kissing-hairpins werden beispielsweise Magnesiumionen gebunden
[33], wohingegen monovalente Ionen die Ausbildung von G-Quadruplexstrukturen
begiinstigen. Dabei handelt es sich um vierstringige inter- oder intramolekulare Strukturen,
bestehend aus einer quadratischen Anordnung von Guaninmolekiilen. Bei Aptameren kdnnen
G-Quadruplexe auftreten, wenn diese einen hohen Anteil an Guanin aufweisen [34]. Das in
dieser Arbeit verwendete Aptamer V7tl gegen VEGF 65 weist eine G-Quadruplexstruktur auf
(siche Abschnitt 2.1.3). Nonaka et al. (2010) konnten zeigen, dass die Bindung des VEGF 5
an V7t1 bei Anwesenheit von Kaliumionen besonders begiinstigt wird [34].

Der groBle Vorteil der metallionenabhédngigen Strukturausbildung ist die Mdglichkeit einer
einfachen Regenerierung des Aptamers, d.h. Abspaltung des Targetmolekiils durch
Entfernung der Ionen, z.B. bei divalenten Kationen mit chelatisierenden Reagenzien wie

EDTA.

Um Informationen iiber die Faltungsmoglichkeiten eines Aptamers und somit iiber die
Stabilitdit und Ionenabhéngigkeit der Struktur zu erhalten, ist eine Strukturvorhersage
hilfreich. Zur Berechnung der Sekundirstrukturen von einzelstringigen Oligonukleotiden
stehen viele frei zugingliche Programme, wie z.B. Mfold', RNA-fold® oder Kinefold® zur
Verfligung. Die Programme basieren dabei auf verschiedenen mathematischen Faltungs-
Algorithmen, die anhand der Nukleotidsequenzen der DNA- oder RNA- Stringe mdgliche
Sekundirstrukturen iiber die Berechnung der Anderung der Freien Energie (AG) bestimmen
[35, 36]. Wihrend bei RNA-fold und Kinefold neben der Sequenz keine weiteren Parameter
in die Berechnung eingehen, konnen mit Mfold auch die Temperatur und die im Umfeld des
Aptamers vorherrschende Natrium- und Magnesiumionenkonzentration beriicksichtigt
werden. Aus diesem Grund wurde Mfold in dieser Arbeit zur Strukturvorhersage der
verwendeten Aptamere eingesetzt (siche Abschnitt 2.1).

Mfold basiert auf der Verwendung eines von Michael Zuker entwickelten Algorithmus [37].

Die Struktur, bei welcher die Anderung der Freien Energie am stirksten negativ ist, wird

! http://mfold.bioinfo.rpi.edu/
? http://rna.tbi.univie.ac.at/
3 http://kinefold.curie. fr/

-14 -



automatisch als die stabilste und somit wahrscheinlichste Form angesehen. Generell ist jedoch
zu bedenken, dass je nach duBleren Bedingungen (Puffer, Temperatur, lonenkonzentrationen,
pH-Wert, etc.) verschiedene Aptamerstrukturen im Gleichgewicht nebeneinander vorliegen
konnen [29].

Die Bestimmung der genauen dreidimensionalen Struktur von funktionellen Nukleinséuren ist
hilfreich zur Untersuchung von Aptamer-Target-Wechselwirkungen. Ebenso erleichtern die
Kenntnisse liber die Struktur der Bindungsregionen die Entwicklung neuer Aptamere. Bisher
konnen dreidimensionale Aptamerstrukturen nur iiber experimentelle Messungen mithilfe der
Rontgendiffraktometrie oder spezieller NMR-spektroskopischer Methoden zuverléssig
bestimmt werden [29, 38-40]. Das strukturell wohl am besten charakterisierte Aptamer ist das

DNA-Aptamer gegen Thrombin [41].

thrombin binding site

Abbildung 1.3 Darstellung der dreidimensionalen Quadruplexstruktur des anti Thrombin-Aptamers
[41].

Durch H'-NMR-Spektroskopie konnte die dreidimensionale Struktur dieses Aptamers
vollstindig aufgeklédrt werden. Die Struktur besteht aus einer Quadruplexstruktur mit zwei G-
Quartetts, welche iiber zwei TT-loops und einen TGT-loop verbunden sind (Abbildung 1.3)
[41-43].

1.1.2 Bindungsmechanismen

Die Bindung von Aptamer und Target basiert auf Wasserstoftbriickenbindungen,
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen, sowie Stapelwechselwirkungen

zwischen n-Systemen [44, 45].

Beim einfachsten Fall von Aptamer-Target-Bindung ist die Struktur des Aptamers schon in

Abwesenheit des Targets komplett korrekt geformt. Das Target wird analog zu Enzym-
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Substrat-Komplexen nach dem ,,Schliissel-Schloss-Prinzip*“  (key-lock-Mechanismus)
gebunden. Bekannt ist dies fiir das zuvor beschriebene DNA-Aptamer (siche Abschnitt 1.1.1),
welches Thrombin bindet [46]. Der Bindungsmechanismus konnte in diesem Fall aus NMR-

spektroskopischen Messungen abgeleitet werden.

Dem Grofteil der Aptamere liegt ein anderer Bindungsmechanismus zugrunde. Das Aptamer
weist in Abwesenheit des Zielmolekiils bereits ,,vorgefaltete® Strukturelemente auf, bildet die
endgiiltige  Struktur aber erst wihrend des Bindungsvorgangs aus. Dieser
Bindungsmechanismus wird, ebenfalls in Anlehnung an die Enzymnomenklatur, als adaptive
Bindung, bzw. induced-fit bezeichnet [47]. Induced-fit-Mechanismen konnten mithilfe der
beschriebenen Untersuchungsmethoden fiir die meisten bekannten Aptamer-Target-Komplexe
bestétigt werden. Ein gutes Beispiel dafiir ist ein Aptamer gegen Theophyllin [48]. Sobald das
Theophyllin sich dem Aptamer ndhert, bilden zwei internal-loop Regionen eine
hochstrukturierte Bindungstasche aus. Bei Anwesenheit strukturell &hnlicher Methylxanthinen

(z.B. Coffein, Theobromin) wird keine entsprechende Struktur ausgebildet.

Der induced-fit-Mechanismus wurde auch fiir eine aus Anwendersicht besonders interessante
Form von Aptameren nachgewiesen, fiir die Aptamer-Beacons. In Abbildung 1.4 ist eine
solche Struktur gezeigt. Auch bei den Aptamer-Beacons handelt es sich um rein kiinstliche
Konstrukte, deren Entwicklung durch vorangegangene Strukturberechnungen erleichtert wird.
Bei dieser Art von Aptameren werden jeweils an den Enden des Oligonukleotidstrangs ein
Fluorophor und ein passender ,Fluoreszenzloscher (Quencher) gebunden. Die
Oligonukleotide sind so konstruiert, dass aufgrund der komplementédren Sequenzen Farbstoff
und Quencher rdumlich nah beieinander liegen. Daraus resultierend liegt das Aptamer in einer

stem-loop-Struktur vor.

Zielmolekdl
\.
Fluorophor N Fi
uoropnor -
] Quencher uoreszenz

Signal

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Aptamer-Beacons.

Die Bindung des Zielmolekiils induziert eine Konformationsinderung des Aptamers,

woraufhin sich der Abstand zwischen Fluorophor und Quencher vergréfert und dadurch eine
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messbare Erhohung der Fluoreszenzintensitét entsteht [16, 49, 50]. Da das Fluoreszenzsignal
proportional mit der Anzahl an gebundenen Zielmolekiilen ansteigt, stellen Aptamer-Beacons
eine vielversprechende Variante zur Detektion von unmarkierten Proteinen oder anderen

Molekiilen dar.

Basierend auf den klassischen key-lock- und induced-fit-Mechanismen sind auch weitere
Bindungsformen zwischen Aptamer und Zielmolekiil denkbar. Williams et al. (2000)
berichten beispielsweise von RNA-Protein-Komplexen, welche sich durch einen
beiderseitigen induced-fit bilden. Neben der Oligonukleotidstruktur kdnnen sich also auch
Proteinstrukturen wéhrend der Bindung @ndern, um einen stabilen Komplex zu formen [51].
Festzuhalten bleibt, dass der jeweilige Bindungsmechanismus von Aptamer zu Aptamer
verschieden ist und daher fiir jeden Aptamer-Target-Komplex gesondert betrachtet werden
muss.

Fir die Charakterisierung und den Vergleich von Aptamer-Target-Komplexen ist die
Bestimmung der Bindungsstirke unerldsslich. Da die Aptamer-Target-Bindung auf einem
Gleichgewichtszustand analog zu Enzym-Substrat-Komplexen basiert, kann die
Bindungsstérke iiber die Dissoziationskonstante Kp ermittelt werden. Der Kp-Wert gibt dabei
an, wo sich in einer Dissoziationsreaktion das Gleichgewicht einstellt. Je hoher die Affinitét
des Aptamers zu seinem Zielmolekiil ist, umso niedriger ist der Kp-Wert. Tabelle 1.1 zeigt
eine Auswahl verschiedener publizierter DNA- und RNA-Aptamere mit ihren Kp-Werten.
Die meisten Aptamere haben Dissoziationskonstanten im pico- bis nanomolaren Bereich.
Vielfach weisen Aptamere &hnliche oder niedrigere Kp-Werte als die entsprechenden

Antikorper-Target-Bindungen auf [52].

Tabelle 1.1 Ubersicht verschiedener Aptamere und ihre Dissoziationskonstanten (Kp).

Aptamer Target Kp-Wert in nM  Referenz
DNA Ethanolamin 0,006 [24]
RNA P-Selectin 0,02 [53]
RNA Thrombin 0,05 [54]
DNA L-Selectin 1,8 [55]
DNA Vascular endothelial growth factor (VEGF) 1,4 [34]
RNA Interferon-y 2,7 [56]
DNA Immunoglobulin E (IgE) 30 [57]
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Generell sind sowohl DNA- als auch RNA-Aptamere fahig, eine grole Anzahl an Molekiilen
mit ausreichender Affinitdt zu binden, jedoch ist die Handhabung bei RNA-Aptameren
aufgrund ihrer geringen Stabilitdt gegeniiber Sduren, Basen sowie Endonukleasen erschwert.
Dies kann durch geeignete Modifikation der Sequenzen, z.B. mit 2’-Fluoro- oder
2’-Aminogruppen, minimiert werden [58, 59].

Die Bestimmung der Kp-Werte von Aptamer-Target-Komplexen wird experimentell iiber
Affinitdtschromatographie mittels isokratischer Elution bestimmt [60]. Dabei wird eine
bestimmte Menge an Zielmolekiil auf einer Affinititssdule immobilisiert und anschlieBend
das Aptamer in zunehmender Konzentration auf die Sdule gegeben. Anhand der Menge an
Aptamer in den gesammelten Fraktionen kann eine Bindungskurve aufgenommen werden,

woraus die Dissoziationskonstante ermittelt wird [61].

Durch den Einsatz von multifunktionalen Aptamer-Konstrukten kann die Bindung zwischen
Aptamer und Target mafigeblich gesteigert werden, was auch als Aviditétseffekt bekannt ist.
Laut géngiger Definition ist die Aviditét die Kraft einer multivalenten Bindung. Sie ist bereits
von Antikérpern bekannt [62, 63]. Bei Enzym-Substrat-Komplexen kann sich die
Bindungsstirke durch den Aviditdtseffekt um mehr als das 1000-fache erhohen. Nicht zu
verwechseln mit der Aviditit ist die Affinitdt, wobei es sich um das Mal fiir die Stidrke einer

monovalenten Antigen-Antikdrper-Bindung handelt.

2
J
e
Fibrinogen-
: 34 nm .
Bindungsstelle Thrombin Heparin-

Bindungsstelle

Abbildung 1.5 Darstellung eines Aptamer-Dimers spezifisch gegen Thrombin [64].

Werden zwei Aptamere, spezifisch gegen unterschiedliche Epitope eines Targets, miteinander
verkniipft (Multifunktionalitit), so kann die Aviditdt und somit auch die Affinitit zum
Targetmolekiil erhoht werden. Hasegawa et al. (2008) verwendeten beispielsweise zwei
Aptamere gegen Thrombin, welche an gegeniiberliegenden Bindungsstellen (Fibrinogen- und
Heparin-Bindungsstelle) des Thrombins binden. Durch Verkniipfung der Aptamere iiber einen

Thymin-Linker, wird das Thrombin an zwei Bindungsstellen erkannt und gebunden
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(Abbildung 1.5). Das Aptamer-Dimer zeigt eine deutlich erhdhte Affinitdt zu Thrombin als
die beiden Monomere [64].

Die Dimerisierung von Aptameren konnte kiinftig vor allem im Bereich der Sensorik oder
Aufreinigung von Vorteil sein. Denkbar ist auch die Immobilisierung eines Aptamer-
Gemischs spezifisch gegen unterschiedliche Bindungsstellen des Zielmolekiils. Hierdurch
wird das Zielmolekiil an mehrere Aptamere gleichzeitig gebunden, wodurch die
Bindungsstirke deutlich erhoht wird und somit zu niedrigeren Detektionsgrenzen eines

aptamerbasierten Assays beitragen kann.

1.1.3 Selektion von Aptameren

Aptamere werden in vitro mithilfe eines als SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential Enrichment) bezeichneten Prozesses entwickelt. Diese Methode ist Anfang der
1990er Jahre von Tuerk und Gold [65] sowie Szostak [66] unabhdngig voneinander
entwickelt worden. Sie basiert auf der spezifischen Erkennung und Bindung von
Oligonukleotiden an Zielstrukturen und ermdglicht so die Gewinnung der geeignetsten
Aptamersequenzen gegen eine Vielzahl verschiedener Molekiile [67]. Im Folgenden werden

die einzelnen Schritte und die wichtigsten Varianten der SELEX vorgestellt.

1.1.3.1 Konventionelles SELEX-Verfahren

In Abbildung 1.6 sind die einzelnen Schritte des konventionellen SELEX-Verfahrens
dargestellt. Das Zielmolekiil wird auf einer festen Phase, meist einer Affinititssdule bestehend
aus Agarose oder Sepharose [66, 68], immobilisiert. AnschlieBend findet die Inkubation mit
einer moglichst umfangreichen Oligonukleotidbibliothek (Pool), bestehend aus DNA- oder
RNA-Sequenzen, statt.

Die initial verwendeten Oligonukleotidbibliotheken bestehen aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Sequenzen [69, 70], welche vollstindig durch chemische Synthese
hergestellt werden. Die groBBe Vielfalt des DNA-Pools ist dadurch gewihrleistet, dass jedes
einzelne, synthetisierte Oligonukleotidmolekiil eine einmalige Sequenz aufweist. In der Regel
sind dies 40 Nukleotide lange random-Regionen, welche von zwei Primerbindungsstellen

flankiert werden, wodurch sich bei vier verschiedenen Basen insgesamt 4% (=1,2:10*
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mogliche Sequenzabfolgen ergeben. In der Praxis ist jedoch die Komplexitit im verwendeten
MikromolmaBstab auf 10'* bis 10" individuelle Sequenzen limitiert [19, 71]. Die &uBeren
Nukleotidabschnitte stellen die zur Amplifikation der Oligonukleotide ndétigen Primer-

Bindungsstellen dar und haben eine Linge im Bereich von 20-25 Nukleotide (Abbildung 1.7).

Oligonukleotid-Bibliothek
O.',F.
L ]
L ] Zielmolekiile
Start @ (immobilisiert)
L

Blndung

&

Erneute

Inkubation Waschen nlchl bindende
<, Sequenzen
SELEX- Prozess
]
Amplifikation
und Reinigung

Elution

%0

bindende

Sequenzen &
L ]
L

Abbildung 1.6 Schematische Darstellung des SELEX-Prozesses zur Gewinnung von Aptameren.

Die Zusammensetzungen der Pools werden mit zunehmender Kenntnis {iber besonders
geeignete Strukturelemente flir die hochspezifische und sehr affine Bindung von

Zielmolekiilen, wie z.B. Quadruplexstrukturen, stindig verbessert.

5] | random-Region (zB. N,)) | I3

\ Primerbindungsstelle /

20-25 nt
Abbildung 1.7 Aufbau des verwendeten Oligonukleotidpools fiir den SELEX-Prozess.

Im weiteren SELEX-Verlauf werden die Sequenzen, welche keine oder nur eine geringe
Affinitdt zum Zielmolekiil aufweisen, durch verschiedene Waschschritte von der Siule
entfernt. Die stirker bindenden Sequenzen werden anschlieBend eluiert, mit PCR amplifiziert
und bilden dann einen verkleinerten Pool fiir einen weiteren SELEX-Zyklus. Diese Prozedur
wird solange wiederholt, bis nur noch eine kleine Auswahl an sehr stark bindenden

Sequenzen im Oligonukleotid-Pool vorliegt. Normalerweise sind hierfiir etwa zehn bis 15
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Zyklen nétig [71]. Die erhaltenen Sequenzen werden im Anschluss an die SELEX amplifiziert
und sequenziert. Im Nachhinein werden sie einzeln hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften
gegeniiber dem Zielmolekiil untersucht. Die Dauer des gesamten Prozesses inklusive
abschlieBender Klonierungen mit Sequenzierungen dauert etwa zwei Monate [71]. Ist die
Aptamersequenz einmal bekannt, kann das Aptamer relativ einfach und kostengiinstig mit
chemischer Festphasensynthese produziert werden.

Sind spezielle Eigenschaften der erhaltenen Sequenzen gewiinscht, kann der SELEX-Prozess
durch gezielte Variation angepasst werden. In einer so genannten Counter-SELEX konnen
Aptamere mit stark erhOhter Spezifitit gewonnen werden, welche auch zwischen sehr
dhnlichen Strukturen, wie z.B. Enantiomeren, unterscheiden kénnen [72, 73]. Hierflir wird
nach der Elution der bindenden Sequenzen ein zusdtzlicher Inkubationsschritt mit einem
strukturverwandten Molekiil eingebaut. Jeong et al. (2010) gelang es mithilfe dieser Methode
beispielsweise Aptamersequenzen zu generieren, welche spezifisch an aktives PSA
(prostataspezifisches Antigen), aber nicht an inaktives proPSA, binden [74].

Um im Vorfeld die Sequenzen auszuschlieBen, welche unerwiinschte Bindungen mit gewissen
Strukturen eingehen, kann eine Negativ-SELEX vor der eigentlichen SELEX durchgefiihrt
werden [73, 75-77].

1.1.3.2 MonoLEX

Die MonoLEX ist ein einstufiger Selektionsprozess zur Gewinnung von Aptamersequenzen.
Der Prozess startet mit der Inkubation der Nukleinsdurebibliothek mit dem Targetmolekiil,
welches auf einer Affinititssdule immobilisiert ist. Uber eine anschlieBende
Affinitdtschromatographie werden die Oligonukleotide entsprechend ihrer Bindungsstirke
zum Targetmolekiil aufgetrennt. Die Sequenzen, welche weniger starke Wechselwirkungen
mit dem Target eingehen, wandern schneller durch die Séule als solche mit starken
Wechselwirkungen. Durch eine anschlieBende Aufteilung der Sdule in einzelne Segmente
konnen die hochaffinen Sequenzen separat eluiert, amplifiziert und analysiert werden [78].
Die in dieser Arbeit verwendeten Aptamere gegen humanes F.-Fragment stammen aus einem

MonoLEX-Prozess der Firma AptaRes.
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1.1.3.3 FluMag-SELEX

Die FluMag-SELEX unterscheidet sich von dem konventionellen Selektionsverfahren durch
die Verwendung von Fluoreszenzsfarbstoffen zur Quantifizierung der Nukleinsduren [79, 80].
Bei diesem Verfahren werden die Targets an magnetische Partikel (Magnetic Beads)
gekoppelt. Der grofle Vorteil in der Verwendung von Magnetic Beads liegt zum einen in der
geringeren Menge an bendtigtem Target und zum anderen in der automatisierbaren und
schnellen magnetischen Separationstechnologie. Dies steigert die Effizienz des gesamten
Prozesses. Durch die Fluoreszenzmarkierung der gebundenen Aptamere nach dem ersten
Selektionszyklus kann die Abreicherung der nicht bindenden, sowie die Anreicherung
targetspezifischer Aptamere wiéhrend der SELEX kontrolliert werden. Die eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe konnen nach Abschluss des Selektionsprozesses fiir die weitere

Analyse und Anwendungen von den Oligonukleotiden entfernt werden.

1.1.4 Anwendungen von Aptameren

Die Einsatzmoglichkeiten von Aptameren sind aufgrund ihrer vergleichsweise hohen
Stabilitdit und einfachen Herstellung sehr vielfdltig. Aktuell stellt die biologische und
chemische Analytik den Haupteinsatzbereich dar, in welcher Aptamere in sogenannten
»Aptasensoren® Anwendung zur Detektion verschiedenster Substanzen, wie z.B. Biomolekiile
oder Toxine finden [81, 82]. Ein Grofteil der in der Literatur beschriebenen Aptasensoren
dient zur Detektion des Proteins Thrombin, da das Aptamer gegen Thrombin hinsichtlich der

Struktur und des Bindungsmechanismus bestens charakterisiert ist.

Neuere Entwicklungen im Aptamersektor erweitern ihre Einsatzmoglichkeiten aber stdndig.
So werden Aptamere heute auch im medizinischen Bereich zur Diagnostik und Behandlung
von Krankheiten oder bei der Entwicklung von Medikamenten eingesetzt [18, 83, 84]. Der
grole Vorteil von Aptameren liegt dabei in ihren geringen bzw. nicht immunogenen
Eigenschaften. Ebenso kann die Pharmakokinetik von Aptameren durch gezielte chemische
Modifikationen verbessert werden [18, 85]. Ein weiteres sehr interessantes
Anwendungsgebiet stellt die Aufreinigung von Proteinen dar [86]. Bereits 1999 konnte ein

rekombinantes Ig-Fusionsprotein iiber einen L-Selektin-Tag aus dem Uberstand
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eukaryotischer  Zellkultivierungen mithilfe einer Aptamer-Affinitdtschromatographie

aufgereinigt werden [87].

Der folgende Abschnitt gibt eine Ubersicht iiber besonders anschauliche Anwendungen von
Aptameren in der Biosensorik, wobei auf eine spezielle Art von Aptasensoren, die

aptamerbasierten Protein-Microarrays, in Kapitel 1.2 ausfiihrlich eingegangen wird.

1.1.4.1 Aptasensoren

Biosensoren ermoglichen eine schnelle, giinstige und benutzerfreundliche Detektion von
Analyten in realen Proben, wie z.B. Glucose oder Lactat im Blut [88, 89] oder die Kontrolle
von Bioprozessen. Bisher wurden neben Enzymen und Mikroorganismen hauptsidchlich
Antikorper als Biorezeptoren in der Biosensorik verwendet [90-92]. Aptamere sind eine
vielversprechende Alternative zu Antikdrpern, da sie viel robuster sind und gezielt modifiziert
werden konnen, was eine Fluoreszenzmarkierung und eine gerichtete Immobilisierung auf
festen Oberflachen ermdoglicht [68]. Zudem ist durch eine leicht mogliche Regenerierung der
Aptamere eine Wiederverwendbarkeit der Aptasensoren gewdhrleistet. Die Detektion bei
Biosensoren auf Aptamerbasis erfolgt iiber optische, elektrische oder akustische Signale.
Optische Sensoren basieren z.B. auf fluoreszenzmarkierten Zielmolekiilen, welche von
immobilisierten Aptameren spezifisch und hochaffin gebunden werden [93], was durch ein
steigendes Fluoreszenzsignal gemessen werden kann. Lee und Walt verdffentlichten

beispielsweise 2000 einen fluoreszenzbasierten Aptasensor zur Detektion von Thrombin [94].

In anderen Ansidtzen werden Aptamere gezielt mit speziellen Nanopartikeln, welche als
Fluorophore fungieren, funktionalisiert um anschlieBend eine visuelle Detektion des
Zielmolekiils zu erreichen [95]. Diese Nanopartikel, auch Quantum Dots genannt, bestehen
aus Metalloxiden, besitzen spezielle optische Eigenschaften und sind in verschiedenen
GroBen (1-100 nm) kommerziell erhiltlich. Da die Streuintensitdt des Lichts stark von der
TeilchengroBBe abhingt, ist eine anwendungsspezifische Auswahl der Nanopartikel moglich
[96, 97]. Je groBer der Partikel umso groBer ist die Wellenldnge des Emissionsmaximums.
Der grof3e Vorteil an Nanopartikeln liegt in der sehr leicht durchzufiihrenden Modifizierung
mit kovalenten Linkern, was eine gerichtete Bindung an das Aptamer ermdglicht, sowie in der

hohen Quantenausbeute und Fluoreszenzintensitit. Walter et al. (2010) gelang es, ein
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Aptamer gegen prostataspezifisches Membranantigen (PSMA) an Goldnanopartikel zu binden

und die Detektion von PSMA in menschlichem Prostatakrebsgewebe zu realisieren [98].

Auch Aptamer-Beacons werden als Basis von Aptasensoren eingesetzt. Die erste Entwicklung
in diesem Bereich diente zur Detektion des Proteins Thrombin [49]. Andere Proteine als
Target sind ebenfalls in der Literatur beschrieben [99, 100]. Tuleuova et al (2010)
konstruierten einen bimolekularen Aptamer-Beacon-Assay mit welchem das Protein
Interferon-Gamma nachgewiesen werden konnte (Abbildung 1.8). Das targetbindende und
immobilisierte Aptamer trdgt ein Fluorophor und ist mit einem komplementiren
Oligonukleotidstrang hybridisiert, welcher den entsprechenden Quencher trigt. In
Anwesenheit des Targets verdndert sich durch die Targetbindung die Aptamerstruktur und die
Bindung zum Oligonukleotidstrang des Quenchers geht verloren, wodurch das
Fluoreszenzsignal nicht mehr unterdriickt wird und gemessen werden kann [50].

O Fluorophor

Quencher

A A&
Glasoberfléche Glasoberflache
Aptamer vor Targetbindung Aptamer nach Targetbindung
Geringe Fluoreszenz Hohe Fluoreszenz

Abbildung 1.8 Schematische Darstellung eines bimolekularen Aptamer-Beacons zur Detektion von
Interferon-Gamma [50].

Die Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR, surface plasmon resonance
spectroscopy) stellt eine weitere Detektionsstrategie dar. Hierfiir ist eine mit diinnem
Goldfilm beschichtete Oberfliche ndtig, welche mit polarisiertem und monochromatischem
Licht bestrahlt wird. Hierbei kommt es zur Totalreflexion des Lichts an der Goldoberfléche.
Durch eine Wechselwirkung des Lichts (Resonanz) mit den freien Elektronen der
Goldoberfliche, welche das sogenannte Elektronenplasmon  bilden, ist im
Intensititswinkelspektrum des totalreflektierten Lichts ein Minimum zu beobachten. Dieses
Intensitdtsminimum tritt in einem ganz bestimmten Winkel auf. Wird ein biotinyliertes
Aptamer iiber Streptavidin an die Goldoberfliche gekoppelt so dndert sich nach Bindung des

Analyten die Resonanzenergie der Plasmonen und die daraus resultierende Verschiebung des
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Winkels kann gemessen werden. Tombelli ef al. (2005) konnte so mit einem RNA-Aptamer
das HIV-1 Tat-Protein detektieren [101]. Aber auch andere Proteine wie z.B. Thrombin und

Immunoglobulin E (IgE) konnten mit SPR bereits nachgewiesen werden [102, 103].

Die elektrochemische Detektion mit Aptasensoren erfolgt {iber die Messung eines
elektronischen Flusses und hat gegeniiber den anderen beiden Strategien den Vorteil einer
sehr hohen Sensitivitét, geringeren Herstellungskosten und guten Miniaturisierbarkeit [104].
Ikeburo et al. (2010) konnten in einem Sandwich-Format das Protein Thrombin mithilfe
elektrochemischer Detektion nachweisen. In einem Sandwich-Format bindet der Analyt an
das immobilisierte Fangermolekiil. Die Detektion findet anschlieBend iiber ein geeignetes
Detektionsmolekiil statt. Im Falle von Aptameren kann von einem sogenanntes ,,Captamer
und ,,Detectamer gesprochen werden [105]. Das ,,Captamer “ wurde bei Ikeburo et al. (2010)
auf einer Gold-Oberfliche immobilisiert und anschlieBend konnte iiber eine
Pyrrolochinolinchinon-abhingige Glucosedehydrogenase (PQQ-GDH), welche an das
»Detectamer* gekoppelt war, nach Zugabe von Glucose erfolgreich Thrombin nachgewiesen
werden [106]. Die Glucose wird nur in Anwesenheit der Dehydrogenase oxidiert, wodurch
ein Elektronenfluss vom ,.Defectamer® zur Goldoberfliche hervorgerufen wird. Dieser
elektrochemische Fluss kann an der Oberfliche gemessen werden und ist proportional zu der

Menge an vorhandenem Analyt.

Ein Sensor aus der Kategorie der akustischen Sensoren basiert auf der Verwendung von
piezoelektrischen Oberflichen, wie z.B. Quarzkristallen. Quarz hat piezoelektrische
Eigenschaften und erméglicht damit eine massenabhédngige Detektion der Aptamer-Target-
Bindung. Bei mechanischer Einwirkung dndert sich die Eigenschwingung des Quarzes. Wird
das Aptamer auf einem Quarzkristall immobilisiert, so bewirkt die Massendnderung wihrend
der Targetbindung ein Absinken der Resonanzenergie des piezoelektrischen Materials [107,
108]. Diese Anderung der Resonanzenergie kann gemessen werden und ist proportional zu

der Menge an gebundenen Targetmolekiilen.

Die Beispiele in diesem Abschnitt zeigen anschaulich das gro3e Potential von Aptameren als
Fangermolekiile in Biosensoren, das bei weitem noch nicht ausgeschopft ist. Die
Detektionsgrenzen der bisher verdffentlichten Aptasensoren liegen im pico- bis nanomolaren

Bereich, was in etwa im gleichen Bereich von Sensoren liegt bei welchen Antikorper als
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Féngermolekiile fungieren [92, 109]. Vor allem das breite Spektrum unterschiedlichster
Sensorformate in welchen Aptameren eingesetzt werden konnen, steigert die Attraktivitéit
ihres FEinsatzes als Biorezeptoren mallgeblich. Ebenso macht die Regenerierbarkeit der
Aptasensoren und die daraus resultierenden Kostenersparnisse Aptamere attraktiv flir die
Uberwachung industrieller Prozesse. Bis Aptasensoren routiniert in der Prozesskontrolle
eingesetzt werden konnen, sind jedoch noch weitere grundlegende Untersuchungen notig. Vor
allem die Detektion mehrerer, verschiedener Analyten in einer Probe (Multiplexing) ist bisher
nur schwer umsetzbar. Die bisher publizierten Aptamere wurden unter den
unterschiedlichsten Selektionsbedingungen gewonnen, was eine parallele Funktionalitit
verschiedener Aptamere in einem Sensor erschwert. Diese Problematik konnte in Zukunft
durch Verwendung gleicher Selektionsbedingungen bei der Gewinnung verschiedener

Aptamere zunehmend umgangen werden.

1.2 Protein-Microarrays

Microarrays, oft DNA- oder Proteinchips genannt, sind analytische Systeme zur Detektion
einer Vielzahl an Analyten (bei DNA-Microarrays z.B. mehr als 10.000 Gensequenzen) auf
kleinstem Raum. Ein Microarray besteht aus einer festen Oberfldche, meist einem Glastréger,
auf welchem diverse Féngermolekiile immobilisiert werden konnen. Die Féngermolekiile
binden mit hoher Spezifitdt die entsprechenden, farbstoffmarkierten Analyten aus der Probe.
Der Bindungserfolg wird in der Regel mithilfe eines speziellen laserbasierten
Fluoreszenzscanners nachgewiesen.

Das Immobilisieren der Fiangermolekiile auf den Microarrays wird mit automatischen
Robotern durchgefiihrt. Die Roboter konnen minimale Mengen (im Pikoliterbereich)
verschiedener Losungen in Form von kleinen Punkten (,,Spots®) in geringen Abstinden auf
die Oberfliche aufbringen. Dieser Vorgang wird auch ,,Spotting* genannt. Prinzipiell werden
zwel Arten von Microarrays unterschieden, die DNA-Microarrays und Protein-Microarrays.
DNA-Microarrays bestehen aus immobilisierten DNA-Fragmenten welche mit den
entsprechenden komplementdren und markierten Nukleotidstrangen in der Probe
hybridisieren. Zur Detektion werden Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt. Nach der rasanten und
geradezu revolutiondren Entwicklung dieser Microarrays zur Untersuchung von

Genexpressionsprofilen ab den spéten 1990er Jahren wurde die Microarray-Technologie auch
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auf andere Biomolekiille ausgeweitet. Aufgrund einer Vielzahl technischer
Weiterentwicklungen, wie Miniaturisierung und Automatisierungen, konnten neben den
Oligonukleotiden und PCR-Produkten auch das Spotten von weiteren Molekiilen, wie z.B.
Proteinen, Peptiden, Kohlenhydraten und sogar lebenden Zellen auf verschiedenen

Trégermaterialien realisiert werden [110].

Protein-Microarrays sind Bioassays, mit welchen Proteine hoch parallelisiert detektiert
werden konnen. Wahrend DNA-Microarrays Informationen auf Transkriptomebene, also iiber
die Gesamtheit aller transkribierten RNA-Molekiile, liefern, kdnnen mit Protein-Microarrays
bereits von der Zelle translatierte, vorhandene Proteine detektiert werden. Parallelisierbare
Protein-Microarrays stellen eine hervorragende Adaption der DNA-Microarray-Technologie

zur Proteomanalyse dar.

Seit dem Aufkommen der Proteinchip-Technologie mit der Jahrtausendwende dienen
Antikorper oder Antikorperfragmente als Fénger- und Detektionsmolekiile auf
konventionellen Protein-Microarrays [111, 112]. Aufgrund der komplexen Eigenschaften von
Proteinen ist die Entwicklung und Anwendung solcher Assays weitaus schwieriger als bei
Nukleinsduren. Vor allem die Immobilisierung stellt eine Herausforderung dar. Oft ist es nicht
moglich, Proteine ohne Verlust ihrer nativen Konformation an planare Oberflichen zu
koppeln [110]. Hierfiir sind spezielle dreidimensionale Oberflachen, wie Nitrocellulose [4,
113] oder Hydrogele [7] ndtig. Ebenso konnen nach Immobilisierung der Proteine die
Bindungsstellen (Epitope) verdeckt sein, wodurch eine nachfolgende Detektion erschwert
wird. Aus diesen Griinden spielt die Untersuchung und Charakterisierung verschiedener

Oberfldchen eine entscheidende Rolle in der Protein-Microarray-Technologie.

Ein wesentlicher Nachteil der Protein-Microarrays ist die geringe Haltbarkeit von nur
wenigen Wochen. Generell stellt schon die Bereitstellung von entsprechenden Mengen an
Proteinen in erforderlicher Reinheit ein weiteres Hindernis wéhrend der Entwicklung von
Protein-Microarrays dar. Es ist daher nicht verwunderlich, dass ein revolutiondrer Durchbruch

der Protein-Microarray-Technologie bisher ausblieb.

Ein vielversprechender Ansatz ist die Verwendung von Aptameren anstatt der herkdmmlich
verwendeten Antikorpern. Antikorper konnen nicht ohne weiteres gegen jedes beliebige

Target gewonnen werden, zudem werden sie nur unter physiologischen Bedingungen
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entwickelt. Werden Antikorper modifiziert, beispielsweise mit Farbstoffen, so kann dies die
Aktivitdit maBBgeblich beeinflussen. Aptamere lassen sich wesentlich einfacher an diverse
Farbstoffmolekiile oder funktionelle Gruppen zur Kopplung an die Chip-Oberflachen binden.
Sie konnen im Gegensatz zu Antikdrpern nicht nur gegen Proteine sondern auch gegen viele
andere Molekiile selektiert werden, was die Entwicklung von ganz neuartigen weiteren
Assays, z.B. zur Detektion von Toxinen oder organischen Molekiilen, auf festen Phasen

ermdglicht.

Im Folgenden werden die herkdmmlichen Microarray-Formate sowie verschiedene mogliche
Oberflachenmodifizierungen und Immobilisierungsstrategien in der Microarray-Technologie
vorgestellt. Im Anschluss daran wird ndher auf die Herstellung und Anwendung

aptamerbasierter Microarrays eingegangen.

1.2.1 Microarray- Formate

Protein-Microarrays konnen in drei Formate eingeteilt werden: Forward-Phase, Reverse-

Phase und Sandwich-Format (Abbildung 1.9).

w0 YR

Abbildung 1.9 Schematische Darstellung moglicher antikorperbasierter Microarray-Formate: (A)
Forward-Phase-, (B) Reverse-Phase- und (C) Sandwich-Format.

Im Forward-Phase-Format werden Fiangermolekiile auf der Oberfldche immobilisiert und die
Probe mit den zu detektierenden Analyten wird anschlieBend mit dem Chip inkubiert
(Abbildung 1.9 A). Die gesamte Probe wird dafiir im Vorhinein fluoreszenzmarkiert, aber nur
die gebundenen Analyten werden gemessen. Diese ndtige Modifizierung der Probe stellt hier
den groBBen Nachteil dar, da dies eine groBere Menge an Probenmaterial voraussetzt und eine
gleichmédfige Markierung einer komplexen Probe nicht gewéhrleistet werden kann. Zudem
besteht die Mdglichkeit, dass der Farbstoff an die Epitope des Proteins bindet und somit die
Bindung an die immobilisierten AntikOrper be- oder sogar verhindert [112, 114, 115]. Die

Markierung der Proben erfolgt in der Regel iiber eine kovalente Bindung an Aminogruppen
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des Proteins iiber N-Hydroxysuccinimid oder Isothiocyanat, welche an das Fluorophor
gekoppelt sind.

Eine Alternative bietet hier die Verwendung von markierungsfreien Detektionssystemen, wie
z.B. die Oberfldchenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) (siche Abschnitt 1.3.1) oder
Rasterkraftmikroskopie [114, 116]. Mithilfe der Rasterkraftmikroskopie kdnnen Variationen
des Potentials einer Oberfliche und somit Aussagen iiber das Maf} an gebundenen Analyten
auf dem Microarray gewonnen werden. Der gro3e Vorteil der Forward-Phase-Assays besteht
in der Mdglichkeit, verschiedene Féingermolekiile gleichzeitig auf einer Oberfliche zu
immobilisieren, was eine simultane Detektion verschiedener Analyten in einer Probe

ermoglicht.

Wird anstatt des Fangermolekiils die zu untersuchende Probe direkt auf der Microarray-
Oberfliche immobilisiert, handelt es sich um ein Reverse-Phase-Format (Abbildung 1.9 B).
Hier findet die Detektion iiber ein fluoreszenzmarkiertes Detektionsmolekiil statt. Dieser
Assay ermoglicht die parallele Untersuchung eines Zielproteins in einer Vielzahl von Proben
auf einem Microarray unter identischen Bedingungen. Wéhrend der Immobiliserung
konkurrieren die zu untersuchenden Proteine mit allen anderen Proteinen in der Probenldsung,
was eine ausreichende Bindung und eine nachfolgende Detektion erschwert [115, 117, 118].
Der Nachteil bei der Verwendung von komplexeren Proben besteht in dem relativ geringen
Anteil an zu untersuchendem Analyt mit einer daraus resultierenden schlechten

Signalintensitat.

Im Sandwich-Format wird sowohl ein Fingermolekiil als auch ein Detektionsmolekiil
eingesetzt (Abbildung 1.9 C). Trotz des hdheren Arbeitsaufwands, sowohl in der
Entwicklungsphase, als auch in der praktischen Anwendung wegen des zusitzlichen
Inkubationsschritts birgt dieses Format viele Vorteile. Es ist keine Markierung der Proben
ndtig und durch den Einsatz von zwei Fiangermolekiilen kann die Sensitivitdt und Selektivitét
des Assays erheblich gesteigert werden. Bei Verwendung von Antikorper-basierten
Microarrays konnten Jaras et al. (2007) zeigen, dass ein Sandwich-Assay zur Detektion von
prostataspezifischem Antigen (PSA) ein 10°-fach hoheres Detektionslimit aufweist, als der
entsprechende Microarray im Reverse-Phase-Format [13]. Bei der Wahl geeigneter

Féngermolekiile sollte darauf geachtet werden, dass diese an verschiedene Epitope des
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Target-Proteins binden, um eine Bindung moglichst an gegeniiberliegenden Seiten zu

gewdhrleisten [112, 115].

1.2.2 Oberflichen und Immobilisierungsstrategien

Ein entscheidener Schritt in der Entwicklung von Microarrays ist die Immobilisierung der
Fangermolekiile oder Proben auf Oberflichen. Das am hédufigsten verwendete Substrat in der
DNA-Microarray-Technologie ist eine modifizierte Glasoberflidche. Bei Glas handelt es sich
um eine homogene Oberfléche, so dass fiir jeden Spot eine gleiche Immobilisierungseffizienz
gewihrleistet ist. Desweiteren ist es ein vergleichsweise gilinstiges Material und hélt hohen
Anforderungen wie extremen Temperaturen und pH-Werten stand. Ebenso ist Glas nicht
porés und weist ein relatives geringes Hintergrundsignal auf [119]. Durch chemische
Modifizierungen der Glasoberflachen ist es moglich, nahezu jede beliebige chemische Gruppe
auf der Oberfléche einzufiihren, welche eine kovalente Immobilisierung der Féngermolekiile
ermdglicht. Neben der kovalenten Bindung ist es auch moglich Molekiile iiber Physisorption,
also iiber physikalische Krifte, wie Van-der-Waals-Wechselwirkungen, an die Oberfldche zu
binden. Diese Bindungen sind jedoch schwécher als kovalente Bindungen und es besteht die

Gefahr, dass das Molekiil wieder von der Oberfliche abgewaschen wird.

Mit dem Aufkommen der Protein-Microarrays war es notwendig, geeignete Oberfldchen zur
Immobilisierung von Antikdrpern zu entwickeln. Im Gegensatz zu Oligonukleotiden sind
Antikorper weniger stabil und sollen auch noch nach der Immobilisierung in ihrer nativen
Konformation vorliegen [120]. Trotz der vielfachen Vorteile von Glassubstraten, eignen sich
diese Oberflachen nur méBig fiir Proteinimmobilisierung. Bessere Ergebnisse hinsichtlich der
Bindungskapazitit und Stabilitdt und somit Funktionalitit der gebundenen Proteine liefern
nicht-planare, dreidimensionale Oberflichen, wie Gele bestehend aus Agarose, Hydrogel oder

Acrylamid, sowie Nitrocellulosemembranen.

Da die Anforderungen an eine Oberfliche je nach zu immobilisierendem Fangermolekiil
unterschiedlich sind, wird in den folgenden Abschnitten die Immobilisierung von

Oligonukleotiden und Proteinen getrennt betrachtet.

-30 -



1.2.2.2 Substrate zur Immobilisierung von Oligonukleotiden

Da Oligonukleotide und Glasoberflichen leicht modifiziert, also mit einem speziellen
molekularen Linkern versehen werden koOnnen, wurden eine Vielzahl verschiedener
Immobilisierungsstrategien entwickelt. Eine Ubersicht mdglicher Immobilisierungsstrategien
ist in Abbildung 1.10 gezeigt. Im Bereich der Nukleinsidure-Microarray-Technologie findet
die Kopplung der Oligonukleotide an Oberflichen meist iiber die Bindung von Aminolinkern
an aldehyd- oder epoxymodifizierte Glasoberflichen statt [121] (Abbildung 1.10 A). In
anderen Ansidtzen werden aminomodifizierte Oberflichen mit bifunktionalen Linkern, wie
Dialdehyd oder Phenylendiisocyanat (PDIC) versehen, was anschlieBend eine
Immobilisierung aminomodifizierter Oligonukleotide ermdglicht (Abbildung 1.10 B). Bei
Verwendung von thiolierten Oligonukleotiden kann die Kopplung iiber symmetrische

Diisothiocyanate an aminmodifizierte Oberflichen erfolgen [119, 122] (Abbildung 1.10 C).
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Abbildung 1.10 Schematische Darstellung chemischer Reaktionen zur Kopplung von
Oligonukleotiden an verschiedene Oberflichen. (A) Kopplung von Oligonukleotiden mit
Aminolinkern an aldehydmodifizierte Oberflichen, (B) Aktivierung von Aminooberflichen mit
Glutaraldehyd bzw. PDIC zur Kopplung von aminomodifizierten Oligonukleotiden, (C) Aktivierung
mit Phenylendiisothiocyanat (PDITC) zur Bindung von thiolierten Oligonukleotiden.

1.2.2.1 Substrate zur Immobilisierung von Proteinen

Neben planaren, zweidimensionalen Oberflichen, werden zur Immobilisierung von Proteinen

vermehrt dreidimensionale Substrate, wie spezielle Gele oder Nitrocellulose eingesetzt. Diese
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Substrate weisen aufgrund ihrer dreidimensionalen Matrix eine hohere Bindungskapazitét pro
Spot auf als beispielsweise Glasoberflachen [123, 124]. Da die Bindung der Proteine iiber
Adsorption erfolgt liegt hier eine ungerichtete Immobilisierung vor, das heiit die Proteine
werden in zufélliger Orientierung gebunden. Ein groBer Vorteil dreidimensionaler Substrate
ist daher, dass die Proteine wihrend der Immobilisierung nicht in ihrer Konformation

verdndert werden.

Bei den Gelmatrizes handelt es sich um Polymere, beispielweise Acrylamid oder Agarose,
welche durch Verknilipfungen einzelner Molekiile {iiber kovalente sowie ionische
Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Krifte ein dreidimensionales Netzwerk aufbauen.
Zhou et al. (2004) immobilisierten Proteine auf einem Hydrogel und zeigten die potentielle
Anwendbarkeit in der Protein-Microarray-Technologie [7]. Ein Nachteil ist hier jedoch die
geringe Diffusionsgeschwindigkeit der Proteine in das Gel was zu einer geringen
Reproduzierbarkeit der Experimente fiihrt und die Detektion geringer Proteinkonzentrationen

erschwert [120].

Eine vielversprechende Alternative ist die Verwendung von Nitrocellulose zur
Immobilisierung von Proteinen [4, 125]. Bei Nitrocellulose handelt es sich um ein
mikropordses Cellulose-Polymer, aufgebaut aus nitrierten B-D-Glucoseseeinheiten. Die
Immobilisierung der Proteine erfolgt wie bei den Gelen iiber Adsorption, also elektrostatische

und hydrophobe Wechselwirkungen [126].
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Abbildung 1.11 Schematische Darstellung des Aufbaus von (A) zweidimensionalen, planaren und (B)
dreidimensionalen mikropordsen Microarray-Substraten [126].

Zur Microarray-Herstellung wird die Nitrocellulose in einem geeigneten Ldsungsmittel
aufgenommen und anschliefend als diinne Schicht auf Glasobjekttrager aufgetragen. Nach

dem Verdampfen des Losungsmittels entsteht ein diinner Film Nitrocellulose.
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Ein Nachteil in der Verwendung von Nitrocellulosesubstraten besteht in dem relativ hohen
Hintergrundsignal bei Verwendung von Fluoreszenzscannern zur Detektion, was zu einer
verminderten Spotqualitdt fiihrt. Dieses Hintergrundsignal basiert auf der hohen
Eigenfluoreszenz der Nitrocellulose. Durch Auftragen von moglichst diinnen Schichten an
Nitrocellulose auf den Microarrays kann jedoch eine Verringerung des Hintergrundsignals

erzielt werden [125].

1.2.3 Aptamerbasierte Microarrays

Microarrays sind eines der wichtigen Sensorsyteme fiir parallele High-Throughput-
Screenings. Aptamer-Microarrays vereinen dabei sowohl die Vorteile von DNA- als auch

antikorperbasierten Protein-Microarrays.

Die DNA-Microarray-Technologie liefert beziiglich der beschriebenen moglichen
Immobilisierungsstrategien von Oligonukleotiden auf festen Oberflichen wertvolle
Informationen und Erfahrungen. Da jedoch die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur
des Aptamers fiir die Target-Bindung unabdingbar ist, stellt die Immobilisierung der
Aptamere auf Microarray-Oberflichen eine weitaus groflere Hiirde dar, als im Falle von
DNA-Microarrays. Die Bindung des Aptamers an die Oberfliche kann kovalent erfolgen,
beispielsweise iiber die Bindung eines Aminolinkers an aldehyd- oder epoxymodifizierte
Oberfldchen, oder iiber nicht kovalente Biotin-Avidin-Wechselwirkungen. In beiden Fillen
muss auch nach Bindung des Aptamers die Ausbildung der korrekten dreidimensionalen
Struktur noch gewihrleistet sein, um eine Bindung des Targetproteins zu ermdglichen.
Probleme beziiglich der Bindungseigenschaften zum Target konnen sowohl durch sterische,
wie auch elektrostatische Wechselwirkungen des Aptamers mit der Microarray-Oberflidche

hervorgerufen werden [9, 19].

Es wurden bisher unterschiedliche Ansdtze entwickelt, eine inkorrekte Faltung der
immobilisierten Aptamere zu umgehen. Eine bereits bei antikOrperbasierten Protein-
Microarrays eingesetzte Mdoglichkeit basiert auf einer gerichteten Immobilisierung iiber die
Bindungen zwischen Biotin und Avidin bzw. Biotin und Streptavidin [11, 12]. Ein Nachteil
besteht hier in der relativ geringen Stabilitit von Avidin und Streptavidin. Eine andere

Moglichkeit ist, analog zu den DNA-Microarrays, die Immobilisierung der Aptamere {liber
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einen Aminolinker auf aldehydmodifizierten Glastrigern. Mit dieser Methode konnten

Stadtherr et al. (2005) IgE mit Aptamer-Microarrays nachweisen [127].

Die zusitzliche Einfiihrung eines molekularen Spacers zwischen Aptamer und Oberfldache hat
einen positiven Effekt auf die Aptamerfaltung und somit auf die Bindung des Zielmolekiils [9,
10] (Abbildung 1.12). Dies kann einerseits durch das Einflihren zusétzlicher Sequenzen an
eines der Aptamerenden oder durch die Modifizierung der Oberfliche mit geeigneten
Spacermolekiilen realisiert werden. Walter ef al. (2008) bestitigten die Notwendigkeit einer
vorangehenden Oberflichenmodifizierung mit geeigneten Spacern fiir eine korrekte
Aptamerfaltung [9]. In einer anderen Arbeit zeigten Lao ef al. (2009), dass die Sensitivitét des
Aptamer-Assays durch das Anhidngen von Oligo(dT)-Spacern an das Aptamer maligeblich
erhoht werden kann [10].

Protein _..

Aptamer

Linker ——»

FSpacer
/— modifizierte

Microarray-Oberflache

L

Abbildung 1.12 Schematische Darstellung eines Aptamer-Microarrays im Forward-Phase-Format mit
molekularem Spacer zwischen Oberfldche und Aptamer.

Im Bereich der parallelen Detektion verschiedener Targets auf einem Microarray, auch
Multiplexing genannt, sind Aptamer-Microarrays noch deutlich limitiert. Die meisten
Aptamere  werden  unter  unterschiedlichen = Bedingungen  hinsichtlich  der
Pufferzusammensetzung, des pH-Werts und der Temperatur selektiert. Somit ist es schwierig
einen Assay zur Detektion verschiedener Proteine in einer Probe zu entwickeln, da jedes
Aptamer seine optimale Faltung unter anderen Bedingungen ausbildet. In einer ersten Arbeit
in dieser Richtung ist es Cho et al. (2006) gelungen, vier verschiedene Proteine auf einem
Aptamerchip zu detektieren [12]. Dazu wurden vier verschiedene Aptamere auf einem
Microarray immobilisiert. Die Problematik der unterschiedlichen Selektionsbedingungen
wurde mit der Entwicklung eines geeigneten ,,Universalpuffer geldst, in welchem alle
verwendeten Aptamere eine ausreichende Funktionalitdt aufweisen. Ein vielversprechenderer
Ansatz wire die gezielte Entwicklung verschiedener Aptamere unter den gleichen

Bedingungen.
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Tabelle 1.2 zeigt eine Ubersicht der bisher publizierten klassischen Aptamer-Microarrays,
welche auf planaren Glasoberflichen mit definierten Spots basieren. Bis auf den aptamer-
basierten Microarray von Roh et al. (2010), welcher auf dem Reverse-Phase-Format basiert,
handelt es sich um Forward-Phase-Assays. Im Vergleich zu der groBen Vielfalt an
Aptasensoren ist die Anzahl der publizierten aptamerbasierten Microarrays momentan gering.
Dies liegt vor allem an der noch nicht ausgereiften Parallelisierbarkeit dieser Microarrays.
Soll ein geeignetes System zur Detektion eines speziellen Proteins entwickelt werden, so ist
es zur Zeit attraktiver auf andere Aptasensoren, welche auf Einzelmessungen basieren,

zuriickzugreifen.

Tabelle 1.2 Ubersicht iiber bisher publizierte Aptamer-Microarrays.

Target Aptamer Immobilisierung LOD Jahr Literatur
A et L S U i1
Thrombin DNA Epoxy/NH, 2ng/ gﬁ)(s 0.6 2009 La;’lf)t]“l‘
Stlfei;gji%in DNA Aldehyd/NH, ] 2008 “;"}.“[e;]e’

Lysozym: 5 pM
Lysozym, Ricin, RNA/DNA Ricin: 0,5 nM Cho et al.

Thrombin, IgE  (Multiplex) ~ Sreptavidin/Biotin b5 gvom - 2006 7o
Thrombin: 5 nM

Thrombin, IgE 10 ng/mL IgE Stadtherr
(duale Detektion) DNA Aldehyd/NH, (0,06 nM) 2005 etal [127]
Yamamoto
HIV-1 Tat RNA Aldehyd/NH, - 2005 et al. [129]

e Collet et

Lysozym RNA Streptavidin/Biotin 1 pg/mL (70 fM) 2004 al. [130]
Interleukin, DNA NHS/NH, 10 M 2004 Bock et al.

VEGF, Endostatin (Photoaptamer) [131]
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Dennoch stellen Aptamer-Microarrays ein vielversprechendes analytisches System dar, vor
allem als schnelles und effektives Screening-Tool. Verschiedene Aptamersequenzen kdnnen
hinsichtlich ihrer Bindungsaffinititen und -spezifititen an Molekiile untersucht werden. Dies
ist beispielsweise nach einer SELEX hilfreich, um aus einem Pool von mehreren bindenden
Aptamersequenzen, das geeignetste Aptamer zu bestimmen. Bei der Entwicklung anderer
aptamerbasierter Systeme, wie neuartiger Aufreinigungssdulen, konnen Aptamer-Microarrays
ebenso als hilfreiches Tool fiir die Optimierung der Aptamerimmobilisierung eingesetzt
werden.  Auf der  Microarray-Oberfliche ~ konnen  verschiedene ~ Aptamer-
Immobilisierungsstrategien unter Verwendung relativ geringer Mengen an Probenmaterial
unter den verschiedensten Bedingungen hinsichtlich Temperatur, pH-Wert und
Pufferzusammensetzung getestet werden. Die erhaltenen Informationen kénnen anschlieSend
auf einen Prozess zur Aufreinigung {ibertragen werden [132]. Beziiglich der Anwendung von
Aptamer-Microarrays als Screening-Tool gibt es bereits einige publizierte Arbeiten. Fischer et
al. (2011) verwendeten beispielsweise Aptamer-Microarrays zur Identifizierung minimaler
funktioneller Aptamersequenzen [133]. In einer anderen Verdffentlichung wurden
verschiedene Aptamersequenzen gegen Thrombin auf Microarrays immobilisiert und ihre

Bindungseigenschaften miteinander verglichen [134].

Um zukiinftig das groB8e Potential der Aptamer-Microarrays komplett ausschopfen zu konnen,
miissen zundchst weitere Grundlagen geschaffen werden. Untersuchungen hinsichtlich der
Bindungseigenschaften zwischen Aptamer und Target oder auch die Anwendung neuartiger
Immobilisierung- und Detektionsstrategien fiir verschiedenste Analysensysteme stehen im
Mittelpunkt der aktuellen aptamerbasierten Forschung. Die in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse stellen somit einen Wegweiser fiir zukiinftige innovative Entwicklungen in der

Aptamer-Microarray-Technologie und somit fiir die Biosensorik dar.
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2 Ergebnisse und Diskussion

Gegenstand dieser Arbeit ist die Entwicklung aptamerbasierter Microarrays zur Detektion von
Proteinen. Dies soll auf drei verschiedenen Wegen realisiert werden: im Forward-Phase-,
Reverse-Phase- sowie im Sandwich-Format. Der Schwerpunkt liegt dabei einerseits in der
Entwicklung neuer Immobilisierungsstrategien von Aptameren auf Microarrayoberfldchen,
aber auch in der ndheren Charakterisierung der entwickelten Formate hinsichtlich des
Detektionslimits und der Spezifitit, sowie der Anwendbarkeit zur Analyse von komplexen

Proben.

Ausgehend von zwei Aptameren gegen den Histidin-Tag, welche als Modellsystem dienten,
wurden die Detektionsstrategien fiir den Forward- und den Reverse-Phase-Assay entwickelt
und anschlieBend auf die Aptamere gegen humanes F.-Fragment und VEGF 45 {ibertragen.
SchlieBlich wurde auf Basis der Ergebnisse ein aptamerbasierter Sandwich-Assay zur
Detektion von humanem F.-Fragment entwickelt. Das VEGF wurde in E. coli nach
erfolgreicher Klonierung des entsprechenden Gens in einen geeigneten Expressionsvektor

produziert und aufgereinigt.

In diesem Kapitel werden zunichst die verwendeten Aptamere und ihre Targetproteine
vorgestellt sowie auf die Methoden zur Herstellung und Auswertung der Microarrays
eingegangen. Im darauf folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Microarray-Analysen
dargestellt und diskutiert. Detaillierte Beschreibungen der verwendeten Methoden und

Materialien sind im Anhang dieser Arbeit (ab Seite 123) zu finden.

2.1 Verwendete Aptamere

Ein GroBteil der Studien wurde mit Aptameren gegen den Histidin-Tag durchgefiihrt. Die auf
Basis dieser Aptamere entwickelten Detektionsmethoden wurden im Anschluss auf weitere
Aptamere lbertragen. Zum einen sind das Aptamere gegen humanes F.-Fragment, zum
anderen auch Aptamere gegen den humanen Wachstumsfaktor VEGF 65 (vascular endothelial

growth factor).
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Die Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Aptamere und ihre
Nukleotidsequenzen. Dabei handelt es sich ausschlieBlich um DNA-Aptamere, welche
zwischen 25 und 63 Nukleotide lang sind. Die Oligonukleotide wurden bei der Firma
Biospring (Frankfurt a. Main) mit unterschiedlichen Modifikationen synthetisiert. Zur
Immobilisierung der Aptamere im Forward-Phase-Format wurden sie am 3’- bzw. 5'-Ende
mit einem CgAmino-Linker versehen. Im Falle eines Reverse-Phase-Assays wurden

Aptamere verwendet, welche eine Cy3-Markierung an ihrem 3'- bzw. 5’- Ende aufweisen.

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Aptamere. Identische
Sequenzabfolgen sind blau markiert.

Aptamer Grofle Target Sequenz (5" — 3) Kp-Wert Quelle
6H7  40mer HisTag OCEATGSGIOCT IGOTIGUOATION 4 oM [135]
6H5 40 mer His-Tag GGCTTCAGGTIGGTCTGGTIGGGTTTG 30 - 176 nM  [135]

GCTCCTGTGTACG

TACGACTCACTATAGGGATCCTTGCTT
ACATTACGACGTACTGAATTCCCTTTA
264 63mer humPF. 1oacaarT n. b. AptaRes’

TACGACTCACTATAGGGATCCATAGA
265 63mer humF. AAACCCCTAAACGCCCGAATTCCCTT n. b. AptaRes
TAGTGAGGGTT

TACGACTCACTATAGGGATCCTACGT
266 63mer humF. CATTATGGAAACCGACGAATTCCCTT n. b. AptaRes
TAGTGAGGGTT

V7tl 25 mer VEGF;;ss TGTGGGGGTGGACGGGCCGGGTAGA 1,4 nM [34]
6 ATACCAGTCTATTCAATTGGGCCCGT
del5_ 1 50 mer VEGFiss’ (GTATGGTGGGTGTGCTGGCCAG 476,2 nM [64]

Um im Vorfeld der Studien eine Vorstellung von der rdumlichen Struktur und
thermodynamischen Stabilitit der gefalteten Aptamere zu bekommen, wurden anhand der
Nukleotidsequenzen fiir alle Aptamere die moglichen Sekundérstrukturen mithilfe des

Programms Mfold’ theoretisch berechnet.

* http://www.aptares.net/

> gegen RBD: receptor-binding domain
% gegen HBD: heparin-binding domain
7 http://mfold.rna.albany.edu/
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2.1.1 Aptamere gegen Histidine-Tag

Die Aptamere 6H7 und 6HS, gerichtet gegen den Histidin-Tag, sind publizierte Sequenzen,
die der Patentschrift US 7329742 [135] entnommen wurden. Bei dem in der SELEX
verwendeten Puffer handelt es sich um einen Phosphatpuffer (50 mM K,HPO,4, 150 mM
NacCl, 0,05% Tween 20, pH 7,5), welcher im Folgenden als PBST-6H7 abgekiirzt wird.

Die Berechnung der Sekunddrstrukturen der beiden Aptamere in Mfold wurde unter
Berticksichtigung von 150 mM NaCl und einer Temperatur von 25 °C vorgenommen.
Abbildung 2.1 zeigt die thermodynamisch giinstigsten Sekundérstrukturen von 6H7 und 6HS.
Beide Sequenzen tendieren zu der Bildung eines stem loops, wobei der loop im Falle des

6HS5-Aptamers mit iiber 20 beteiligten Nukleotiden grof3er ist

20
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der thermodynamisch giinstigsten Sekundérstrukturen der
Aptamere 6H7 und 6H5 gegen His-Tag mit Angabe der Freien Energien, berechnet in Mfold.

Beide Sequenzen weisen einen Abschnitt von 13 Nukleotiden mit identischer Sequenzabfolge
(TGGTCTGGTTGGG, blau markiert) auf. Vermutlich spielt dieser Abschnitt eine
entscheidende Rolle bei der Bindung des Histidin-Tags von Proteinen. Aufgrund des hohen
Anteils an Guaninen in beiden Aptamersequenzen ist das Vorliegen einer
G-Quadruplexstruktur anzunehmen. Mithilfe des im Internet frei zuginglichen Programms

QGRS-Mapper®  [136] konnen potentielle G-Quadruplexstrukturen —anhand  der

¥ http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php
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Oligonukleotidsequenzen vorhergesagt werden. In Abbildung 2.1 sind die Guanin-Molekiile
grau unterlegt, welche laut dem QGRS-Mapper an der Ausbildung einer Quadruplexstruktur
beteiligt sein konnten. Die an der Quadruplexstruktur beteiligten Gunanine liegen zum
groften Teil in der mittleren identischen Sequenzabfolge. Es ist anzunehmen, dass sich in

Anwesenheit von monovalenten lonen hier bevorzugt die Quadruplexstruktur ausbildet.

2.1.2 Aptamere gegen humanes F.-Fragment

Die Selektion der Aptamere gegen humanes F.-Fragment wurde von der Firma AptaRes
(Mittelwalde) mithilfe der MonoLex-Methode in einem Tris-Puffer (Akmer-BP: 20 mM Tris,
150 mM NaCl, 4 mM KCIl, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, pH 7,3) durchgefiihrt. Zunéchst
wurden Aptamere gegen das aufgereinigte F.-Fragment selektiert. Aus einem Pool von zehn
bindenden Aptamersequenzen wurden die Aptamere 264, 265 und 266 anhand
vorangegangener Bindungsstudien ausgewéihlt, welche dann in dieser Arbeit beziiglich ihrer
Anwendbarkeit als Féanger- und Detektionsmolekiile in der Microarray-Technologie
untersucht wurden.

Die drei Sequenzen sind jeweils 63 Nukleotide lang und besitzen identische Anfangs- bzw.
Endbereiche, die sogenannten Primer-Regionen (blau markiert in Tabelle 2.1 und Abbildung
2.2), unterscheiden sich jedoch jeweils im mittleren Teil (Position 22-42). Bei Betrachtung
der in Mfold berechneten wahrscheinlichsten Sekundérstrukturen fiir die drei Aptamere bei 25
°C und Ionenkonzentrationen von 150 mM Na” und 1 mM Mg*" in Abbildung 2.2, ergibt sich
fiir die Aptamere 264 und 265 die gleiche Struktur mit einer Freien Energie von -9,44
kcal/mol.

Die ermittelte Sekundérstruktur des Aptamers 266 unterscheidet sich von den anderen beiden.
Im Falle der Aptamere 264 und 265 geht der mittlere Sequenzbereich unter diesen
Bedingungen keinerlei Wechselwirkungen mit sich selbst ein, es entsteht somit ein einfacher
stem loop. Das Aptamer 266 weist laut Mfold im mittleren Sequenzbereich hingegen mehrere
Watson-Crick-Basenpaarungen auf, wodurch zwei internal loops entstehen. Aufgrund dieser
zusitzlichen Stabilisierung ist die Freie Energie mit -12,65 kcal/mol niedriger als bei den

Aptameren 264 und 265.
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der thermodynamisch giinstigsten Sekundérstrukturen der

Aptamere 264, 265 und 266 gegen humanes F.-Fragment mit Angabe der Freien Energien, berechnet
in Mfold.

Bei einer Erhohung der Natriumionenkonzentration auf bis zu 1 pM nimmt in der
theoretischen Berechnung fiir die drei Aptamere 264, 265 und 266 die Wahrscheinlichkeit der
Bildung von internal loops und somit die Stabilitit der gesamten Struktur zu (Daten nicht
gezeigt). Dies macht die starke Abhédngigkeit der Aptamerstruktur und somit auch der

Targetbindung von der vorliegenden Konzentration an Ionen im Umgebungspuffer deutlich.

2.1.3 Aptamere gegen vascular endothelial growth factor (VEGF)

Die Sequenzen der Aptamere V7t1 und del5 1 -selektiert in dem Tris-Puffer TBSTE (10 mM
Tris-Cl, 100 mM NaCl, 0,05 mM EDTA, 0,05% Tween 20 pH 7,0) gegen humanes VEGF 45
stammen aus Publikationen von Hasegawa et al. (2008) [64] und Nonaka et al. (2010) [34].
Das Besondere an den ausgewdhlten Aptameren ist, dass diese gegen unterschiedliche
Bereiche des VEGF gerichtet sind. Aptamer V7t1 bindet an die Rezeptor-Bindungs-Doméne
(RBD) mit einer Dissoziationskonstante von 1,4 nM und Aptamer del5 1 an die Heparin-
Bindungsstelle (HBD) mit einer Dissoziationskonstante von 476,2 nM.

Die thermodynamisch giinstigsten Sekundérstrukturen der Aptamere V7t1 und delS 1
berechnet in Mfold bei 25 °C und einer Natriumkonzentration von 100 mM sind in Abbildung
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2.3 dargestellt. Das mit nur 25 Nukleotiden wesentlich kleinere Aptamer V7tl ist nahezu
linear, nur ein kleiner stem loop kann sich laut Mfold unter diesen Bedingungen ausbilden.
Mit einer Freien Energie von -3,16 kcal/mol weist das Aptamer del5 1 eine stabilere
sekundére Struktur auf. Hier bildet sich auch eine grofere stem loop Struktur aus. Aufgrund
der Spezifitit der Aptamere zu unterschiedlichen Epitopen des VEGF s stellen diese eine
vielversprechende Maoglichkeit zur Entwicklung von Protein-Assays, insbesondere im

Sandwich-Format, zur Detektion von VEGF 45 dar.
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Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der thermodynamisch giinstigsten Sekundérstrukturen der
Aptamere V7t1 und del5 1 gegen VEGF 5 mit Angabe der Freien Energien, berechnet in Mfold.

Beide Aptamersequenzen weisen potentielle Bereiche von G-Quadruplexstrukturen auf, die
beteiligten Guanine sind in Abbildung 2.3 grau unterlegt. Mithilfe der CD
(Circulardichroismus)-Spektroskopie konnten Nonaka et al. (2008) die Ausbildung dieser G-
Quadruplexstruktur nachweisen. Die Abbildung 2.4 zeigt die G-Quadruplexstruktur von V7t1.
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Abbildung 2.4 Mithilfe der CD-Spektroskopie ermittelte Struktur des Aptamers V7t1 [34].



2.2 Bereitstellung der Targetproteine

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Targetproteine hinsichtlich Threr
Eigenschaften sowie ihrer Bereitstellung ndher beschrieben. Die Proteine wurden teilweise
kommerziell bezogen und zum Teil durch Klonierung des entsprechenden Gens in E. coli

produziert und im LabormaBstab aufgereinigt.

2.2.1 His-getaggte Proteine

Der Polyhistidin-Tag ist ein weit verbreiteter Affinitdts-Tag und wird hédufig an den C- oder
N-Terminus eines Proteins fusioniert. Er ermoglicht eine leichte Aufreinigung und Detektion
des Proteins. Somit konnten aptamerbasierte Microarrays, die in dieser Arbeit entwickelt
werden sollen, die Detektion einer Vielzahl von getaggten Proteinen ermdglichen. Um die
Anwendbarkeit der entwickelten Methoden basierend auf den anti His-Tag Aptameren 6H7
und 6HS5 zur Detektion unterschiedlicher Proteine zu bestétigen, wurden in dieser Arbeit drei

verschiedene His-getaggte Proteine verwendet.

Die His-getaggten Proteine PFEI (pseudomonas fluorescens esterase I), Bgl (B-Glucanase)
und GFP (green fluorescent protein) wurden in E. coli produziert und mittels Metallchelat-
Affinitdtschromatographie (IMAC: Immobilized Metal ion Affinity Chromatography)
aufgereinigt. Tabelle 2.2 zeigt die verwendeten Proteine mit Histidin-Tag und die

entsprechenden E. coli-Stimme.

Tabelle 2.2 Auflistung der verwendeten His-getaggten Proteine und die Produktionsstimme.

Protein Plasmid Resistenz Expression Stamm Grlii]l; 2 in

PFEI-his pJOE2702° Ampicillin intrazellular E. coli K12 30
Bgl-his  pET-bgl-his" Ampicillin extrazelluldr  E. coli IM109 (DE3) 26
GFP-his pBADGFPhis'' Chloramphenicol intrazellulir E coj{z‘()(l))r;% Shot 27

? Herkunft: Universitit Greifswald (Prof. Uwe T. Bornscheuer)
' Herkunft: Universitit Bielefeld (Prof. Dr. Karl Friehs)
" Herkunft: TCI Hannover (Doktorarbeit Michael Reck )
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2.2.1.1 Produktion und Aufreinigung

Die Produktion der His-getaggten Proteine fand im Labormafstab in Schiittelkolben in
100 mL LB-Medium statt. Die Induktion wurde zwischen einer ODgyy von 0,6 und 0,8 mit 1
mM IPTG fiir PFEI-his und Bgl-his und mit 1 mM L-Arabinose fiir GFP-his durchgefiihrt.
Die Bakterien wurden nach der Kultivierung durch Zentrifugation sedimentiert. Mittels
Ultraschallaufschluss wurden intrazelluldr produziertes PFEI-his und GFP-his aus den E. coli-
Zellen gewonnen. Im Falle des extrazelluldr exprimierten Proteins Bgl-his wurde das Protein
aus dem Kulturiiberstand direkt aufgereinigt.

kba M L A kba M L A kba M L A
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Abbildung 2.5 SDS-Gel-Analysen der aufgereinigten His-getaggten Proteine (A) PFEI-his, (B) Bgl-
his und (C) GFP-his. M: Proteinmarker, L: Protein im Zelllysat, A: aufgereinigtes Protein (12%ige
SDS-Gele, Silberfarbung).

Zur Aufreinigung der His-getaggten Proteine wurde eine IMAC durchgefiihrt. Bei dem
Chromatographiemedium handelte es sich um den Membranadsorber Sartobind IDA 75
(Sartorius  Stedim  Biotech GmbH, Goéttingen), welcher mit Iminodiessigsdure
(imminodiaccetic acid, IDA) als Chelatbildner modifiziert ist. Zweiwertige Metallionen
werden an diese Matrix immobilisiert und wechselwirken mit den Imidazolringen der
Histidine. Zur Optimierung der Aufreinigung wurde zundchst in einem Screening mit
Vivawell-8-Strips (Sartorius Stedim Biotech GmbH) im Mikrolitermaf3stab fiir jedes Protein
das am besten geeignete Metallion bestimmt. Es wurden vier verschiedene
Metallsalzlosungen getestet: NiSO4, CoCl,, ZnSO4 und CuSOs. Fiir alle drei Proteine zeigte
die Anwendung von Cobalt die besten Ergebnisse hinsichtlich der Qualitit sowie Quantitét
der Aufreinigung. Die Proteine wurden anschlieend im MillilitermaBstab mittels FPLC (fast
protein liquid chromatography) aufgereinigt. Die Abbildung 2.5 zeigt die hergestellten und
aufgereinigten His-getaggten Proteine im SDS-Gel.
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2.2.1.2 Cy3-Markierung

Die Markierung der Proteine mit dem Farbstoff Cy3 wurde mit dem Cy3-Mono-Reactive Dye
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) durchgefiihrt. Die Farbstoffe binden iiber
einen NHS-Ester an primire Aminogruppen der Proteine. Anschlieend ist eine Bestimmung
der Markierungseffizienz, also des Verhiltnisses von Farbstoff zu Protein (dye-to-protein
ratio, D/P-Ratio), notwendig. Zu geringe Mengen an gebundenem Cy3 fiihren zu schwachen
Signalen, zu hohe Mengen an Cy3 kdnnen die Epitope des Proteins sterisch beeinflussen, aber
auch den dynamischen Bereich des Microarrays verkleinern. Da sowohl der Anregungs- als
auch Emissionsbereich des GFP nicht im Bereich des verwendeten Fluoreszenz-Scanners
liegt, wurde GFP ebenfalls Cy3-markiert. Die D/P-Ratios der Proteine wurde mithilfe des
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) bestimmt. Es wurden
fiir alle drei Proteine D/P-Ratios von 0,7 bis 0,8 erzielt [137].

2.2.2 Immunoglobulin G (IgG)

Bei Immunoglobulinen handelt es sich um Antikorper, welche von B-Lymphozyten des
adaptiven Immunsystems produziert werden. Prinzipiell haben Antikorper die Aufgabe,
Molekiile eines Antigens spezifisch zu binden und in Wechselwirkung mit anderen Zellen und
Molekiilen des Immunsystems zu treten, um die gebundenen Fremdkorper zu eliminieren. Die
Besonderheit von Antikorpern ist ihre Fahigkeit, Molekiile mit hoher Affinitdt zu binden. Es
gibt verschiedene Isotypen der Immunoglobuline (IgM, IgD, IgG, IgA, IgE), welche sich in
der Struktur der schweren Ketten unterscheiden. Immunoglobulin G (IgG) stellt mit einem
Anteil von 70-75% des gesamten Immunoglobulinpools im menschlichen Serum den

haufigsten Isotyp dar.

Die Herstellung und Aufreinigung von Antikdrpern spielt eine zentrale Rolle bei der
Entwicklung von Pharmazeutika. Aus diesem Grund wird stindig nach neuen, innovativen
Verfahren zum Monitoring von Bioprozessen sowie geeigneten Fingermolekiilen in der
Affinitdtschromatographie zur Aufreinigung von Antikérpern gesucht. Bisher wird in erster
Linie Protein A als Affinitéitsligand eingesetzt. Dieses Protein bindet spezifisch an das F.-

Fragment verschiedener Immunoglobuline. Die in dieser Arbeit entwickelten
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aptamerbasierten Methoden zur Detektion von Immunoglobulinen sollen die potentielle

Anwendbarkeit von Aptameren im Monitoring und in der Antikdrperaufreinigung zeigen.

Um die Gruppenspezifitit der anti F.-Aptamere zu untersuchen wurden verschiedene
Targetproteine herangezogen: I1gG1-IgG4, polyklonales humanes IgG, Maus IgG, Ratte IgG,

Ziege IgG und humanes F.-Fragment (Dianova).

IgG2 lgG3 lgG4

Abbildung 2.6 Darstellungen der Strukturen der vier verschiedenen Unterklassen des
Immunoglobulins G. Die relative Verteilung der Unterklassen im humanen IgG ist 66:23:7:4 [138].
Die Strukturen der vier Unterklassen des IgG (IgG1-4) unterscheiden sich in der Anzahl und
Verteilung der Disulfidbriicken zwischen den beiden schweren Ketten (Abbildung 2.6). Im
Falle von IgG1 und IgG4 sind die Ketten durch zwei, bei IgG2 durch vier und bei IgG3 durch
13 Disulfidbriicken in der Gelenkregion (Hinge-Region) verbunden.

2.2.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF ist ein humaner Wachstumsfaktor und gehort zur Klasse der Cystinknoten-
Wachstumsfaktoren (cystine knot growth factors). Bei dieser Art von Biomolekiilen handelt
es sich um homodimere Proteine, welche einen Cystinknoten in ihren Monomerstrukturen
aufweisen. Unter dem Cystinknoten wird eine Struktur aus zwei Cystinmolekiilen, welche
iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind, verstanden. Das VEGF besteht aus
zweil solchen Monomereinheiten, welche iiber intermolekulare Disulfidbriicken antiparallel
verbunden sind (Abbildung 2.7). Zur VEGF-Familie gehéren VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D und PIGF (placental growth factor). Diese Varianten unterscheiden sich sowohl in

ihrer Struktur als auch in ihrer Funktion.
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Abbildung 2.7 Darstellungen der Monomerstruktur (A) und Dimerstruktur (B) des VEGF-A [139].

Von VEGF-A existieren verschiedene Isoformen mit einer unterschiedlichen Anzahl an
Aminosduren (u.a. 121, 138, 165). Diese Varianten entstechen aus dem Gen des VEGF-A
durch alternatives Splicing. Das alternative Splicing ist ein in eukaryotischen Zellen natiirlich
vorkommender Mechanismus, mit dem aus ein und demselben Gen verschiedene mRNAs und
somit Proteine generiert werden konnen.

VEGF-A ist ein wichtiger Regulator der Angiogenese. Die Angiogenese bezeichnet die
Ausbildung von neuen Blutgefden, was insbesondere bei der Wundheilung von Bedeutung
ist. Da VEGF-A ebenfalls die GefdBneubildung bei Tumoren fordert, ist der Gehalt an
VEGF-A ein messbarer Indikator zur Fritherkennung eines Tumors [34]. Diese Tatsache
macht die Entwicklung eines Assays zur Detektion von VEGF besonders interessant.
Insbesondere da bereits eine Vielzahl an Aptameren gegen VEGF publiziert sind [85, 140-
142], stellt der Aufbau eines aptamerbasierten Bioassays zur Detektion von VEGF eine
vielversprechende Mdglichkeit, u.a. in der Tumordiagnostik, dar. Eines der bekanntesten
Aptamere gegen VEGF ist Pegaptanib und wurde bereits 2004 als Medikament zur
Behandlung der altersabhéngigen Makula-Degeneration zugelassen. Dabei handelt es sich um
ein RNA-Aptamer, welches gezielt den Wachstumsfaktor VEGF bindet und somit die
beeintrichtigende GefdBineubildung im Auge inhibiert [18, 143-145].

Das VEGF¢s mit 165 Aminosduren ist die am hdufigsten exprimierte Form des VEGF. Das
Monomer ist 22,3 kDa grol [146] und besteht aus zwei Doméinen, einer Rezeptor-

Bindungsstelle (RBD) und einer Heparin-Bindungsstelle (HBD).

2.2.3.1 Rekombinante Produktion von VEGF 45

Fiir den Aufbau und die Optimierung des Aptamer-Microarrays zur Detektion von VEGF s

wird das Protein in reiner Form benétigt. Hierzu wurde die biotechnologische Herstellung und
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Aufreinigung von VEGF¢s vorangetrieben, indem ausgehend vom Vektor einer CHO-
Suspensionszelllinie zur Expression von VEGFs (pRRL.PPT.SE.VEGF165.pre)'* die
Klonierung des VEGF¢5-Gens in einen geeigneten Expressionsvektor flir E. coli durchgefiihrt
wurde. Die Kultivierung von E. coli ist zum einen weniger aufwendig als die Arbeit mit

tierischen Zellen, zum anderen werden Proteine in E. coli in groBBeren Mengen produziert.

Zur Produktion von VEGF¢s in E. coli wurde das pET-Vektorystem (plasmid expression by
T7-RNA-Polymerase) von Merck genutzt. Die entsprechenden Vektoren zeichnen sich durch
eine sehr hohe Transkriptionseffizienz aus und sind daher besonders fiir eine starke
Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli geeignet. Abbildung 2.8 zeigt die

Kontrollelemente des pET-Systems in einem geeigneten E. coli-Wirtsstamm.

Induktion
Induktion mit IPTG

EcoliRna MUIPTG
Polymerase T7 RNA
Polymerase

T7 RNA )
@ . T7-Gen Polymerase Gj . VEGF,-Gen
L o G o g
f a0 lac O
lac

lac Promoter T7 Promotor

lac

Repressor P

Repressor / \
' ' pET-29a(+)
\  VEGF,, |
lac | Gen \
lac | Gen

E. coli Genom

Abbildung 2.8 Schematische Darstellung der Kontrollelemente des pET-Systems in E. coli.

Eine Besonderheit des Systems besteht in der Maoglichkeit einer induzierbaren
Proteinexpression. Zur Produktion von Proteinen miissen pET-Vektoren in einen speziellen
E. coli-Stamm transformiert werden, welcher das Gen fiir die Produktion der viralen T7-
RNA-Polymerase, das so genannte ADE3-Lysogen, in seinem Genom aufweist. Die T7-RNA-
Polymerase ist ein Enzym, das an den T7-Promotor des eingefiihrten Produktionsvektors
bindet und die Transkription des Zielgens durchfiihrt. Um eine vorzeitige Produktion des
Zielproteins zu unterbinden, beinhaltet das System einen Mechanismus zur Repression

mithilfe des lacl-Gens. Diese Repression ist insbesondere bei der Produktion von Proteinen,

2 Herkunft: Medizinische Hochschule Hannover (Arbeitsgruppe Schambach)
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die fiir den Wirt toxisch sind, unverzichtbar. Das rekombinante E. coli Genom enthélt das
lacl-Gen, welches fiir die Produktion des lac-Repressors sorgt. Der lac-Repressor bindet an
lac-Operatorregionen direkt hinter den Promotoren des Gens der T7-Polymerase und des
Zielgens und unterdriickt damit die Transkription dieser Gene in mRNA. Durch die Kontrolle
beider Gene liber diesen /ac-Repressor wird die Produktion des Zielproteins erstens direkt und
zweitens indirekt durch Repression des T7-Polymerasegens hochst effektiv unterbunden. Da
die Produktion der mRNA durch Repression grundsétzlich nie vollstindig unterbunden
werden kann, ist in den speziellen Zellen als zusitzliche Blockierungsmoglichkeit ein Gen
vorhanden, welches fiir die Produktion von T7-Lysozym sorgt. Dieses Lysozym bindet an die
T7-RNA-Polymerase und inaktiviert diese.

Wird den Zellen der Induktor IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) zugefiihrt, bindet es
an den lac-Repressor und verhindert seine Bindung an die Operatorregion. Die Bildung der

T7-RNA-Polymerase und somit des Zielproteins erfolgt nun ungehindert.

Die beiden folgenden Abschnitte beschreiben die verwendete Klonierungsstrategie sowie die

Produktion und Aufreinigungsansitze des VEGF ¢s.

2.2.3.2 Klonierungsstrategien

Mittels zweier Klonierungsstrategien sollte die Produktion von S-getaggtem VEGF 65 und
unmodifiziertem VEGF¢s in E. coli realisiert werden. Der S-Tag ist eine Kette von 15
Aminosduren und bindet mit hoher Affinitdt an S-Protein. Unter Verwendung spezieller Kits
von Merck dient dieser Tag zur Aufreinigung des Zielproteins [147]. Die Klonierung des
VEGF¢5-Gens wurde tliber kohdsive Enden (sticky ends) durchgefiihrt. Die Abbildung 2.8
zeigt die beiden Klonierungsstrategien. In einem ersten Schritt fand eine Subklonierung des
VEGF-Gens in den Vektor pGEM-5Zf(+) statt. Dieser Vektor ist ein high-copy-Vektor und ist
daher besonders zur Vervielfiltigung von Plasmiden geeignet. AnschlieBend wurde das
VEGF-Gen in den Zielvektor pET-29a(+), welcher speziell fiir die Produktion von Proteinen

in E. coli geeignet ist, einkloniert.

Das Klonierungsinsert wurde mittels PCR (polymerase chain reaction) mit dem Plasmid
pRRL.PPT.SF.VEGF165.pre als Template generiert, wobei mit den Primern geeignete
Restriktionsschnittstellen (Ndel und Pstl) an die Enden des Inserts angebracht wurden. Die
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Sequenz des Klonierungsinserts ist im Anhang auf Seite 130 zu finden. Um passende
Ligationsstellen zu generieren, wurden das Insert sowie der Vektor pGEM-5Zf(+) mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Pstl geschnitten. Die erhaltenen Bruchstiicke wurden in einem
Agarose-Gel aufgetrennt. Durch Ausschneiden der Banden konnten diese separat aufgereinigt
werden. Mittels anschlieBender Ligation des Klonierungsinserts mit dem liniearisierten
Vektor unter Verwendung der T4-DNA-Ligase iiber Nacht bei 16 °C wurde das Zielgen in
den pGEM-Vektor eingebracht (Abbildung 2.9). Die pGEM-Vektoren wurden in JM 109-

Zellen vervielfdltigt und aufgereinigt.

PC

CHO-Plasmid
mit VEGF .,
PGEM 5zf(+)

‘ Ndel / Pstl

., Ndel / Pstl O
pGEM 5zf(+)
mit VEGF,,,

Notl / Ndel Notl / Sacl
-, _
S-Tag
O Ndel ) O Notl / Sacl O
pET-202(+) pET-29a(+)
pET-29a(+) pET-29a(+)
VEGF,, VEGF,;; S Tag

Abbildung 2.9 Klonierungsstrategie zur Klonierung von VEGF 45 in pET-29a(+).

Als Zielvektor wurde aufgrund geeigneter Schnittstellen im Bereich der multiple cloning sites
der Vektor pET-29a(+) gewihlt. Ausgehend von dem pGEM-5Zf(+)-Vektor mit VEGF wurde
das VEGF65-Gen iiber die Schnittstellen Notl und Ndel bzw. iiber die Schnittstellen Notl und
Sacl in den Zielvektor kloniert. Als Resultat wurden zwei verschiedene pET-VEGF ¢s-

Vektoren erhalten.
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Bei Verwendung der Schnittstellen Notl und Ndel wurde ein Vektor generiert, welcher nur
das Zielgen VEGF unter Kontrolle des T7-Promotors aufweist. Durch den Einsatz von Sacl
statt Ndel als zweites Restriktionsenzym wurde die im Zielvektor vorliegende Gensequenz fiir
den S-Tag nicht herausgeschnitten. VEGF wurde so in den Vektor ligiert, dass es sich
stromaufwérts der S-Tag-Sequenz befindet. Das Startcodon vor dem S-Tag, die cleavage site
und das eigentliche VEGF-Gen mit seinem Stoppcodon befinden sich dadurch in einem
gemeinsamen offenen Leseraster und werden zu einer mRNA transkribiert, welche in das

getaggte Fusionsprotein translatiert wird.

Die generierten pET-Vektoren wurden zunichst in E. coli JIM109-Zellen transformiert. Diese
Zellen wurden zur Vervielfiltigung des Plasmids eingesetzt. Die transformierten Zellen
wurden auf Agarplatten ausplattiert und am nichsten Tag einzelne Klone gepickt. Jeder Klon
wurde dabei vor Verwendung mittels Kolonie-PCR iiberpriift, um sicher zu stellen, dass das
Plasmid eingeschleust wurde, welches das Zielgen enthélt. Nach Plasmidisolation wurde der
Erfolg der Klonierung mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung Ttberpriift. Die
Abbildung 2.10 zeigt den Restriktionsverdau der unverdnderten Vektoren pGEM-5Zf(+) und
pET-29a(+) (gekennzeichnet mit P) und der entsprechenden Vektoren mit VEGF¢s5 (PV).
Zusitzlich wurde aus den VEGF-Vektoren das VEGF-Gen unter Verwendung von zwei
Restriktionsenzymen herausgeschnitten, was jeweils in der Spur PV2 aufgetragen wurde.
pET-29a(+) pET-29a(+)

PGEM 5zf(+) VEGF S-Tag  VEGF
bp M P PVPV2 P PYPV2 P PVPV2

6000= WS Hddﬁuﬂ

-
3000 g [ =
2500 -

2000 =~
1500
1000 =
750 - VEGF S:Tag
VEGF
500 e

250

Abbildung 2.10 Agarosegel-Analyse des Restriktionsverdaus der Vektoren pGEM-5Zf(+) und
pET-29a(+) jeweils ohne (P) und mit VEGF (PV). In den Spuren PV2 sind jeweils die Bruchstiicke
der Vektoren aufgetragen, aus welchen das VEGF-Gen heraus geschnitten wurde.
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Anhand des Restriktionsverdaus ist deutlich der Erfolg der Klonierung zu erkennen. Der
originale pGEM-5Zf(+)-Vektor hat eine Groe von 3000 bp und der pET-Vektor eine Grofie
von 5371 bp. Da das VEGF-Gen eine Grofie von ca. 600 Basenpaaren aufweist, wandern die
Vektoren, welche das VEGF-Gen enthalten langsamer im Gel (Spur PV). Durch Schneiden
der Vektoren mit den beiden Enzymen mit denen VEGF einkloniert wurde, wurde das VEGF-
Gen herausgeschnitten und erscheint im Gel als Bande bei 600 bp (Spur PV2).

Die Sequenzierungsergebnisse bestitigten den Erfolg der Klonierung. Aus den erhaltenen
Daten wurden die Vektorkarten der beiden Plasmide in Vector NTI Advance 11 erstellt
(Abbildung 2.11 und 2.12).

T7 terminator

‘ Xhol (159)

| NotI (167)
'/ Pst1(178)

f1 origin BamHI (283)

~ VEGF
__ Ndel (754)
> Xbal (792)

Kanamyein resistance
T7 translation RBS
T7 transcription start

pET-29a(+) VEGF

5829 bp

lac operator
T7 promoter

pBR322 origin__-
lacl coding sequence

ROP .
Abbildung 2.11 Vektorkarte des pET-29a(+) VEGF-Vektors.

Der Vektor pET-29a(+) besitzt eine Kanamycin-Resistenz, sowie einen hier nicht genutzten
His-Tag-kodierenden Bereich hinter dem Stopcodon des VEGF 65-Gens. Ebenso enthilt der
Vektor eine Gensequenz zur Einfilhrung eines S-Tags an das herzustellende Protein. Dieser
Genabschnitt ist im Falle des pET-29a(+) VEGF-Vektors nicht mehr vorhanden (Abbildung
2.10). Der in Abbildung 2.12 dargestellte Vektor besitzt diese S-Tag kodierende Sequenz.
Hier folgt dem T7-Promotor ein offener Leseraster fiir das Protein mit der S-Tag-Sequenz,

einer thrombin cleavage site sowie dem VEGF-Gen.
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\ Xhol (159)
\ | Notl(i67)
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\‘\S-Tag coding sequence
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pBR322 origin \ T7 transcription start

\ N\
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\

lacl coding sequence

S

ROP
Abbildung 2.12 Vektorkarte des pET-29a(+) VEGF S-Tag-Vektors.

2.2.3.3 Expression von VEGF 5

Die beiden pET-VEGF-Vektoren wurden aus den JM109-Zellen mittels Plasmidpriparation
isoliert und in E. coli Rosetta2(DE3)pLysS-Zellen (Merck KGaA) transformiert. Diese Zellen
sind Derivate des E. coli BL21-Stamms und sind besonders fiir die rekombinante Produktion
humaner Proteine geeignet. Die Rosetta-Zellen unterscheiden sich von den BL21-Zellen
insbesondere durch ein zusétzliches Plasmid mit Chloramphenicolresistenz fiir die Produktion
von tRNAs, welche in E. coli kaum vorhanden sind. Eine durchgefiihrte codon usage Analyse
(Graphical Codon Usage Analyser, http://gcua.schoedl.de/) hat ergeben, dass das Gen
VEGF 65 Codons enthélt, fiir die in E. coli nur minimale Mengen an tRNA produziert werden.
Daher ist dieses Plasmid fiir die Produktion des VEGF essentiell. Um eine stindige
Weitergabe dieses Plasmids in E. coli zu gewihrleisten, ist neben der Zugabe von Kanamycin
auch die Zugabe von Chloramphenicol wéhrend der Kultivierung notig. Die Tabelle 2.3 zeigt
eine Ubersicht der beiden hergestellten VEGF-Proteine.

Das VEGF 45 besteht normalerweise aus 165 Aminosduren. Fiir den Transport in humanen
Zellen besitzt der offene Leseraster von VEGF¢s aber zusétzlich eine Signalpeptidkette,

bestehend aus 26 Aminosduren. Diese Sequenz wird in humane Zellen abgespalten, in E. coli
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findet dieser Prozess jedoch nicht statt. Daher belduft sich die Anzahl der Aminosduren im
Monomer des VEGF insgesamt auf 191 und im Falle des VEGF mit S-Tag auf 230

Aminosduren, was einer molaren Masse von 23 bzw. 27 kDa entspricht.

Tabelle 2.3 Auflistung der hergestellten VEGF-Proteine und der Produktionsstdmme.

Protein Plasmid Resistenz Expression Stamm kDa
Kanamycin / Intrazellular E coli
VEGEies pET-29a(+) Chloramphenicol (/nclusion Bodies) Rosetta2(DE3)pLysS

Kanamycin / Intrazellulér E. coli

VEGF;s5 Tag pET-29a(+) Chloramphenicol (/nclusion Bodies) Rosetta2(DE3)pLysS

27

Sédmtliche Kultivierungen wurden in Schiittelkolben in 100 mL LB-Medium durchgefiihrt. Bei
einer ODgpp zwischen 0,6 und 0,8 wurde mit IPTG (1 mM Endkonzentration) induziert. Um
zu Uberpriifen, ob das VEGF nach Induktion in E. coli Rosetta2(DE3)pLysS transkribiert
wird, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion (0 h, 1 h, 2 h, 4 h und 8 h) Proben
entnommen, abzentrifugiert und aus den erhaltenen Zellpellets die RNA isoliert. Die Gesamt-
RNA wurde in cDNA revers transkribiert und anschlieBend mittels PCR unter Verwendung
von spezifischen Primern das Vorhandensein der mRNA des VEGF¢5-Gens nachgewiesen.

Die Agarose-Gele mit den entsprechenden Proben sind in Abbildung 2.13 dargestellt.

E.coli Rosetta2(DE3)pLysS E.coli Rosetta2(DE3)pLysS
ohne pET-29a(+)VEGF,,, ohne pET-29a(+)VEGF,.,
bp M NTCInsert Oh 1h 2h 4h 8h bp M NTCInsert Oh 1h 2h 4h 8h
'9500 - 1999
800 == 800
700 - 700
600 - 600
500 . 500
400 M- 400 W
300 - 30098
. VEGF,,,
200
200 - @ W @ W= s GAPDH
100
100
A B

Abbildung 2.13 Agarosegelanalysen der erhaltenen Produkte der RT-PCR der Gesamt-RNA zum
Nachweis der Expression des VEGF-Gens. (A) GAPDH (Haushaltsgen-Gen, interne Referenz) und
(B) VEGF. Aufgetragen sind M: Marker, NTC: No Template Control, pET-29a(+) ohne Insert (VEGF)
und mit Insert 0 h, 1 h, 2 h, 4 h und 8 h nach Induktion.
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Fiir alle RT-PCR wurde die gleiche Menge an Gesamt-RNA eingesetzt. Als interne Referenz
diente das Haushaltsgen GAPDH. Abbildung 2.13A zeigt eine stabile Expression von
GAPDH bei 200 bp. Die Intensitdt der Banden und damit die Konzentration der mRNA fiir
VEGF in Abbildung 2.13 B bei ca. 230 bp nimmt hingegen mit der Zeit zu. Wihrend GAPDH
in allen Proben erfolgreich nachgewiesen werden konnte, ist die mRNA des VEGF nur 2 h,
4h und 8h nach Induktion in den Proben vorhanden. Dieses Ergebnis bestitigt die

Transkription des Zielgens in E. coli Rosetta2(DE3)pLysS nach Induktion.

Rekombinante Proteine werden in E. coli hdufig in Form von unléslichen Proteinaggregaten,
so genannten Inclusion Bodies, gebildet. Aus diesem Grund fand der Nachweis von VEGF s
auf Proteinebene sowohl in der 16slichen, als auch in der unlGslichen Fraktion statt. Hierzu
wurden Rosetta-Zellen jeweils vor der Induktion sowie 4 h und 6 h nach Induktion geerntet.
Die Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen und die beiden Fraktionen mit SDS-
PAGE untersucht. In Abbildungen 2.14 A und B sind die Gele nach der Silberfiarbung
dargestellt.

pET-29a(+) pET-29a(+) pET-29a(+) pET-29a(+) "
VEGF1ss VEGF155 S Tag"‘ VEGF165 VEGFNS S -Tag
kDa M VEGF Oh 4h 6h Oh 4h 6h kDa MVEGFOh 4h 6h Oh 4h 6h
-

25
20

158
h

Abbildung 2.14 SDS-PAGE-Analysen der (A) 16slichen und (B) unloslichen Fraktionen von pET-
29a(+) VEGF¢s und pET-29a(+) VEGF 45 S Tag jeweils 0 h, 4 h und 6 h nach Induktion mit IPTG.
M: Proteinmarker, VEGF: kommerzielles VEGF 45 (16%ige SDS-Gele, Silberfarbung).

Wihrend in den Islichen Fraktionen keinerlei Uberexpression von VEGF nachgewiesen
werden kann (Abbildung 2.14A), ist in der unloslichen Fraktion nach Induktion VEGF
nachweisbar (Abbildung 2.14B). Da die SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen
durchgefiihrt wird, werden die Disulfidbriicken der Proteine zerstort. Aus diesem Grund

tauchen in dem Gel nur die Banden der VEGF-Monomere auf. Das berechnete
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Molekulargewicht des VEGF ss-Monomers betrdgt 22,51 kDa und des VEGF ;45 mit S-Tag
26,78 kDa. Die SDS-PAGE in Abbildung 2.14 bestétigt dies.

Zur eindeutigen Identifikation des VEGF im Zelllysat wurde zusitzlich ein Western Blot
durchgefiihrt. Mithilfe eines Western-Blots konnen unter Verwendung spezifischer
Antikorper Proteine sicher nachgewiesen werden. Hierbei werden mithilfe eines elektrischen
Felds die mit SDS-PAGE aufgetrennten Proteine bzw. Proteinmischungen auf eine
Tragermembran (z.B. Nitrocellulose oder Polyvinylidenfluorid (PVDF)) transferiert.
AnschlieBend findet die Inkubation der immobilisierten Proteine mit einem spezifischen
Primérantikorper statt. Dieser wird wiederum mithilfe eines Sekundérantikorpers detektiert
und iiber eine Farbreaktion sichtbar gemacht.

Fiir die Detektion des VEGF wurde das Western Breeze Chromogenetic Western Blot
Immunodetection Kit (anti rabbit) von Invitrogen in Kombination mit einem Primérantikorper
gegen humanes VEGF 45 (Dianova) verwendet. Die Abbildung 2.15 zeigt einen Scan des
durchgefiihrten Western Blots und das entsprechende SDS-Gel. In beiden unloslichen
Fraktionen (Bande 1 und 2) konnte VEGF bzw. VEGF S-Tag nachgewiesen werden.

kDa M 1 2 VEGF kba M 1 2 VEGF

W

- =
50 50 ‘. = g

40 40 e b .

35 35 VEGF S-Tag
% 25 . VEGF

15 15 ..

A B

Abbildung 2.15 (A) Western-Blot und (B) SDS-PAGE-Analyse zum Nachweis von VEGF in den
unldslichen Fraktionen des Zelllysats. M: Proteinmarker, 1: pET-29a(+) VEGF¢s 4 h nach Induktion,
2: pET-29a(+) VEGF 45 S-Tag 4 h nach Induktion, VEGF: kommerzielles VEGF 45 (16 %iges SDS-
Gel, Silberfarbung).

Da VEGF 45 nur in der unldslichen Fraktion nachgewiesen werden konnte, liegt das Protein in
so genannten Einschlusskorperchen (Inclusion Bodies) vor. Bei Inclusion Bodies handelt es
sich um Akkumulationen von Proteinen im Zellinneren. Dies tritt hdaufig bei der Expression

von humanen Genen in prokaryotischen Zellen auf [148]. Ein groBer Nachteil der Inclusion

Bodies ist, dass das hergestellte Protein zum gréfiten Teil nicht korrekt gefaltet vorliegt. Somit
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sind aufwendige Protokolle zum Ldsen und Falten des Proteins notwendig. Trotz dieser
aufwendigen Isolierung der Proteine birgt die Bildung von Inclusion Bodies einige Vorteile
gegeniiber der Ansammlung des Zielproteins in der cytoplasmatischen Fraktion der Zelle.
Zum einen sind Proteine in Inclusion Bodies oft weniger anfillig gegeniiber Proteasen, zum
anderen kann das Zielprotein bereits vor der eigentlichen Aufreinigung durch Abtrennung der
16slichen Fraktion von einem Grofteil der natiirlichen E. coli Proteine separiert werden [149,

150].

Die verwendeten Strategien zur Freisetzung des VEGF 45 aus den Inclusion Bodies werden

neben der Aufreinigung von VEGF 65 im ndchsten Abschnitt erldutert.

2.2.3.4 Aufreinigung von VEGF s

Zur Aufreinigung und Faltung des hergestellten VEGF 45 wurden verschiedene Ansitze
untersucht. Die  Aufreinigung des ungetaggten VEGF fand mithilfe von
Kationenaustauschchromatographie und Heparin-Affinitdtschromatographie statt. Zum
anderen wurde das S-getaggte VEGF mithilfe des bereits erwdhnten kommerziell erhiltlichen
Kits (SeTag™ Thrombin Purification Kit, Merck KGaA) aufgereinigt. Im Folgenden werden

die drei Methoden und die entsprechenden Ergebnisse vorgestellt.

Kationenaustauschchromatographie (IEX)

Der isoelektrische Punkt des VEGF 45 liegt bei 6,9 [150]. Zur Aufreinigung des Proteins iiber
Kationenaustauschchromatographie (IEC, ion exchange chromatography) wurde daher ein
Bindungspuffer mit einem pH-Wert von 5,5 gewéhlt, um eine positive Gesamtladung und
somit eine Bindung des VEGF an das Sdulenmaterial zu gewahrleisten. Zum AufschlieBen der
VEGF-Inclusion Bodies wurde das Protokoll von Siemeister et al. (1996) [150] verwendet.
Die gewaschenen Inclusion Bodies wurden vor der Chromatographie in einem Puffer, u.a.
bestehend aus Harnstoff und DTT (Dithiothreitol) bei pH 5,5 aufgenommen. Genaue
Zusammensetzung der Puffer sind im Anhang ab Seite 143 zu finden. Das DTT dient dabei
zur Reduktion von Disulfidbriicken und begiinstigt somit die Solubilisierung des VEGF. Die
Probe wurde auf eine Sartobind S75 Membran (Sartorius Stedim Biotech) aufgetragen und die
Elution des VEGF¢s erfolgte iiber einen ansteigenden lonenstirkegradienten (bis 300 mM) an

Natriumchlorid.
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Abbildung 2.16 FPLC-Aufreinigung des VEGFss iiber Kationenaustauschchromatographie.
Dargestellt sind (A) das Chromatogramm mit der UV-Absorption in Abhdngigkeit von der Zeit und
(B) die SDS-Gel-Analyse ausgewihlter Fraktionen. M: Proteinmarker, A: Ausgangsprobe,
D: Durchlauf, E: Elution (16%iges SDS-Gel, Silberfarbung).

Das Chromatogramm der Kationenaustauschchromatographie in Abbildung 2.16 A zeigt im
Vergleich zum Durchlauf nur einen sehr kleinen Elutionspeak, welcher ab einer
Natriumchloridkonzentration von 280 nM auftrat. Im SDS-Gel in Abbildung 2.16 B ist im
Durchlauf insgesamt wenig Protein zu erkennen, die Elution zeigt auf Hohe des VEGF eine
sehr schwache Bande. Das hergestellte VEGF konnte also nur in geringer Menge eluiert
werden. Vermutlich binden alle Proteine der Probe sehr stark an die Membran und werden
durch anschlieBendes Waschen unvollstindig abgetrennt. Auffillig ist, dass das VEGF schon
in der Ausgangsprobe (A) sehr rein ist. Somit konnte der Vorteil der Proteinproduktion in
Inclusion Bodies durch die Entfernung der 16slichen Fraktion bestdtigt werden.

Zur Verbesserung dieser Aufreinigungsstrategie konnten weitere Bindungspuffer und pH-
Werte getestet werden. Ebenso konnte eine Variation des Elutionsschrittes, beispielweise liber

einen pH-Shift, zur erhdhten Elution des VEGF beitragen.

Heparin-Affinititschromatographie

Da VEGF 45 eine Heparin-Bindungsdoméne aufweist [151, 152], konnte das hergestellte
Protein iiber Affinititschromatopraphie mit einer Heparinaffinititssiule (HiTrap'™ Heparin
HP, GE Healthcare) aufgereinigt werden. Hierzu wurden die gewaschenen VEGF-Inclusion
Bodies nach dem Protokoll von Heiring et al. (2001) [149] in 7,5 M Harnstofflosung
aufgenommen und zehnfach verdiinnt in eine Losung aus 20 mM Tris-HC1 und 7 uM CuCl,

(pH 8,4). Die VEGF-Losung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt. Durch die
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aprupte Verdiinnung wird die ,,korrekte* Faltung des VEGF erreicht [153]. Hierbei verschiebt
sich das Faltungsgleichgewicht vom denaturierten zum nativen Zustand. Anschlieend wurde

die Probe auf die Heparinsdule gegeben und mithilfe eines NaCl-Gradienten (bis 2 M) eluiert.

kbaM A D E1E2

0,04 35

0.9 M NaCl 25
0,021 E2
0,4 MNaCl
0,011 E1

VEGF

UV-Absorption
=]
3
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Abbildung 2.17 FPLC-Aufreinigung des VEGF 5 iiber eine Heparin-Affinitdtssdule. Dargestellt sind
(A) das Chromatogramm mit der UV-Absorption in Abhédngigkeit von der Zeit und (B) die SDS-Gel-
Analyse ausgewdhlter Fraktionen. M: Proteinmarker, A: Ausgangsprobe, D: Durchlauf, E1: Elution
(Peak 1), E2: Elution (Peak 2) (16%iges SDS-Gel, Silberfarbung).

Die Abbildung 2.17 bestitigt den Erfolg der FPLC-Aufreinigung des hergestellten VEGF ¢s
iiber die Heparin-Affinititssdule. Das VEGF konnte sowohl im ersten als auch im zweiten
Elutionspeak detektiert werden. Im ersten Peak liegt es jedoch durch ein anderes Protein (ca.
17 kDa), welches scheinbar ebenfalls Wechselwirkungen mit Heparin eingeht, verunreinigt
vor. VEGF liegt im zweiten Elutionspeak rein vor, jedoch in einer geringen Konzentration.
Da der Durchlauf relativ viel VEGF enthilt, konnten weitere Optimierungen die Bindung des
VEGF an der Sdule verbessern und damit die Ausbeute an reinem VEGF stark erhdhen. Eine
Moglichkeit fiir die schlechte Bindung des VEGF an Heparin konnte in einer unzureichenden
Faltung des Proteins liegen. In weiteren Studien sollten daher die optimalen
Faltungsbedingungen fiir das hergestellte VEGF¢s ermittelt werden. Als Alternative zur

Verdiinnung ist auch die Anwendung von Dialyse zur Faltung des Proteins denkbar.

Affinititsaufreinigung iiber S-Tag

Das S-Tag Thrombin Purification Kit von Merck ermoglicht eine Proteinaufreinigung unter
Abspaltung des S-Tags, sofern eine thrombin cleavage site zwischen dem Zielprotein und
dem Tag vorliegt. Das Zielprotein bindet {liber seinen Tag an S-Proteine, welche kovalent an

Agarose-Beads immobilisiert sind. AnschlieBend kann nach mehreren Waschschritten durch
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Zugabe des Thrombins das Protein iiber die cleavage site vom Tag abgespalten und isoliert

werden.

3
b
™

VEGF S:Tag

 VEGF

Abbildung 2.18 SDS-PAGE-Analyse der verschiedenen Fraktionen der Affinitétsaufreinigung tiber
S-Tag. M: Proteinmarker, 1: Unldsliche Fraktion nach Kultivierung, 2: Losliche Fraktion, 3: Geloste
Inclusion Bodies nach Waschen, W: Waschfraktion, E: Elution (16%iges SDS-Gel, Silberfarbung).
Das SDS-Gel in Abbildung 2.18 zeigt das Ergebnis der Aufreinigung. Durch mehrmaliges
Waschen der Inclusion Bodies konnte im ersten Schritt schon eine deutliche Abreicherung der
unerwiinschten Proteine erzielt werden (Spur 3). Das VEGF wurde zu seiner vollstindigen
Losung in 2 M Harnstofflosung aufgenommen und auf die S-Protein Agarose-Beads gegeben.
Uberschiissiges Protein wurde abgewaschen (Spur W). In der Elution (Spur E) ist eine
schwache Bande auf Hohe des ungetaggten VEGF zu erkennen. Trotz der recht hohen
Ausgangskonzentration an Proteinlosung (ca. 1 mg/mL, NanoDrop ND-1000) liegt die
Ausbeute an VEGF nur im Mikrogrammbereich. Moglicherweise ist ein Grofteil des Proteins
nicht von den Beads abgespalten worden oder es ist wihrend des Aufreinigungsprozesses
ausgefallen. Fiir eine Optimierung dieser Aufreinigungsstrategie und um hohere Ausbeuten an
aufgereinigtem VEGF zu erhalten, muss zum einen getestet werden, ob die Aktivitit von
Thrombin in 2 M Harnstoff ausreichend ist, zum anderen ob VEGF langerfristig in 2 M
Harnstofflosung geldst bleibt.

Prinzipiell konnte mit allen drei getesteten Methoden eine Aufreinigung des produzierten
VEGFs¢s erzielt  werden. Die  besten  Ergebnisse lieferte dabei die
Heparinaffinititschromatographie. Im Falle der Kationenaustauschchromatographie wurde
nur sehr wenig VEGF eluiert. Durch eine Optimierung dieser beiden Aufreinigungsstrategien
konnte die Aufreinigung noch verbessert werden. Zusitzlich wire eine Kombination der
beiden Methoden denkbar. Zunichst konnte VEGF mithilfe der

Kationenaustauschchromatographie aufgereinigt werden. Die vereinte Elutionsfraktion wird
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einer Proteinfaltung unterzogen und anschlieBend iiber eine Heparin-Sdule gereinigt. Eine
weitere Optimierung des S-Tag Aufreinigungskits lohnt sich aus Kostengriinden hingegen

kaum.

In einem weiteren Ansatz konnte auch die Kultivierungsbedingungen veridndert werden, um
die Bildung von VEGF in der l6slichen Fraktion zu induzieren und so die
Faltungsproblematik des VEGF zu umgehen. Liegt das VEGF in kleineren Mengen in E. coli
vor, so neigt es weniger zur Bildung von Inclusion Bodies [154]. Mit geringeren
Wachstumsraten, bedingt durch die Kultivierungstemperatur und die
Medienzusammensetzung, konnen niedrigere Expressionsraten erzielt und so die Bildung von

Aggregaten minimiert werden.

2.3 Herstellung und Auswertung der Microarrays

In diesem Kapitel werden zundchst die verwendeten Methoden zur Herstellung und
Auswertung der Aptamer-Microarrays erldutert und auf die Ergebnisse der experimentellen
Uberpriifung verschiedener Parameter der Aptamer-Microarrays eingegangen. Prinzipiell

besteht ein Chip-Experiment aus vier wesentlichen Schritten:

o Immobilisierung (Spotting) der Fangermolekiile (Forward-Phase und
Sandwich-Assay) bzw. des Analyten (Reverse-Phase-Assay) auf der
Microarrayoberflache

o Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten Analyten bzw. Fangermolekiilen

o Scannen des Microarrays

o Auswertung des Microarrays

Diese Schritte werden durch einen Blockierungsvorgang und mehrere Waschschritten zur
Elimination unspezifisch gebundener Molekiile ergédnzt. Fiir jeden verwendeten Aptamer-
Assay wurden die optimalsten Bedingungen zur Herstellung und Inkubation der Microarrays
ermittelt. Die anschlieBende Auswertung der Microarrays erfolgte fiir alle Experimente mit

der Software GenePix Pro 6.0 (Axon, Forster City, CA, USA).
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2.3.1 Einfluss der Spotting-Technologie

Zur Immobilisierung der Aptamere und Proteine auf den Microarrayslides wurden zwei
verschiedene Spotter eingesetzt. Der Affymetrix 417 Arrayer (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA) arbeitet mit direktem Kontakt zur Oberfliche und der NanoPlotter NP 2.1 (GeSiM,
GroBerkmannsdorf, DE) kann mithilfe des piezoelektrischen Effekts ein minimales Volumen
an Fliissigkeit ohne Kontakt zur Oberfldche in Form von einzelnen Spots abgeben.

Um die optimalen Spotting-Bedingungen fiir die Aptamer-Microarrays zu ermitteln, wurde
die Abhéngigkeit der Volumina der Spots und im Falle des NanoPlotters 2.1. auch die der
Luftfeuchtigkeit wiahrend des Druckvorgangs von der Qualitdt der Spots (SNR: Signal-to-
Noise-Ratio, Signal-zu-Rausch-Verhiltnis) untersucht. Umso grofler die SNR ist, desto hoher
ist die Qualitdt des betrachteten Spots. Die SNR stellt auch ein MaB fiir die Nachweisgrenze
des Microarrays dar (siche Abschnitt 2.3.4). Fiir die folgenden Untersuchungen wurde nur die
Bindung des 6H7-Aptamers an die His-getaggte PFEI (pseudomonas fluorescence esterase I)

im Forward-Phase- und Reverse-Phase-Format betrachtet.

2.3.1.1 Kontakt-Spotter

Der Affymetrix 417 Arrayer basiert auf dem Ring-und-Pin-System und {iibertrdgt pro Spot
etwas 0,1 nL Flissigkeit. Da dieser Spotter direkten Kontakt mit der Oberfliche benotigt,
konnen nur feste, zweidimensionale Oberflachen wie z.B. Glasslides verwendet werden. Fiir
Forward-Phase-Assays wurden die Slides mit jeweils fiinf Hits pro Spot, also etwa 0,5 nL
bedruckt und fiir Reverse-Phase-Assays mit acht Hits pro Spot, was einem Volumen von ca.
1 nL in einem Spot entspricht. Hohere Spot-Volumina fiithrten zu keiner Verbesserung der
SNR (Daten nicht gezeigt). Um eine gewisse Reproduzierbarkeit und eine direkte
Vergleichbarkeit der Spots untereinander zu erreichen, wurde das Spotting in allen

Experimenten mit demselben Pin durchgefiihrt.

2.3.1.2 Kontaktfreier Spotter

Der grofle Vorteil des kontaktfreien NanoPlotters NP 2.1 liegt vor allem in der hohen
Reproduzierbarkeit der Tropfengroflen und der Wahl eines beliebigen Spotting-Musters auf

dem Microarray. Mit diesem Verfahren konnen neben Glassubstraten auch pordse Materialien
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wie Nitrocelluloseslides bedruckt werden. Laut Herstellerangaben gibt der NanoPlotter (mit
NanoTip) pro Tropfen ca. 0,3 bis 0,4 nL ab, wobei diese Angaben mit den verwendeten
Spottereinstellungen (u.a. Volt, Frequenz) und der zu spottenden Fliissigkeit variieren. Die
besten Ergebnisse hinsichtlich der SNR und Signalintensitdt wurden im Forward-Phase-
Format mit drei Tropfen pro Spot und im Reverse-Phase-Format mit acht Tropfen erzielt
(Daten nicht gezeigt).

Im Reverse-Phase-Format konnte durch eine Erhdhung der Luftfeuchtigkeit auf 60% eine
deutliche Steigerung der SNR-Werte erzielt werden, wohingegen die Luftfeuchtigkeit nur
geringe Auswirkungen auf die Immobilisierung der Aptamere im Forward-Phase-Format
aufweist. Abbildung 2.19 zeigt die Steigerung der SNR in Prozent durch Einsatz von 60%

Luftfeuchtigkeit wihrend des Spotting in beiden Microarray-Formaten.

180
1601 M ohne
1404 160 %
120+
100

SNR in %

Forward Reverse

Abbildung 2.19 Einfluss der Luftfeuchtigkeit (60%) wihrend des Spotting auf die SNR-Werte im
Forward- (PEI-Aldehydslides) und Reverse-Phase-Format (Nitrocelluloseslides).

Im Schnitt konnte die SNR im Forward-Phase-Format um knapp 10% und im Reverse-
Phase-Format um ca. 70% gesteigert werden. Die Luftfeuchtigkeit bewirkt ein langsameres
Eintrocknen der Spots, was zu einer gesteigerten Bindungseffizienz und hohen Homogenitét
der Spots fiihrt [155, 156]. Dies scheint in erster Linie fiir die Immobilisierung von Proteinen,
also im Reverse-Phase-Format, von Vorteil zu sein.

In allen weiteren Versuchen wurde im Forward-Phase-Format mit drei Tropfen pro Spot und

im Reverse-Phase-Format mit acht Tropfen pro Spot und 60% Luftfeuchtigkeit gearbeitet.

Zusammengefasst gesehen ist die Wahl des Spotters vom jeweiligen Microarray und dem
Format abhdngig. Da die aptamerbasierten Forward-Phase-Microarrays auf Glassubstraten
durchgefiihrt wurden, liefert der robuste Kontaktspotter gute Ergebnisse hinsichtlich der
Immobilisierung der Aptamere. Durch die Verwendung des kontaktfreien Spotters konnte

durch Einsatz von 60% Luftfeuchtigkeit wiahrend des Spottens, die SNR gesteigert werden.
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Die Verwendung des kontaktfreien Spotters zur Immobilisierung von Proteinen auf
Nitrocelluloseslides  fiir  Reverse-Phase-Assays ist aufgrund der Por0sitit der
dreidimensionalen Membran zwingend notwendig. Durch erh6hte Luftfeuchtigkeit wahrend

des Immobilisierungsvorgangs konnte hier die SNR deutlich gesteigert werden.

2.3.2 Scannen der Microarrays

Das Scannen der Microarrays wurde mit dem GenePix 4000B (Axon, Forster City, CA, USA)
durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um einen Zwei-Kanal-Fluoreszenzscanner, welcher ein
digitales Abbild des Microarrays erzeugt. Um sowohl starke als auch schwache Signale
erfassen zu konnen, werden die Microarrays bei verschiedenen Photomultipliersensitivitdten
(PMT-Gain) und Laserstirken (33% oder 100%) vermessen. Bei Verwendung von
Nitrocellulose wurde nur mit einer Laserstirke von 33% gescannt, um eine Beschédigung der

Membran durch den Laser zu umgehen.

2.3.3 Verwendeter Fluoreszenzfarbstoff

Zur Detektion der Spots wurden die Proteine (Forward-Phase) bzw. die Aptamere (Reverse-
Phase und Sandwich) mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 (Indocarbocyanin) modifiziert. Das

Anregungsmaximum dieses Farbstoffs liegt bei 550 nm und er emittiert maximal bei 570 nm.

2.3.4 Auswertung der Microarrays

Die Auswertung der Spots erfolgte mit der Software GenePix Pro 6.0. Auf das digitale Abbild
des Chips wird eine Maske, ein so genanntes Grid, gelegt, welche das Spotting-Muster des
Microarrays beinhaltet. Nachdem die Maske exakt auf die Spots angepasst wurde, erfolgt die
Auswertung. Hierbei ermittelt das Programm fiir jeden Spot eine Vielzahl verschiedenster
Parameter, wie Signalintensitét, Hintergrundintensitét, Spotdurchmesser und SNR.

In dieser Arbeit wurden in erster Linie die Signalintensitit (SM: Signal Mean), die Intensitit
des Hintergrunds (BM: Background Mean), die relative Signalintensitdt (SM - BM) und die
Signal-to-Noise-Ratio (SNR) zur Auswertung herangezogen. Aber auch andere Angaben wie

z.B. der Spotdurchmesser liefern wertvolle Informationen iiber die entwickelten Aptamer-
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Microarrays. Die SM stellt die Intensitét des Spots, gemittelt {iber alle Pixel innerhalb des
Spots, dar. Die relative Signalintensitdt hingegen liefert Informationen {iber die
Signalintensitdt des Spots abziiglich der Hintergrundintensitit. Die SNR gibt das Verhéltnis
der relativen Signalintensitdt zur Standardabweichung des Hintergrunds (Stdev.BG) an und
wurde nach Formel 3.1 bestimmt. Die SNR kann als MaB fiir die Signalqualitit heran gezogen

werden. Umso hoher die SNR desto hoher ist die Qualitét des Spots.

SM-BM
SNR = Stdev.BG [Formel 3.1]

Das Detektionslimit (LOD, Limit of Detection) eines Microarrays wurde als die niedrigste
Konzentration des Analyten definiert, welche noch zu einer SNR von > 3 fiihrt [157]. Da die
SNR auch von dem verwendeten PMT-Gain abhingt, wurden zur Ermittlung der maximalen
SNR (SNR.x) eines Experiments stets verschiedene Scans desselben Slides zur Auswertung
herangezogen.

Jeder Spot wurde jeweils mit neun Replikaten auf die Microarrays gespottet. Die erhaltenen
Werte wurden gemittelt und die Standardabweichungen berechnet. Zum Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Microarrays wurden nur Scans mit gleichem PMT-Gain sowie der

gleichen Laserstirke herangezogen.

2.4. Entwicklung und Optimierung der Aptamer-Microarrays

Dieses Kapitel prasentiert die Entwicklung der entwickelten Aptamer-Microarrays. Es ist
unterteilt in die Detektion His-getaggter Proteine (siehe Abschnitt 2.4.1, Seite 66),
Immunoglobuline (siche Abschnitt 2.4.2, Seite 91) und VEGF¢s (sieche Abschnitt 2.4.3, Seite
109). Die Aptamere gegen His-Tag dienten aufgrund der leichten Verfiigbarkeit der Proteine
in erster Linie als Modellsystem zur Entwicklung und Testung verschiedener Oberfldchen.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die entsprechenden Assays fiir die Detektion

verschiedener Immunoglobuline und VEGF 65 aufgebaut.
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2.4.1 Detektion His-getaggter Proteine

Zundchst wird der Forward-Phase-Assay vorgestellt. Hierbei konnte die Detektion der drei
His-getaggten Proteine PFEI, Bgl und GFP auf modifizierten Aldehyd- sowie Epoxyslides
realisiert werden. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden zusétzlich verschieden
funktionalisierte Microarrays und molekulare Oberflichenspacer hinsichtlich der
Funktionalitit der Aptamere gegen den His-Tag im Forward-Phase-Format getestet.

Der zweite Abschnitt zeigt die Entwicklung und Optimierung des Reverse-Phase-Assays auf
Nitrocellulose- und Aldehydslides. Dieser Assay ermoglichte die schnelle Analyse einer
Vielzahl an Proben in einem Experiment.

Die optimierten Protokolle zur Detektion His-getaggter Proteine mit aptamerbasierten

Microarrays sind im Anhang (Seite 152) zu finden.

2.4.1.1 Forward-Phase-Assay

Ein wesentlicher Schritt der Entwicklung eines Aptamer Forward-Phase-Assays ist der Erhalt
der Funktionalitit der Aptamere auch nach der Immobilisierung auf der
Microarrayoberfldche. Die Funktionalitit ist hier definiert als die Féhigkeit der Aptamere, ihr
Targetprotein zu erkennen und spezifisch zu binden. Wichtig ist dabei in erster Linie die
Gewihrleistung der Ausbildung der dreidimensionalen Struktur der immobilisierten
Aptamere. Nur in der ,,richtigen* Konformation kann die Bindung des Targetmolekiils und
somit eine Detektion erfolgen. Die korrekte Faltung der Aptamere kann zum einen durch
sterische Wechselwirkungen mit der Chipoberfliche, aber auch durch elektrostatische

Wechselwirkungen beeintrichtigt werden.

Der Nachweis der His-getaggten Proteine gelang auf Polyethylenimin(PEI)-modifizierten
Aldehydslides, kommerziell erhéltlichen Epoxy-Polyethylenglykol(PEG)-Slides und auf
Glasobjekttragern, welche mit verschiedenen funktionellen Gruppen modifiziert wurden. Das
Aptamer 6HS5 zeigte bei allen verwendeten Oberflachen geringere Signalintensititen und
SNR-Werte als das Aptamer 6H7. Da das 6H5 Aptamer somit eine geringe Bindungsaffinitét
auf Microarray-Oberfldchen aufweist, sind im Folgenden nur die Ergebnisse des Aptamers
6H7 gezeigt. Das Aptamer wurde mit dem Kontakt-Spotter jeweils in vier verschiedenen

Konzentrationen (50, 100, 150 und 200 uM in PBS-6H7) gespottet. Der Nachweis der
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Funktionalitdt wurde mit His-getaggten Cy3-markierten Proteinen in einer Konzentration von

1 pg/mL durchgefiihrt.

Detektion auf PEI-Aldehydslides

Basierend auf einer optimierten Immobilisierungsstrategic von Walter et al. (2008) [9]
wurden die Aptamere {iber einen Cyanurchlorid-Linker an Polyethylenimin (PEI)-
modifizierte Aldehydslides immobilisiert. Die Modifizierung der Microarray-Oberflache mit
PEI erfolgt unter der Ausbildung Schiff’scher Basen und bewirkt zum einen eine erhohte
Bindungskapazitit und PEI liefert als molekularer Spacer ausreichend groflen Abstand zur
Oberflache. Die Bindung des Aptamers an PEI erfolgt {iber einen terminalen Aminolinker,
welcher mit Cyanurchlorid aktiviert ist (Abbildung 2.20). Die moglichen elektrostatischen
Wechselwirkungen des Aptamers mit den Aminogruppen der Oberfliche werden durch eine
anschlieBende Umpolung mit Bernsteinsdureanhydrid minimiert. Um eine optimale Faltung
der immobilisierten Aptamere zu erreichen, beinhaltet das Protokoll vor der Inkubation mit
dem Zielprotein einen Denaturierungsschritt. Hierbei werden die Slides nach dem Blockieren
mit BSA mit siedendem Reinstwasser ilibergossen um eine Entfaltung der Aptamere zu
erzielen. Durch anschlieBende Inkubation der Slides im SELEX-Puffer PBST-6H7 werden die
Aptamere korrekt gefaltet.

Cl > N\\'NHWAptamer
N T N
NH
Cl N NH
\'!lT 5 Aptamer
Y
Cl
PEI-modifizierte Aldehyd-Oberflache PEl-modifizierte Aldehyd-Oberflache

nach Immobilisierung des Aptamers

Abbildung 2.20 Bindung des Aptamers iiber einen Cyanurchloridlinker an die PEI-modifizierte
Aldehyd-Oberfliche.

Fir PFEI-his konnte mit diesem System eine Nachweisgrenze von 3,3 nM erzielt werden
[137]. Desweiteren wurde filir die Aptamer 6H7 und 6H5 gezeigt, dass die Immobilisierung
iiber das 5'-Ende in einer hoheren Funktionalitit des Aptamers resultierte. Somit ist

vermutlich das 3"-Ende des Oligonukleotidstrangs maf3geblich an der Targetbindung beteiligt.
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Um einerseits den bestehenden Aptamer-Assay zu vereinfachen, aber auch um niedrigere
Nachweisgrenzen zu erzielen wurden weitere Oberflichen zur Detektion His-getaggter

Proteine im Forward-Phase-Format getestet.

Detektion auf Epoxy-PEG-Slides

Um eine Vereinfachung des Protokolls zu erreichen, wurden epoxylierte Microarrays zur
Detektion von His-getaggten Proteinen getestet. Diese kommerziell erhéltlichen Oberfldchen
(Scienion AG) sind mit Polyethylenglykol als molekularer Spacer modifiziert. Das Aptamer
muss in diesem Fall nicht aktiviert werden, sondern kann direkt iiber den Cg-Aminolinker
immobilisiert werden (Abbildung 2.20). Ebenso ist eine Umpolung der negativ polarisierten
Oberflache iiberfliissig. Ansonsten wurde das Protokoll von Walter et al. (2008) inklusive des

Denaturierungsschritts tibernommen.

Aptamer

HzN /\/\/\Aptamer

Epoxy-PEG-Oberflache Epoxy-PEG-Oberfliche nach
Immobilisierung des Aptamers

Abbildung 2.21 Bindung des Aptamers an die Epoxy-PEG-Oberflachen iiber den C¢-Aminolinker.

Zum direkten Vergleich der beiden Oberflichen wurde ein Forward-Phase-Assay zur
Detektion von PFEI-his auf den Epoxy-PEG- und PEI-Aldehyd-Oberflichen parallel
durchgefiihrt. Das Aptamer 6H7 wurde in beiden Fillen mit dem Kontakt-Spotter iiber das
5’-Ende immobilisiert. Die Abbildung 2.22 zeigt die Scans und die Signalintensititen sowie
SNR-Werte in Abhingigkeit von der Konzentration des immobilisierten Aptamers. Mit den
Epoxy-PEG-Oberflichen konnten weitaus hohere Signalintensititen erzielt werden als mit
den PEI-Aldehydslides. Jedoch ist der Hintergrund unregelmifBiger und liefert ein hoheres
Signal. Somit sind die SNR-Werte der Epoxy-PEG-Slides zwar etwas hoher, liegen aber in
einem dhnlichen Bereich wie bei den PEI-Aldehydslides.
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Abbildung 2.22 Vergleich der PEI-Aldehyd- und Epoxy-PEG-Oberflichen im Forward-Phase-
Format. Scan des (A) PEI-Aldehyd- und (B) Epoxy-PEG-Microarrays nach Inkubation mit Cy3-
markierter PFEI-his. Die Diagramme zeigen die relativen Signalintensititen (C) und die SNR-Werte
(D) fir die Bindung von PFEI-Cy3 in Abhéngigkeit von der Konzentration an immobilisiertem
Aptamer 6H7 fiir die beiden Oberflichen im Vergleich (PMT-Gain: 600).

Die Nachweisgrenze flir PFEI-his lag mit diesen Oberflichen bei 5 nM. Mit den Aldehyd-
PEI-Oberfldchen konnte hingegen eine LOD von 3,3 nM fiir die Detektion von His-getaggter
PFEI im Forward-Phase-Format erzielt werden [137]. Somit sind die Epoxy-PEG-Slides

insgesamt etwas schlechter geeignet als die PEI-Aldehydslides.

Ein Grund fiir die viel hohere Signalintensitit der Epoxy-PEG-Slides konnte einerseits in
einer erhohten Funktionalitidt der Aptamere oder in einer hoheren Immobilisierungsdichte der
Aptamere auf der Oberfliche liegen. Um die Immobilisierungseffizienz der beiden
Oberflachen direkt vergleichen zu konnen, wurde 3°-Cy3-markiertes Aptamer 6H7 auf
Epoxy-PEG-Slides und 3’-Cy3-markiertes 6H7, aktiviert mit Cyanurchlorid, auf PEI-
Aldehyds--lides gespottet. Nach mehrmaligem Waschen wurden die erhaltenen relativen
Signalintensititen der Microarrays gegeniiber gestellt. Die Signalintensititen in
Abbildung 2.23 zeigen, dass die Immobilisierungseffizienz fiir beide Oberflichen nahezu
identisch ist. Es kann also davon ausgegangen werden, dass ungefdhr gleich viele
Aptamermolekiile auf den Slides immobilisiert werden. Die Ergebnisse bestitigen eine hohere
Funktionalitdt des Aptamers auf Epoxy-PEG-Slides. Dies kann vermutlich auf besseren
sterischen Bedingungen hinsichtlich der Lénge bzw. des Verzweigungsgrades des

molekularen Spacers zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 2.23 Vergleich der Immobilisierungseffizienz der PEI-Aldehyd- und Epoxy-PEG-
Oberflachen. Gezeigt sind die relativen Signalintensititen in Abhéngigkeit von der Konzentration des
immobilisierten Cy3-markierten Aptamers 6H7 (PMT-Gain: 500).

Zur Uberpriifung der Abhiingigkeit der Aptamerfunktionalitit von der Linge des molekularen
Spacers auf der Microarrayoberfliche wurde die Detektion von PFEI-Cy3 mit dem Aptamer
6H7 auf Oberflichen mit molekularen Spacern unterschiedlicher Lénge wiederholt. Es
wurden Epoxyslides ohne Spacer, Epoxy-PEG540- und Epoxy-PEG640-Oberflichen
verwendet. Das PEG540 unterscheidet sich von PEG640 in einer um 100 g/mol verminderten
durchschnittlichen Molekiilmasse (PEG540: 540 g/mol, PEG640: 640 g/mol). Diese geringere
Molekiilmasse hat letztendlich auch den Effekt einer verminderten Linge und eines kleineren

Verzweigungsgrads des Spacers.
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Abbildung 2.24 Abhingigkeit der Aptamerfunktionalitdt von der Lidnge des molekularen Spacers
zwischen Aptamer und Oberfliche im Forward-Phase-Format. Gezeigt sind die relativen
Signalintensitdten fiir die Bindung von PFEI-Cy3 in Abhéngigkeit von der Konzentration des
immobilisierten Aptamers 6H7 auf Epoxy-, PEG540-Epoxy- und PEG640-Epoxyslides (PMT-gain:
500).

Die Ergebnisse in Abbildung 2.24 bestétigen die Notwenigkeit eines molekularen Spacer auf

der Microarray-Oberfldche. Fiir die Oberflachen ohne Spacer wurde ein sehr geringes Signal
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erhalten. Das Aptamer kann auf einfachen Epoxyslides vermutlich nicht die ,,richtige*
dreidimensionale Form zur Bindung des Targetproteins PFEI-his annehmen. Die
Funktionalitdt des Aptamers und somit die Bindung der PFEI-his ist auf beiden PEG-
Oberflachen gewihrleistet, wobei die Verwendung der Oberfliche mit dem hoher
molekularem PEG zu noch hoéheren Signalintensitdten fithrt. Fiir die hier verwendeten
Oberflachen gilt, dass die Funktionalitit des immobilisierten Aptamers mit der Lénge und des

Verzweigungsgrades zunimmt.

Desweiteren wurde die Epoxy-PEG640-Oberfldche auf ihre Andwendbarkeit hinsichtlich der
Detektion anderer His-getaggten Proteine untersucht. Hierfiir wurden die Microarrays mit
Cy3-markiertem Bgl-his und GFP-his inkubiert und die Ergebnisse mit der Detektion der
PFEI-his verglichen.

| I PFE|-his
22000 { g Bol-his
20000 1 [ GFP-his

PFEl-his  Bgl-his = GFP-his

rel. Signalintensitit

50 100 150 200
c(Aptamer 6H7) in uM

Abbildung 2.25 Vergleich der relativen Signalintensititen der Detektion von Cy3-markierter PFEI-,
Bgl- und GFP-his in Abhingigkeit von der Konzentration des immobilisierten Aptamers 6H7 auf
Epoxy-PEG640-Oberflachen im Forward-Phase-Format (PMT-Gain: 600).

Die Abbildung 2.25 zeigt die erhaltenen relativen Signalintensititen. Generell ist die
Detektion weiterer His-getaggter Proteine mdglich, im Falle des Bgl und GFP wurden jedoch
deutlich niedrigerere Signalintensititen als fiir PFEI erzielt. Bgl und GFP werden in dhnlicher
Quantitéit auf dem Microarray gebunden. Da die D/P-Ratio fiir alle drei Proteine dhnlich war,
(0,7-0,8) ist davon auszugehen, dass die Zuginglichkeit des His-Tags bei den Proteinen
unterschiedlich ist. Die Faltung des Proteins kann zur Folge haben, dass der Histidin-Tag fiir
das Aptamer schlecht zuginglich ist. Neben sterischen Effekten hinsichtlich der
Zuginglichkeit des His-Tags, kann auch die Ladungsverteilung in der direkten Umgebung des
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His-Tags eine Rolle spielen. Ist diese negativ polarisiert, so fiihrt es zu einer Abstoung des

negativ geladenen Aptamers.

Screening verschiedener Oberflichen und Spacer

Um den Einfluss der Oberflaichenmodifikation sowie der Lange des molekularen Spacer im
Foward-Phase-Format ndher zu charakterisieren, wurde ein umfangreiches Screening
verschiedenster Oberflichen und Spacer durchgefiihrt'. Ausgehend von unmodifizierten
Glasobjekttrigern wurden durch chemische Synthese komplexe Microarrays zur

Immobilisierung von Aptameren hergestellt.

Der erste Schritt ist die Silanisierung der Glasoberflichen (Abbildung 2.26). Ausgehend von
der epoxymodifizierten Oberfliche (Abbildung 2.26 B) kénnen durch Behandlung mit
Salzsdure und Natriumperiodat Aldehydgruppen (Abbildung 2.26 C) generiert werden.

—
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N
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0
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Abbildung 2.26 Chemische Reaktionen zur Herstellung von (A) amino-, (B) epoxy- und (C)
aldehydfunktionalisierten Oberflichen ausgehend von Glasobjekttragern.

Diese drei funktionellen Gruppen, Amino, Epoxy und Aldehyd, wurden zur Immobilisierung
der Aptamere verwendet. Wihrend die Aptamere an Epoxy- und Aldehydgruppen direkt iiber
einen Cg-Aminolinker binden konnen, mussten zur Kopplung an aminomodifizierte
Oberflachen entweder das Aptamer aktiviert werden (Cyanurchlorid, sieche Abschnitt 2.4.1.1)

oder die Oberflache. Fiir diese Studie wurde eine Aktivierung der Aminooberflichen nach

'3 Masterarbeit Guohong Zhu
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Balamurugan et al. (2008) [122] mit 1,4-Phenylendiisocyanat (PDIC) durchgefiihrt
(Abbildung 2.27). Dies gewihrleistet eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da in allen
Experimenten die gleichen Aptamere immobilisiert werden. Die Bindung des Aptamers
erfolgt anschlieBend iiber den Aminolinker (sieche Abschnitt 1.2.2.2, Abbildung 1.10). Der
Bindungserfolg des Aptamers 6H7 auf den hergestellten Oberflichen wurde mittels SYBR-
Green-Farbung tiberpriift. SYBR Green I und II sind Cyanin-Farbstoffe, welche in DNA
interkalieren. Dieser DNA-Komplex kann anschlieend mithilfe des Fluoreszenzscanners
sichtbar gemacht werden. Die Bindungserfolg der Aptamere konnte auf allen hergestellten

Oberflachen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

I PDIC —o\ )SK

_o>Si/\/\NH ‘ O’Si/\/\u H’QN=C=O
/ : Pyridin, O/

—-0 N,N-Dimethylformamid

Abbildung 2.27 Aktivierung von aminomodifizierten Oberflichen mit 1,4-Phenylendiisocyanat
(PDIC).

Basierend auf diesen Oberflaichen wurden verschiedene molekulare Spacer an die Oberfliche
iiber den Linker Acrylolylchlorid gekoppelt. Dabei handelte es sich um lineare und
verzweigte Spacer mit den jeweiligen terminalen funktionellen Gruppen. Die Tabelle 2.4 gibt
eine Ubersicht iiber die hergestellten und getesteten aminofunktionalisierten Oberflichen mit
verschiedenen molekularen Spacern. Die entsprechenden epoxy- und aldehydmodifizierten
Oberflichen wurden jeweils ausgehend von den Oberflachen in Tabelle 2.4 durch Reaktion

mit 1,2,7,8-Diepoxyoctan (DEO) bzw. Glutaraldehyd generiert (Abbildung 2.28).

(0]

D\/\/\@M

A B
Abbildung 2.28 Strukturformeln von 1,2,7,8-Diepoxyoctan (A) und Glutaraldehyd (B).

Um die optimale Struktur und Lénger der molekularen Spacer auf der Oberfliche fiir die
Aptamerfaltung zu definieren, wurden fiinf verschiedene Microarray-Oberflachen hergestellt:
»kein Spacer®, , kurz-verzweigt®, ,kurz-linear”, ,lang-verzweigt“ und ,lang-linear”. Diese
Oberflachen wurden jeweils mit amino-, aldehyd- oder epoxyfunktionalisierten terminalen

Gruppen modifiziert. Der lineare kurze Spacer hat nur eine Aptamerbindungsstelle an
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terminaler Position, wohingegen der verzweigte Spacer eine hohere Dichte an funktionellen

Gruppen aufweist.

Tabelle 2.4 Ubersicht iiber die konstruierten aminofunktionalisierten Microarrays mit verschiedenen
molekularen Spacer.

0.
: N
kein Spacer L o—siT NN
—0
—_O\ o
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Im Folgenden werden die Ergebnisse fiir die amino-, epoxy- und aldehydmodifizierten
Oberflichen prisentiert und diskutiert. Zur Uberpriifung der Funktionalitit der
immobilisierten Aptamere wurde das Aptamer 6H7 auf den Oberflichen immobilisiert und
mit PFEI-Cy3 inkubiert. Sowohl die Signalintensitit als auch die SNR wurden zur
Auswertung und zum Vergleich der Oberflichen herangezogen. Die gezeigten Daten basieren

auf einer Konzentration des zu immobilisierenden Aptamers 6H7 von 200 uM.

Aminofunktionalisierte Oberflichen

Die Bindung der PFEI-his an die immobilisierten Aptamere erfolgte in unterschiedlicher
Quantitdit auf den verschiedenen Oberflichen. Die Abbildung 2.29 stellt die erhaltene
Signalintensitit und SNR in Abhédngigkeit von der Oberfliche dar.

- 74 -



PFEI-His 30
Cy3 markiert I rel. Signalintensit:t b
\ 600001 ] SNR - 25

Aptamer 6H7
40000

zflmiﬂl il

PDIC

I

spacer
mit NH,- Gruppen

SNR

rel. Signalintensitit

X \S \S o
Q) v S v )
O o = o2 &
e»Q?’ NN A N A
N S & & ©
(%) 'S 2 >
& 0{1/ (\Q
© N\

Abbildung 2.29 Relative Signalintensititen und SNR-Werte der Aptamer-Microarrays fiir die
Detektion von Cy3-markierter PFEI-his auf aminofunktionalisierten Oberflichen mit verschiedenen
molekularen Spacern im Forward-Phase-Format (PMT-Gain: 600).

Die besten Ergebnisse konnten auf der Oberflaiche mit kurzem, verzweigtem Spacer erzielt
werden. Die Oberfliche mit langem, verzweigtem Spacer lieferte eine geringere
Bindungseffizienz des Targetproteins. Eventuell neigen langkettige Molekiile zu einer
intramolekularen Faltung und behindern so die Immobilisierung sowie die Funktionalitéit des
Aptamers. Alle Oberflichen werden zur Bindung des Aptamers in einem ersten Schritt mit
PDIC aktiviert. Mdglicherweise kann diese Modifizierung im Falle des langen, verzweigten
Spacers aufgrund sterischer und elektrostatischer Hinderungen nicht mit ausreichender
Effizienz erfolgen. Auf den Oberflichen mit den linearen Spacer ist die
Immobilisierungseffizienz des Aptamers wegen der vergleichsweise geringen Anzahl an

freien Bindungsstellen vermutlich zu gering.

Epoxyfunktionalisierte Oberflichen

Die Abbildung 2.30 zeigt die relativen Signalintensititen und SNR-Werte in Abhéngigkeit
von den verwendeten molekularen Spacern auf epoxyfunktionalisierten Oberfldchen.
Insbesondere auf den Oberflichen mit ,lang-linearem* und , kurz-verzweigtem* Spacer hat
das Aptamer 6H7 eine geringe Funktionalitit. Die Verwendung des Spacer ,,lang-verzweigt*
resultiert hingegen in den besten Ergebnissen hinsichtlich der Detektion von PFEI-his.
Sowohl die SNR als auch die Signalintensitdt sind mehr als doppelt so grof3 als bei den
anderen Oberfldchen. In diesem Fall scheint sowohl die Linge des Spacers als auch der

Verzweigungsgrad sich positiv auf die Funktionalitit des Aptamers auszuwirken.
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Abbildung 2.30 Relative Signalintensititen und SNR-Werte der Aptamer-Microarrays fiir die
Detektion von Cy3-markierter PFEI-his auf epoxyfunktionalisierten Oberflichen mit verschiedenen
molekularen Spacern im Forward-Phase-Format (PMT-Gain: 600).

Aldehydfunktionalisierte Oberfliichen

Bei den aldehydfunktionalisierten Oberflichen hat die Verwendung unterschiedlicher Spacer
einen geringeren Einfluss auf die Signalintensititen und SNR-Werte als bei den amino- und
aldehydfunktionalisierten Microarrays (Abbildung 2.31). Insgesamt gesehen zeigt hier aber
auch der Spacer ,,lang-verzweigt* die hochsten Werte. Die anderen Spacer unterscheiden sich
kaum untereinander. Die Verwendung eines Spacers ist hier also nur ab einer bestimmten
Lange sinnvoll.

Bei kleineren Langen des molekularen Spacers ist der Effekt der

Verbesserung der Funktionalitdt nicht zu beobachten.
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Abbildung 2.31 Relative Signalintensititen und SNR-Werte der Aptamer-Microarrays fiir die
Detektion von Cy3-markierter PFEI-his auf aldehydfunktionalisierten Oberfldchen mit verschiedenen
molekularen Spacern im Forward-Phase-Format (PMT-Gain: 600).
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Vergleich der Oberflichen

Generell hat sich die Verwendung eines verzweigten Spacers positiv auf die Bindung des
Targetmolekiils und somit auf die Funktionalitit des immobilisierten Aptamers ausgewirkt.
Dies ist vermutlich auf die hohere Aptamerbindungskapazitit der Microarrays
zuriickzufiihren.

Zum Vergleich der verschiedenen getesteten Oberflaichen wurden jeweils die Ergebnisse der
Microarrays mit den besten Resultaten in Abbildung 2.32 zusammengestellt. Neben den selbst
konstruierten Microarrays sind ebenfalls die PEI-Aldehydslides und die kommerziell

erhiltlichen Epoxy-PEG-Slides aufgefiihrt.
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Abbildung 2.32 Vergleich der getesteten Oberflachen. Relative Signalintensitdten und SNR-Werte der
Aptamer-Microarrays fiir die Detektion von Cy3-markierter PFEI-his auf verschiedenen Oberflachen
im Forward-Phase-Format (PMT-Gain: 600).

Im Vergleich zu den konventionellen Aldehyd-PEI- und Epoxy-PEG-Slides konnte die
Signalintensitit und die SNR fiir die Detektion von PFEI-his mit den selbst konstruierten
Oberflichen deutlich gesteigert werden. Die besten Ergebnisse erzielte die

epoxyfunktionalisierte Oberflichen mit dem Spacer ,, lang-verzweigt®.

Die Ergebnisse dieser Studie bestdtigen erneut die Notwendigkeit eines molekularen Spacers
zwischen Aptamer und Oberfliche fiir eine optimale Aptamerfaltung und Targetbindung.
Neben der Lénge spielt auch der Verzweigungsgrad eine wichtige Rolle hinsichtlich der
Immobilisierungskapazitit der Oberfliche. Durch die Konstruktion definierter Spacer mit
verschiedenen Léngen sowie Verzweigungsgraden auf Oberflichen ist es mdglich,
vielverspechende Microarray-Substrate fiir die aptamerbasierte Detektion von Proteinen im

Forward-Phase-Format herzustellen, welche kommerziell nicht erhéltlich sind.
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Einfluss der Position des molekularen Spacers

In einer weiteren Studie wurde der Einfluss eines am Aptamer integrierten molekularen
Spacers auf die Targetbindung untersucht. Lao et al. (2009) =zeigten bereits die
Anwendbarkeit eines Kohlenstoff- bzw. Tymidin-Spacers am terminalen Ende eines
Aptamers zur Detektion von Thrombin. Im Vergleich zu den Aptameren ohne molekularen
Spacer konnte die Sensitivitit des Assays bis zu 1000-fach gesteigert werden [10].

Das Aptamer 6H7 wurde am 5’-Ende mit zehn Thymidinen und Hexaethylenglykol (HEG)
modifiziert und anschlieBend auf epoxy- und aldehydmodifizierte Slides ohne Spacer
gespottet. Zur Kopplung an die Microarrays wies das Aptamer eine terminale Aminogruppe
auf. In Abbildung 2.33 sind die relativen Signalintensitidten und SNR-Werte der Microarray-
Eperimente unter Verwendung der Aptamers 6H7 mit und ohne integriertem 10T-HEG-
Spacer dargestellt. Zum Vergleich sind ebenfalls die entsprechenden SNR-Werte bei
Verwendung der spacermodifizierten Oberfliche ,,lang-verzweigt* aufgetragen.
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Abbildung 2.33 SNR-Werte der Aptamer-Microarrays flir die Detektion von Cy3-markierter PFEI-his
auf epoxy- und aldehydfunktionalisierten Oberflichen im Forward-Phase-Format. Vergleich von
Aptamer 6H7 ohne Spacer, mit integriertem 10T-HEG-Spacer und Oberflichenspacer ,lang-
verzweigt” (PMT-Gain: 600).

Die Ergebnisse bestitigen eine erhohte Funktionalitidt des immobilisierten Aptamers 6H7 bei
Verwendung des intramolekularen Spacers. Es konnte nicht nur im Vergleich zu dem
unmodifizierten Aptamer die SNR eindeutig gesteigert werden. Auch im Vergleich zu den
vorherigen Versuchen mit den spacermodifizierten Oberflichen konnte die Qualitdt der
Microarrays um bis zu 65% gesteigert werden.

Es ist davon auszugehen, dass ein Spacer, welcher direkt am Aptamer integriert ist, zu einer

hoheren Funktionalitit des Aptamers beitrdgt. In Falle der modifizierten Oberflachen tragen
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die immobilisierten molekularen Spacer zu einer erhohten Wechselwirkung mit den
Aptameren bei. Diese Problematik wird bei der Verwendung integrierter Spacer umgangen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen der Detektion His-getaggter Proteine auf Forward-
Phase-Microarrays ergaben, dass die Funktionalitit der immobilisierten Aptamere in erster
Linie von der Oberfldche und dem molekularen Spacer abhéngt. Es konnte His-getaggte PFEI
auf kommerziellen sowie selbst modifizierten Microarrays mit Nachweisgrenzen im
nanomolaren Bereich detektiert werden. Desweiteren wurde gezeigt, dass die Verwendung
eines intramolekularen Spacers am Aptamer die Funktionalitit und somit die

Bindungseffizienz mal3geblich steigert.

2.4.1.2 Reverse-Phase-Assay

Die Detektion von Proteinen 1im  Reverse-Phase-Format wird hdufig mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchgefiihrt. Ein groBer Vorteil dieses Assays ist die
markierungsfreie Detektion einer Vielzahl an Proben in einem Experiment. Um die
Anwendbarkeit von Aptameren als Detektionsmolekiile zu untersuchen, wurde ein Reverse-
Phase-Assay zur Detektion von His-getaggten Proteinen mit Aptameren entwickelt. Hierflir
wurden die Proteine auf kommerziell erhéltlichen aldehydmodifizierten bzw. nitrocellulose-
beschichteten Microarrays immobilisiert und nach einem Blockierungsschritt mit BSA und
mehreren Waschschritten, mit Cy3-markiertem Aptamer 6H7 inkubiert.

Verschiedene Parameter wurden dabei untersucht und optimiert. Zum einen die verwendete
Oberflache, aber auch die optimale Aptamerkonzentration sowie der Einfluss der Position des
Fluorophors am Aptamer. Zusétzlich konnte aufgrund der hohen Spezifitit des entwickelten

Assays die Detektion von Proteinen aus Zelllysaten realisiert werden.

Proteinbindungskapazititen

Der wichtigste Schritt in der Entwicklung eines Reverse-Phase-Assays ist die
Immobilisierung der Targetproteine. Eine geringe Proteinbindungskapazitit der Oberfldche
fiihrt zu schwachen Signalintensitdten, wihrend zu hohe Proteinbindungskapazititen die
Erreichbarkeit des Bindungsepitops des Proteins vermindern konnen. Verschiedene
Publikationen haben bereits die Vorteile von Nitrocellulose als Substrat fiir die
Immobilisierung von Protein heraus gestellt [4, 125, 158]. Auf nitrocellulosebeschichteten

Microarrays kénnen Proteine mit hoher Bindungseffizienz und unter Erhalt ihrer nativen
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Konformation gekoppelt werden. Der Grund dafiir liegt in der dreidimensionalen und

netzartigen Struktur der Nitrocellulose.

Um die Proteinbindungskapazititen der verwendeten Oberflachen zu vergleichen, wurde Cy3-
markierte PFEI-his in verschiedenen Mengen (10,4 fmol bis 0,003 fmol) auf
aldehydmodifizierten und nitrocellulose-beschichteten Microarrays gespottet. Dabei wurde im
Falle der Nitrocelluloseslides der kontaktfreie Spotter verwendet und fiir die Aldehydslides
beide Spotter getestet. Nach dem Blocken und dem Abwaschen ungebundener Proteine wurde

die relative Signalintensitét ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2.34 dargestellt.
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Abbildung 2.34 Relative Signalintensititen in Abhéngigkeit der Menge an gespotteter Cy3-markierter
PFEIl-his auf Nitrocellulose- und Aldehydslides (PMT-Gain: 400).

Wie zu erwarten, werden mit Nitrocelluloseslides sehr viel hohere relative Signalintensitéten
erreicht als mit Aldehydslides. Wird davon ausgegangen, dass die Signalintensitit ein MaB fiir
die Anzahl an immobilisierten fluoreszenzmarkierten Proteinen ist, so ist die
Bindungskapazitit der Nitrocelluloseoberflichen wesentlich hoher als die der
zweidimensionalen aldehydmodifizierten Glasslides. Desweiteren zeigen die Ergebnisse, dass
die verwendete Spotting-Technik keinen Einfluss auf die Menge an immobilisiertem Protein

hat.

Die Nitrocellulose scheint fiir die Immobilisierung der His-getaggten Proteinen besser
geeignet zu sein als die aldehydmodifizierten Oberfldchen. In einem néchsten Schritt muss
getestet werden ob das Detektionsaptamer trotz der hohen Immobilisierungsdichte den His-

Tag des Proteins noch erkennen und binden kann.
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Optimale Aptamerkonzentration

Es sollte fiir moglichst hohe SNR-Werte der Bereich der optimalen Aptamerkonzentration fiir
jeden Reverse-Phase-Microarray bestimmt werden. Hierfiir wurde aufgereinigte PFEI-his in
einer Konzentration von 1 mg/mL in 1 x PBS mit dem kontaktfreien Spotter auf die Aldehyd-
und Nitrocelluloseslides gespottet und mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cy3-
markierten 6H7 (fluoreszenzmarkiert am 3’- bzw. 5'-Ende) in dem Bindungspuffer PBST-
6H7 inkubiert. Die verwendeten Konzentrationen lagen in einem Bereich von 0,003 pg/mL

(0,2 nM) bis 10 pg/mL (790 nM).
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Abbildung 2.35 Bestimmung der optimalen Aptamerkonzentration zur Detektion von PFEI-his im
Reverse-Phase-Format. Aufgetragen ist die Konzentration an Cy3-markiertem Aptamer 6H7 in
Abhingigkeit von der SNR fiir (A) Aldehyd- und (B) Nitrocelluloseslides.

Bei Betrachtung der Abbildung 2.35 fillt auf, dass die Nitrocelluloseslides viel hohere SNR-
Werte als die Aldehydslides aufweisen. Dies ist auf die hohe Proteinbindungskapazitét der
Nitrocellulose zuriickzufiihren. Trotz dieser hohen Dichte an immobilisierten Proteinen kann
das Detektionsaptamer den His-Tag der PFEI also noch ausreichend erreichen und binden.
Fiir beide Oberflaichen wurden dennoch hinsichtlich der optimalen Aptamerkonzentration die
gleichen Ergebnisse erhalten. Auf beiden Oberflichen betrigt sie 5 pg/mL (390 nM) fiir das
3’-Cy3-markierte 6H7 und 7 ug/mL (550 nM) fiir das 5"-Cy3-markierte 6H7 (Abbildung 2.35
A und B). Bei noch hoheren Konzentrationen verringerte sich die SNR, da zu viele
Detektionsmolekiile an den Hintergrund binden. In allen weiteren Experimenten wurde mit

diesen optimalen Aptamerkonzentrationen gearbeitet.
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Einfluss der Position des Fluorophors

Da bereits im Forward-Phase-Format die Immobilisierungsrichtung des Aptamers Einfluss
auf die Funktionalitit der Aptamere hatte, wurde auch im Reverse-Phase-Format der Einfluss
der Position des Fluorophors am Aptamer untersucht. Abbildung 2.35 zeigte bereits die
erhohten Signalintensititen bei Verwendung des Aptamers 6H7, welches am 5'-Ende Cy3-
modifiziert ist. Der Reverse-Phase-Assay zur Detektion von PFEI-his wurde mit den
ermittelten optimalen Aptamerkonzentrationen auf beiden Oberfldchen wiederholt und die
Ergebnisse gegeniiber gestellt. Neben der relativen Signalintensitit ist auch die SNR in

Abbildung 2.36 dargestellt.
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Abbildung 2.36 Einfluss der Position des Cy3 am Aptamer 6H7 auf die Targetbindung (PFEI-his,
1 mg/mL) im Reverse-Phase-Format. Aufgetragen sind die relativen Signalintensitdten und die SNR
fiir Aldehyd- und Nitrocelluloseslides.

Sowohl bei den aldehydmodifizierten Slides als auch bei den Nitrocelluloseslides zeigte das
5’-Cy3-markierte Aptamer deutlich hohere Signalintensitdten und SNR-Werte. Vermutlich ist
das 5'-Ende des 6H7-Aptamers nicht an der Targetbindung beteiligt, eine Modifizierung an
dieser Position wirkt sich somit nicht negativ auf die Funktionalitidt des Aptamers aus. Diese
Ergebnisse korrelieren mit den Beobachtungen im Forward-Phase-Format. Das Aptamer 6H7
zeigte dort bessere Bindungserfolge, wenn es iiber das 5'-Ende immobilisiert wurde (siche

Abschnitt 2.4.1.1).

Nachweisgrenze des Assays

Fir eine Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) des entwickelten Reverse-Phase-

Microarrays wurde das Targetprotein PFEI-his in einer Konzentrationsreihe von 0,001 bis 2
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mg/mL auf Aldehyd- und Nitrocelluloseslides immobilisiert. Die Detektion fand mit 5'Cy3-
markiertem 6H7 statt.

Die Abbildung 2.37 zeigt die beiden Slides (Immobilisierung der PFEI-his mit kontaktfreiem
Spotter) und die SNR in Abhéngigkeit von der PFEI-Konzentration. Widhrend auf
Aldehydslides (Abbildung 2.36 A) auch bei den geringsten Konzentrationen von 0,001
mg/mL und 0,005 mg/mL ein Signal zu erkennen ist, ist die Detektion auf Nitrocelluloseslides
(Abbildung 2.36 B) nur bis zu einer PFEI-Konzentration von 0,01 mg/mL mdoglich.
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Abbildung 2.37 Bestimmung der Nachweisgrenze zur Detektion von PFEI-his im Reverse-Phase-
Format. Gezeigt sind die Scans und die SNR-Werte in Abhédngigkeit von der Konzentration der PFEI-
his auf (A) Aldehyd- und (B) Nitrocelluloseslides nach Inkubation mit 5-Cy3-markiertem 6H7. Die
gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze (LOD) dar.

Als MaB fiir die Nachweisgrenze wurde die SNR herangezogen. Die niedrigste Konzentration
bei der die SNR > 3 war, ist die Konzentration an Protein, welche gerade noch detektierbar
ist. Die Tabelle 2.5 listet die bestimmten LOD-Werte auf. Bei Verwendung der Aldehydslides
liegt die Nachweisgrenze mit 0,03 uM um ein zehnfaches tiefer als bei Nitrocelluloseslides,
welche eine LOD von 0,3 uM aufweisen. Trotz der hoheren maximal erreichten SNR, kénnen

auf Nitrocellulose kleine Proteinkozentrationen weniger gut nachgewiesen werden.

Moglicherweise diffundieren kleine Proteinmengen vollstindig in die dreidimensionale
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Struktur der Oberflache, wo sie von dem Detektionsaptamer nur schwer erreicht werden

konnen.

Tabelle 2.5 Nachweisgrenzen (LOD) in pg/mL und maximale SNR-Werte zur Detektion von PFEI-his
mit 5’-Cy3-markiertem Aptamer 6H7 im Reverse-Phase-Format.

Oberfliche LOD SNR
Nitrocellulose 10 (0,3 uM) 772
Aldehyd (kontaktfreier Spotter) 1 (0,03 uM) 83
Aldehyd (Kontakt-Spotter) 50 (1,5 uM) 60

Desweiteren flihrt die Verwendung des Kontakt-Spotters zu einer flinfmal schlechteren
Nachweisgrenze von 1,5 uM. Ebenso sind die SNR-Werte kleiner, was auf eine nicht
effiziente Bindung des Aptamers an die PFEI-his bei Verwendung des Kontakt-Spotters
hindeutet. Vermutlich flihrt die vergleichsweise schonende, unter hoher Luftfeuchtigkeit
stattfindende, kontaktfreie Immobilisierung der PFEI-his zu einer besseren Ausrichtung bzw.

vermindert eine Strukturdnderung des Proteins beim Bindungsvorgang.

Detektion von GFP-his

Da der Einsatz von anti His-Tag-Aptameren die Detektion verschiedener His-getaggter
Proteine ermoglichen soll, wurde desweiteren GFP-his auf einem Aldehydslide immobilisiert
und mit 5’-Cy3-markiertem 6H7 nachgewiesen. Die Abbildung 2.38 zeigt zum einen den

Scan des Microarrays sowie die SNR in Abhéngigkeit von der Konzentration an GFP-his.
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Abbildung 2.38 Bestimmung der Nachweisgrenze zur Detektion von GFP-his im Reverse-Phase-
Format. Gezeigt sind die Scans und die SNR-Werte in Abhéngigkeit von der Konzentration des GFP-
his auf Aldehydslides nach Inkubation mit 5’-Cy3-markiertem 6H7. Die gestrichelte Linie stellt die
Nachweisgrenze (LOD) dar (PMT-Gain: 600).
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Generell ist die Detektion von GFP-his mithilfe des Cy3-markierten 6H7 Aptamers moglich.
Jedoch nimmt die Intensitit der Spots schon ab einer Proteinkonzentration von 0,2 mg/mL
rapide ab. Ab 0,2 mg/mL sinkt die SNR unter die Nachweisgrenze. Trotz gleicher Dye-to-
Protein-Ratio der beiden Proteine GFP-his und PFEI-his von 0,8 wurden im Reverse-Phase-
Assay fiir GFP-his viel niedrigere Signalintensititen und SNR-Werte erhalten. Wéhrend die
LOD fiir PFEI bei 0,03 uM auf Aldehydslides liegt, betrdgt die LOD fiir GFP-his nur 7,4 pM.
Eine mogliche Erkldarung fiir die schlechte Detektierbarkeit von GFP-his konnte in einer
schlechteren Erreichbarkeit des His-Tags fiir das 6H7 Aptamer sein. Eventuell ist der His-Tag
im GFP durch die Proteinfaltung sterisch nur schwer zugénglich, was die Detektion mittels
Aptamer behindert. Ebenso konnten elektrostatische Effekte die Bindung des Aptamers an
den His-Tag behindern. Diese Feststellung korreliert mit den Ergebnissen des Forward-
Phase-Assay (siche Abschnitt 2.4.1.1). Das GFP-his zeigte auch dort eine schlechtere
Detektierbarkeit auf als die PFEI-his.

Detektion aus Zelllysat

In einem weiteren Experiment wurde die Anwendbarkeit des entwickelten aptamerbasierten
Reverse-Phase-Assays flr die Detektion von His-getaggten Proteinen in Zelllysaten getestet.
Die Detektion von Proteinen in komplexen Proben ist unter anderem fiir die Uberwachung
von Herstellungs- und Aufreinigungsprozessen von Vorteil. Durch eine Probenahme wihrend
der Proteinherstellung in Bioreaktoren konnte mit diesem Assay eine schnelle und vorallem

gut parallelisierbare Detektion des Proteins erfolgen.

Da sich in Zelllysaten neben dem Zielprotein auch eine Vielzahl anderer Proteine befinden,
wurde zunichst die Spezifitit des verwendeten Aptamers 6H7 untersucht. Hierfiir wurde
neben PFEI-his auch BSA und ein E. coli K12 Zelllysat (ohne PFEI-his) in einer
Konzentration von 1 mg/mL auf Aldehyd- und Nitrocelluloseslides gespottet. Nach dem
Auslesen der Microarrays waren die Signalintensititen und die SNR-Werte fiir BSA und das
Zelllysat vernachldssigbar gering (SNR < 3). PFEI-his wurde jedoch mit ausreichender
Affinitdt vom Aptamer gebunden (Daten nicht gezeigt). Das Aptamer 6H7 zeigt somit eine
ausreichende Spezifitit flir die Bindung an die PFEI-his.

Fiir die Detektion von PFEI-his in Zelllysat wurde das Protein in E. coli produziert (siche
Abschnitt 2.2.1.1). Nach Induktion wurde die Kultivierung 1 h, 2 h, 3 h bzw. 4 h lang
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durchgefiihrt, die Zellen geerntet und das Lysat mittels Ultraschall aufgeschlossen. Dieses
Zelllysat wurde anschlieBend in einer Konzentration von 1 mg/mL auf Aldehydslides

gespottet und anschlieBend mit 5°-Cy3-markiertem 6H7 Aptamer inkubiert.
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Abbildung 2.39 Detektion von PFEI-his im E. coli Zelllysat. Proben: 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach
Induktion sowie reine PFEI-his in einer Konzentration von 1 mg/mL analysiert mit SDS-PAGE und
Aldehyd-Microarray sowie Vergleich der rel. Signalintensitdt und SNR (PMT-Gain: 600).

Die Abbildung 2.39 zeigt mit fortschreitender Zeit nach Induktion im SDS-Gel eine
ansteigende Konzentration von PFEI-his im Zelllysat. Auf dem Aldehydslide spiegelt sich
dies in der Signalintensitdt der Spots direkt wieder. Die Auswertung in Abbildung 2.39 stellt
die relative Signalintensitdt und SNR der Proben gegeniiber. Die SNR nimmt ebenso wie die
Signalintensitit mit ansteigender Konzentration an PFEI-his im Zelllysat zu. Die SNR-Werte
der Zelllysat-Proben liegen mit Werten zwischen 4 und 20 zwar deutlich unter den SNR-
Werten der reinen PFEI-his, bewegen sich aber dennoch im detektierbaren Bereich
(SNR > 3). Der Grund dieser niedrigeren SNR-Werte ist die Konkurrenz der Proteine des
Zelllysats mit der PFEI-his um die vorhandenen Bindungsplitze auf dem Microarray,
wodurch weniger Molekiile des Targetproteins gebunden werden kénnen.

Mithilfe dieses Experiments konnte die generelle Anwendbarkeit des Aptamer Reverse-
Phase-Microarray fiir die Detektion von his-getaggten Proteinen in komplexen Proben

erfolgreich gezeigt werden.

Ein grofles Problem des entwickelten Assays ist weiterhin die Tatsache, dass die tatsdchliche
Menge an gebundenem Protein in einem Spot nicht bekannt ist. Um eine Aussage iiber die
Konzentration der PFEI-his in komplexen Proben zu erhalten, ist die Verwendung einer
Konzentrationsreihe von PFEI-his auf demselben Microarray denkbar. Wird jedoch eine reine

Losung PFEI gespottet so sind die Signalintensititen nur méfBig mit denen einer
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Proteinmischung zu vergleichen. Die Zugénglichkeit des His-Tag kann ndmlich durch die
Immobilisierung weiterer Proteine in demselben Spot beeinflusst sein bzw. weniger PFEI-his
wird in einem Spot gebunden, da verschiedene Proteinmolekiile um die Bindungsstellen auf
der Oberfliche konkurrieren. Mit zunehmender Konzentration an Zelllysatproteinen bei
gleichbleibender PFEI-Konzentration sollte sich die relative Signalintensitit auf dem
Microarray also verringern.

Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurde jeweils PFEI-his mit verschiedenen Konzentration
an fetalem Kilberserum (FCS: fetal calf serum) vermischt und auf Aldehydslides

immobilisiert. In jeder Probe lag eine Konzentration an PFEI-his von 1 mg/mL vor.
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Abbildung 2.40 Abhéngigkeit der relativen Signalintensitdt von der Konzentration des Zelllysats
(FCS) fur die Detektion von 1 mg/mL PFEI-his. (A) Scan des Aldehydslides und (B) Darstellung der
relativen Signalintensitdt in Abhéngigkeit von der FCS-Konzentration (PMT-Gain: 600).

Die Abbildung 2.40 zeigt, dass mit zunehmender Konzentration des FCS die gemessene
Signalintensitdit bei gleichbleibender PFEI-Konzentration abnimmt. Eine deutliche
Verringerung der Intensitét ist schon ab einer gesamten Proteinkonzentration von 1,2 mg/mL
zu beobachten. Anhand dieser Erkenntnis ist es fiir die Detektion von Proteinen aus
Zelllysaten mithilfe Reverse-Phase-Microarrays wichtig, zu hoch konzentrierten Proben vor
der Analyse zu verdiinnen, um eine Uberschreitung der Bindungskapazitiit der Oberfliche zu

umgehen [158]. Nitrocelluloseslides konnten zur Detektion von Proteinen aus komplexen

Proben aufgrund der hoheren Bindungskapazitét besser geeignet sein als die hier verwendeten

Aldehydslides.

Diese Versuche zeigen, dass eine akkurate Quantifizierung von His-getaggten Proteinen in

Zelllysaten auf Aldehydslides nur durchfiihrbar ist, wenn die Gesamtproteinkonzentration in
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der Probe kleiner als 1,2 mg/mL ist, da bis zu dieser Konzentration die ,,Fremdproteine*

wenig Einfluss auf die Bindung und Detektion der PFEI-his haben.

Antikorper und Aptamer im Vergleich

Zum direkten Vergleich von Aptamer und Antikdrper als Detektionsmolekiil auf Reverse-
Phase-Microarrays wurde die Detektion von PFEI-his auf Nitrocellulose- und Aldehydslides
mit einem fluoreszenzmarkierten Antikdrper gegen His-getaggte Proteine (Penta-his, Alexa
Fluor 555 Conjugate, Qiagen) durchgefiihrt. Hierfiir wurde zunichst analog zu dem 6H7-
Aptamer die optimale Konzentration an Antikdrper ermittelt. Diese betrug 7 pg/mL (Daten
nicht gezeigt).

AnschlieBend wurde die Detektion von PFEI-his auf Nitrocellulose- und Aldehydslides
durchgefiihrt. In Abbildung 2.41 sind die Ergebnisse im Vergleich mit dem aptamerbasierten
Assay dargestellt. Sowohl die relative Signalintensitdt als auch die SNR-Werte sind bei
Verwendung des Aptamers deutlich hoher. Die Scans der Microarrays zeigen jedoch, dass der

Antikorper auch bei kleinen PFEI-Konzentrationen noch ein Signal liefert.
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Abbildung 2.41 Vergleich von Cy3-markiertem Aptamer und Antikorper als Detektionsmolekiil auf
Reverse-Phase-Microarrays. Nitrocelluloseslides nach Inkubation mit (A) fluoreszenzmarkiertem
Aptamer 6H7 (5'-Cy3) und (B) Antikorper. (C) Vergleich der relativen Signalintensitdt und SNR-
Werte fiir die Detektion von PFEI-his mit dem Aptamer bzw. Antikoérper (PMT-Gain: 300).

In Tabelle 2.6 sind die LOD-Werte des Aptamer- und Antikorper-Assays aufgelistet. Auf
Nitrocelluloseslides weist der antikorperbasierte Microarray mit 0,15 uM trotz insgesamt
geringfiigig kleinerer SNR-Werte eine niedrigere Nachweisgrenze als der Aptamer-

Microarray (0,3 uM) auf. Bei den Aldehydslides resultiert die Anwendung des Aptamers

hingegen in einer deutlich geringere Nachweisgrenze von 0,03 uM. Mit dem Antikorper
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konnte auf Aldehydslides nur eine Nachweisgrenze von 1,5 uM erzielt werden. Dies deutet
darauf hin, dass das negativ geladene Aptamer elektrostatisch von der negativ geladenen
Nitrocellulose abgestoen und somit die Bindung an das immobilisierte Zielmolekiil

erschwert wird [159].

Tabelle 2.6 LOD-Werte der aptamer- und antikorperbasierten Reverse-Phase-Microarrays in pg/mL
zur Detektion von PFEI-his.

Oberfliche LOD™®@mer [ opAntikorper

Nitrocellulose 10 (0,3 uM) 5(0,15 uM)
Aldehyd (kontaktfreier Spotter) 1 (0,03 uM) 50 (1,5 uM)

Aldehyd (Kontakt-Spotter) 50 (1,5 uM) 500 (15 uM)

Es konnte gezeigt werden, dass das Aptamer zur Detektion von Proteinen auf Reverse-Phase-
Microarrays alternativ zu konventionell verwendeten Antikorper unter sorgfiltiger Auswahl

einer geeigneten Oberflache sehr gut eingesetzt werden kann.

2.4.1.3 Zusammenfassung: Detektion His-getaggter Proteine

Mithilfe des Aptamers 6H7 gegen Histidine-Tag konnte die generelle Anwendbarkeit von
Aptameren auf Microarrays, sowohl im Forward-Phase als auch Reverse-Phase-Format
gezeigt werden.

Im Forward-Phase-Format konnte die Abhéngigkeit der Aptamerfunktionalitdt von der
Oberflache sowie der Position des molekularen Spacers bestétigt werden. Es konnten alle drei
his-getaggten Proteine, PFEI, GFP und Bgl detektiert werden, wobei die Bindung des
Aptamers an PFEI-his am besten war. Die Tabelle 2.7 zeigt eine Auswahl der getesteten
Oberflichen und Spacer, sortiert nach ihren in dieser Arbeit erhaltenen maximalen SNR-
Werten fiir die Detektion von PFEI-his. Diese Zusammenfassung macht deutlich, dass die
Verwendung eines intramolekularen Spacers am Aptamer mit Abstand die besten Ergebnisse
liefert. Die drei selbst modifizierten Oberfldchen zeigen SNR-Werte im Bereich von 23 bis
47, was iiber den Werten der kommerziellen Epoxy-PEG-Slides sowie der PEI-modifizierten

Aldehydslides liegt.
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Tabelle 2.7 Vergleich der getesteten Oberflachen hinsichtlich der Signal-to-Noise-Ratio (SNR) fiir die
Detektion von PFEI-his im Forward-Phase-Format mit dem Aptamer 6H7.

Oberfliche SNRax
PEI-Aldehyd 12
Epoxy-PEG 17
Amino ,kurz-verzwei gt 23
Aldehyd ,,lang-verzwei gt 25
Epoxy ,,lang-verzweigt* 47
Epoxy + 10T-HEG-Spacer am Aptamer 60
Aldehyd + 10T-HEG-Spacer am Aptamer 72

Da die Herstellung der spacermodifizierten Microarrays sehr zeitaufwendig ist und eine
Vielzahl an Chemikalien benétigt wird, sind diese Oberfliche jedoch fiir einen haufigen
Gebrauch wenig geeignet. Fiir erste Optimierungen eines aptamerbasierten Forward-Phase-
Assays  hinsichtlich der Immobilisierungsrichtung, sowie Inkubierungs- und
Waschbedingungen sind die PEI-Aldehyd- und Epoxy-PEG-Slides zu empfehlen. Fiir die
zukiinftige Etablierung eines aptamerbasierten Microarrays zur Detektion von Proteinen ist es
empfehlenswert, die Aptamere mit geeigneten Spacern (z.B. T10-HEG) modifizieren zu

lassen, um so eine noch hohere Funktionalitdt der Aptamere erreichen zu konnen.

Durch die Anwendung des fluoreszenzmarkierten Aptamers 6H7 konnte die Bindung auch an
immobilisierte His-getaggte Proteine realisiert werden. Es stellte sich heraus, dass die
Verwendung von 5°-Cy3-gelabeltem Aptamer 6H7 bessere Ergebnisse lieferte als das
entsprechende 3'-Cy3-markierte Aptamer. Die Detektion von PFEI-his, GFP-his und Bgl-his
konnte auf Nitrocellulose sowie Aldehyd realisiert werden. Aufgrund der hohen Spezifitit
konnte desweiteren die Anwendung des Assays fiir die Detektion His-getaggter Proteine aus

komplexen Proben gezeigt werden.

Die Tabelle 2.8 stellt die Nachweisgrenzen der beiden entwickelten Assays auf verschiedenen
Oberflichen gegeniiber. Der Forward-Phase-Microarray weist eine LOD von 3,3 nM auf. Die
Detektion von PFEI-his ist aufgrund der limitierenden Immobilisierung des Proteins im

Reverse-Phase-Format weniger effektiv. Die Werte lagen hier je nach Oberfliche und
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verwendeter Spotting-Methode in einem Bereich von 30 nM bis 1500 nM. Unter den gleichen
Bedingungen zeigten die Aldehydslides mit 30 nM eine 10fach geringere LOD als die
Nitrocelluloseslides (LOD: 300 nM). Erstaunlich ist, dass laut Walter et al (2010)
antikorperbasierte Reverse-Phase-Microarrays ein umgekehrtes Verhalten aufweisen. Dort
konnten auf Nitrocelluloseslides viel bessere Nachweisgrenzen nachgewiesen werden als auf
zweidimensionalen Aldehydslides [5]. Eine Begrindung konnte in der Ladung der
Nitrocellulosemembran liegen. Vermutlich wird das negativ geladene Aptamer von der
negativ polarisierten Nitrocellulose abgestoBen und kann nur schlecht in die Poren der

Membran eindringen und das Targetprotein binden.

Tabelle 2.8 Zusammenfassung der erreichten Nachweisgrenzen (LOD) der Detektion von PFEI-his
auf aptamerbasierten Microarrays im Forward- und Reverse-Phase-Format.

Forward Reverse

5 nM (PEG-Epoxy) 300 nM (Nitrocellulose)

3,3 nM (PEF-Aldehyd) 30 nM (Aldehyd (kontaktfrei))
1500 nM (Aldehyd (kontakt))

Zusammenfassend gesehen ist zum Aufbau eines aptamerbasierten Microarrays eine
sorgfiltige Auswahl und Optimierung der Oberfliche notwendig. Bereits vorhandene
Verfahren und Protokolle von antikdrperbasierten Microarrays lassen sich nicht direkt auf

Aptamer-Microarrays iibertragen.

Im Folgenden wird tiiberpriift, inwiefern auf Basis der hier entwickelten und optimierten
Microarray-Protokolle, weitere aptamerbasierte Assays zur Detektion anderer Proteine
hergestellt werden konnen. Da die hier verwendeten Aptamere lediglich eine
Aminosduresequenz (Polyhistidin) erkennen und binden, wiére es in einem néchsten Schritt
interessant festzustellen, ob sich auch die Detektion komplexerer Targetstrukturen wie

Antikorper oder VEGF auf Aptamer-Microarrays durchfiihren 1ésst.

2.4.2 Detektion von Immunoglobulinen

Um eine Detektion von Antikdrpern mit aptamerbasierten Microarrays zu ermdoglichen, wurde

in Zusammenarbeit mit der Firma AptaRes eine MonoLEX gegen humanes F.-Fragment
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durchgefiihrt. Aus dieser Selektion wurden insgesamt zehn Aptamersequenzen (264 - 273)
erhalten. Diese wurden zunichst in einem Screening auf Microarrays im Forward-Phase-
Format sowohl hinsichtlich ihrer Bindungsaffinititen gegeniiber humanem F.-Fragment, als
auch gegeniiber kompletten Antikdrper untersucht. Beide Molekiile konnten von allen
immobilisierten zehn Sequenzen gebunden werden. Die Verwendung der drei Aptamere 264,
265 und 266 fiihrte jedoch zu den stirksten Fluoreszenzsignalen auf den Microarrays (Daten

nicht gezeigt).

Fiir die Entwicklung und ndhere Charakterisierung der verschiedenen Microarray-Formate
wurden nur diese drei Aptamere verwendet. Zundchst wurde im Forward-Phase und Reverse-
Phase-Format die Nachweisgrenzen bestimmt sowie die Spezifitit der Aptamere untersucht.
Desweiteren wurde eine Detektion im Sandwich-Format realisiert. Hierbei bindet ein
immobilisiertes Aptamer das F.-Fragment {iber die eine Untereinheit, wihrend ein weiteres,
fluoreszenzmarkiertes Aptamer die andere Untereinheit bindet. In Edwards et al. (2010)
werden diese beiden Aptamere als ,,Captamer und ,,Detectamer* bezeichnet [160].

Die optimierten Protokolle zur Detektion von F.-Fragmenten sowie Immunoglobulinen mit

aptamerbasierten Microarrays sind im Anhang (Seite 152) zu finden.

2.4.2.1 Forward-Phase-Assay

Zur Durchfiihrung des Forward-Phase-Assays wurde auf die vorhandenen Protokolle, welche
zur Detektion von His-getaggten Proteinen entwickelt wurden, zuriickgegriffen. Die drei
ausgewdhlten Aptamere 264, 265 und 266 wurden {iber ihren Cg-Aminolinker an
Cyanurchlorid gebunden. Diese Aktivierung ermdglicht in einem nédchsten Schritt eine
gerichtete Kopplung der Aptamere an PEI-modifizierte Oberflichen. Da sich in den
vorangegangenen Studien (siehe Abschnitt 2.4.1.1) herausgestellt hat, dass PEG-modifizierte
Slides ebenfalls die Funktionalitdt der immobilisierten Aptamere unterstiitzen, wurde die
Detektion des Fc-Fragments und der Immunoglobuline zusitzlich auf Epoxy-PEG-

Oberfléchen getestet.

Optimierung des Forward-Phase-Assays

Zunichst wurde eine Protokolloptimierung fiir die anti F.-Aptamere vorgenommen. Durch die

Entfernung des Denaturierungsschrittes vor der Inkubation mit den Zielproteinen konnte die
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Bindung des Zielproteins maB3geblich verbessert werden. Vermutlich begiinstigt im Falle des
6H7-Aptamers eine Denaturierung die korrekte Aptamerfaltung, da dieses Aptamer wéhrend
der SELEX mehreren Denaturierungsschritten wihrend der PCR ausgesetzt wurde. Die anti
F.-Aptamere wurden hingegen mit der MonoLEX hergestellt, welche keine PCR zur
Amplifikation beinhaltet.

Die Abbildung 2.42 zeigt die Signalintensititen der Detektion von Cy3-markiertem
F.-Fragment unter Verwendung der drei Aptamere 264, 265 und 266 auf PEI-Aldehydslides
mit sowie ohne Denaturierung. Wird der Aptamer-Microarray ohne Denaturierung und
anschlieBende Faltung der Aptamere mit humanem F.-Fragment inkubiert, so werden fiir alle
Aptamere hohere Signalintensititen erhalten. Die Faltung von Oligonukleotiden basiert auf
kinetischen Reaktionen und sind somit stark von der Temperatur abhingig. Diese
Temperaturabhéngigkeit der Aptamerfaltung muss geméif den Selektionsbedingungen fiir
jedes Aptamer einzeln untersucht werden.

6000

I it Denaturierung
50004 [ ohne Denaturierung

4000 +
3000 +

2000

rel Signalintensitt

1000 +

0-
Aptamer 264 Aptamer 265 Aptamer 266

Abbildung 2.42 Einfluss der Denaturierung auf die relativen Signalintensitdten fiir die Detektion von
Cy3-markiertem, humanem F.-Fragment (5 pg/mL) im Forward-Phase-Format mit den Aptameren
264, 265 und 266, immobilisiert in einer Konzentration von 100 uM (PMT-Gain: 600).

Weitere Optimierungsansitze des bereits entwickelten Protokolls fiir die Detektion von His-
getaggten Proteinen fiihrten zu keiner Verbesserung der Signalintensitdten und SNR-Werte.
Daher wurden alle weiteren Schritte des Protokolls unverdndert iibernommen.

Die nachfolgenden Ergebnisse basieren auf dem optimierten Protokoll des Forward-Phase-

Assays ohne Denaturierung sowie unter Verwendung des unverdanderten Bindungspuffers.

Vergleich von PEI-Aldehyd- und Epoxy-PEG-Oberflichen

Um die Funktionalitdt der drei Aptamere auf den PEI- und PEG-modifizierten Oberflichen zu

testen, wurden die Aptameren jeweils in einer Konzentration von 100 pM auf den Slides
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immobilisiert und mit Cy3-markiertem F.-Fragment in einer Konzentration von 5 pg/mL
(Jackson ImmunoResearch) inkubiert.

10000

I PE|-Aldehyd-Oberfliche

[] Epoxy-PEG-Oberfliche
PEI-Aldehyd Epoxy-PEG 8000+

6000 +
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2000
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A Aptamer 264 Aptamer 265 Aptamer 266
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Abbildung 2.43 Vergleich der PEI-Aldehyd- und Epoxy-PEG-Oberfliche zur Detektion von Cy3-
markiertem, humanem F.-Fragment (5 ng/mL) im Forward-Phase-Format. Dargestellt sind (A) die
Scans der Microarrays und (B) die relativen Signalintensitdten fiir die Aptamere 264, 265 und 266,
immobilisiert in einer Konzentration von 100 uM (PMT-Gain: 600).

In der Abbildung 2.43 sind die beiden Scans und die relativen Signalintensitéten dargestellt.
Der Epoxy-PEG-Slide weist, wie bereits bei der Detektion von His-getaggten Proteinen (siche
Abschnitt 2.4.1.1) ein deutlich hoheres Hintergundsignal als der PEI-Aldehydslide auf. Aus
diesem Grund ist die relative Signalintensitét vergleichsweise niedrig. Fiir die Detektion von
PFEI-his mit dem Aptamer 6H7 konnten trotz des schlechten Hintergrunds hohere
Intensititen mit den PEG-Slides erhalten werden (siehe Abschnitt 2.4.1.1). Dies trifft fiir die

Detektion von humanem F.-Fragment nicht zu. Vermutlich weisen die anti F.-Aptamere eine

geringere Funktionalitdt auf PEG-Slides auf als die anti His-Tag-Aptamere.

Da die PEI-Aldehyd-Oberfliche deutlich bessere Ergebnisse hinsichtlich der Funktionalitit
der drei Aptamere lieferte, sind in den folgenden Abschnitten nur die Ergebnisse der PEI-

modifizierten Oberflachen dargestellt.

Spezifitit der anti F ~Aptamere

Zur Ubpriifung inwiefern die Aptamere nicht nur das humane F.-Fragment, sondern auch
komplette Immunoglobuline binden, wurden die immobilisierten Aptamere mit verschiedenen

Cy3-markierten Proteinen inkubiert. Neben humanem IgG wurden ebenso IgGs verschiedener
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anderer Spezies (Ratte, Ziege, Maus) verwendet. Es wurden dabei polyklonale Antikorper

eingesetzt. Zusétzlich wurden als Negativkontrollen PFEI-his und BSA eingesetzt.
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Abbildung 2.44 Untersuchung der Spezifitit der anti F.-Aptamere im Forward-Phase-Format auf
PEI-Aldehydslides. Dargestellt sind dir relativen Signalintensititen fiir die Detektion verschiedener
Cy3-markierten Proteine (je 5 pg/mL) mit den Aptameren 264, 265 und 266, immobilisiert in einer
Konzentration von 100 uM (PMT-Gain: 600).

Die Abbildung 2.44 zeigt die relativen Signalintensitéten fiir die Detektion verschiedener
Proteine mit den drei Aptameren. Da die Dye-to-Protein-Ratio bei den verwendeten Proteinen
verschieden ist (D/P: 2,2-3,2 (A552/A286), Anhang, Seite 129), geben die Unterschiede kein
eindeutigen Hinweis beziiglich der Bindungsaffinititen der Aptamere gegeniiber
unterschiedlichen Immunoglobulinen. Vielmehr konnte in diesem Experiment gezeigt
werden, dass die Aptamere nicht nur das humane F.-Fragment binden, gegen welches sie
selektiert wurden, sondern auch komplette Immunoglobuline verschiedener Spezies. Keine
Bindung findet bei PFEI-his und BSA statt. Im Gegensatz hierzu selektierten Miyakawa et al.
(2008) ein RNA-Aptamer gegen humanes IgG, welches nur IgG1, aber keine anderen IgG-
Varianten bindet [161]. Zusammengefasst gesehen weisen die in dieser Arbeit verwendeten
Aptamere 264, 265 und 266 somit vielseitigere Einsatzmdglichkeiten in der Analytik sowie in

der Aufreinigung von verschiedenen Antikorpern auf.

Nachweisgrenze des Forward-Phase-Assays

Fir das humane F.-Fragment wurde die Nachweisgrenze im Forward-Phase-Format

bestimmt. Hierfiir wurden die Microarrays mit verschiedenen Konzentrationen an Cy3-
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markiertem Fc-Fragment inkubiert. Die Konzentrationen lagen in einem Bereich von 0,1 bis

100 nM (0,005 bis 5 pg/mL).
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Abbildung 2.45 Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) des Forward-Phase-Assays fir die
Detektion von Cy3-markiertem humanem F_-Fragment mit den Aptameren 264, 265 und 266.
Dargestellt sind die SNR-Werte in Abhédngigkeit von der Konzentration an humanem F.-Fragment bei
gespotteter Aptamerkonzentration von 100 pM. Die gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze
(LOD) dar (PMT-Gain: 600).

Anhand von Abbildung 2.45 ist zu erkennen, dass fiir alle drei Aptamere die kleinste, gerade
noch nachweisbare Konzentration (SNR > 3) an F.-Fragment 1 nM (0,05 pg/mL) ist. Somit
weist dieser Assay auf Basis der anti F.-Aptamere im Vergleich zum Aptamer-Microarray zur

Detektion von His-getaggten Proteinen (LOD: 3,3 nM) eine vergleichbare Nachweisgrenze
auf (siche Abschnitt 2.4.1.1).

Der entwickelte Forward-Phase-Assay konnte erfolgreich auf die Detektion von humanem
F.-Fragment und verschiedene Immunoglobulinen iibertragen werden, wobei die besten

Ergebnisse unter Verwendung der PEI-Aldehyd-Oberfléchen erzielt wurden.

2.4.2.2 Reverse-Phase-Assay

Desweiteren sollte gezeigt werden, dass auch mit den anti F.-Aptameren eine
markierungsfreie Detektion im Reverse-Phase-Format moglich ist. Vorallem hinsichtlich der
potentiellen Anwendung dieser Aptamere in der Diagnostik ist die Entwicklung von Reverse-
Phase-Microarrays zur schnellen Bestimmung beispielsweise von Antikdrpertitern von

Vorteil.

Der entwickelte Reverse-Phase-Assay konnte ohne weitere Protokolloptimierungen auf die

F.-Aptamere iibertragen werden. Zundchst wurde die optimale Aptamerkonzentration
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bestimmt. Sie betrug fiir Nitrocellulose- und Aldehydslides 750 nM (15 pg/mL) (Daten nicht
gezeigt). Aufgrund der hoheren Bindungskapazitit zeigten Nitrocelluloseslides bessere
Ergebnisse hinsichlich der Signalintensitidt sowie SNR als die Aldehydslides. Im Folgenden
werden daher nur die Ergebnisse der Nitrocellulose-Microarrays présentiert. Der Assay wurde
hinsichtlich seiner Spezifitdt und Nachweisgrenze ndher charakterisiert. Desweiteren wurde
die  Verwendung des  Cy3-markierten = Detektionsaptamers 264  mit  einem

fluoreszenzmarkierten Antikorper gegen humanes IgG verglichen.

Vergleich der Spezifitiit der Aptamere

Um die bereits im Forward-Phase-Assay gezeigte Gruppenspezifitit der Aptamere (siche
Abschnitt 2.4.2.1) zu bestitigen, wurden die Bindungsaffinititen der drei Aptamere im
Reverse-Phase-Format ebenfalls unter Verwendung verschiedener Immunoglobuline
untersucht. Es wurden drei Nitrocelluloseslides mit verschiedenen Proteinen (1 mg/mL)
bedruckt und mit den fluoreszenzmarkierten Aptameren 264, 265 und 266 in optimaler
Konzentration (750 nM) inkubiert. Bei den immobilisierten Proteinen handelt es sich um
humanes IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 und polyklonales humanes IgG, Maus IgG sowie humanes
F.-Fragment. Zusétzlich wurden die Proteinlosungen FCS, BSA und PFEI-his als
Negativkontrollen gepottet.

Das Aptamer 264 bindet nahezu alle Proteine mit der hochsten Affinitit (Abbildung 2.46).
Die anderen Aptamere, 265 und 266, zeigen beide deutlich geringere Signalintensitéten fiir
alle Proteine, was fiir eine geringere Bindungsaffinitit dieser Aptamere an die Zielmolekiile
spricht. Generell werden wie im Forward-Phase-Assay (siehe Abschnitt 2.4.2.1) neben dem
F.-Fragment auch die anderen Immunoglobuline gebunden, was die Gruppenspezifitit der

Aptamere erneut bestatigt.
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Abbildung 2.46 Sperzifitit der anti F.-Aptamere 264, 265 und 266 im Reverse-Phase-Format.
Dargestellt sind (A) der Scan des Nitrocelluloseslides und (B) die relativen Signalintensitéiten fiir die
Detektion der verschiedenen Cy3-markierten Immunoglobuline, humanes F.-Fragment und der
Negativkontrollen FCS, BSA und PFEI-his (PMT-Gain: 250).

Bei Betrachtung der Signalintensititen fiir die Detektion der verschiedenen Immunoglobuline
fallt besonders die hohe Affinitit der Aptamere fiir Immunoglobulin 3 auf. Eine mdogliche
Erklarung konnte die Struktur des Antikorpers liefern. Die Struktur des humanen
Immunoglobulins unterscheidet sich von den anderen IgGs (IgG1, 2 und 4) in einer besonders
langen Gelenkregion (Hinge-Region) (siehe Abschnitt 2.2.2, Abbildung 2.5). Dies erhoht
einerseits die Flexibilitdt des Antikorpers und somit moglicherweise die Zugédnglichkeit der
Targetstruktur fiir das Aptamer. Zum anderen befindet sich in dieser Region eine replizierte

Aminosiuresequenz (PKSCDTPPPCPRCP)", welche ebenso die Bindung des Aptamers

begilinstigen konnte.

An die drei Negativkontrollen findet keine Bindung der Aptamere statt. Aufgrund dieser
hohen Spezifitit beziiglich anderer Proteine und Proteinmischungen, wie fetalem
Kaélberserum, ist es generell moglich, humanes Immunoglobulin beispielsweise aus einer
komplexen Losung zu detektieren, was den Anwendungsbereich dieses Assays enorm

erweitert.

Nachweisgrenze des Reverse-Phase-Assays

Um die Menge an F.-Fragment und Immunoglobulin zu bestimmen, welche mit diesem
Microarray-Format gerade noch detektiert werden kann (SNR > 3), wurde humanes F.-

Fragment in einem Konzentrationsbereich von 0,02 bis 20 uM (0,001 bis 2 mg/mL) und

14 Bestimmt mit ClustalW: http://www.genome.jp/tools/clustalw/
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IgG 3 in einem Bereich von 0,01 bis 11,8 pM (0,001 bis 2 mg/mL) auf Nitrocelluloseslides

gespottet und mit den fluoreszenzmarkierten Aptameren inkubiert.

Die Abbildung 2.47 zeigen die Abhdngigkeit relativen Signalintensitdt (A) und der SNR (B)
von der gespotteten Konzentration an F.-Fragment. Die Nachweisgrenze (LOD) liegt bei

1 uM (0,05 mg/mL), bei geringeren Konzentrationen liegt die SNR unter 3.
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Abbildung 2.47 Bestimmung der Nachweisgrenze des Reverse-Phase-Assays fiir die Detektion von
humanem F.-Fragment mit den Cy3-markierten Aptameren 264, 265 und 266 auf Nitrocelluloseslides.
Dargestellt sind die relativen Signalintensititen (A) und die SNR (B) in Abhingigkeit von der
Konzentration an immobilisiertem humanem F.-Fragment. Die gestrichelte Linie stellt die
Nachweisgrenze (LOD) dar (PMT-Gain: 250).

Der Verlauf der relativen Signalintensitit in Abbildung 2.47 A zeigt, dass sich der
dynamische Bereich des Reverse-Phase-Microarrays fiir die Aptamere 264 und 266 bis zu
einer Konzentration von 20 uM erstreckt. Im Falle des Aptamers 265 liegt eine Séttigung
schon ab einer Konzentration des F.-Fragments von 6 pM vor. Somit tritt schon bei kleinen
Mengen an immobilisierten Zielmolekiil ein Bindungsgleichgewicht des Detektionsaptamers
265 auf. Die unterschiedlichen relativen Signalintensititen konnten einerseits auf
unterschiedliche Bindungsaffinititen der Aptamere zu dem immobilisierten F.-Fragment
zuriick gefithrt werden. Es ist aber auch moglich, dass im Falle des Aptamers 265 das
Fluorophor nach der Bindung verdeckt und somit schlechter fiir eine Detektion zugénglich ist.
Ebenso konnten unter den gegebenen Versuchsbedingungen die Aptamere zu
unterschiedlichen Anteilen inkorrekt gefaltet sein, was eine Bindung an das Targetprotein
erschwert. Um die erhaltenen Ergebnisse direkt auf die Bindungsaffinititen der Aptamere

zuriickfihren zu konnen, sind weitere Experimente notig. Beispielweise konnte die
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Faltungsproblematik durch eine Denaturierung und anschlieBende Faltung der Aptamere vor

der Inkubation ndher untersucht werden.

In den Abbildungen 2.48 sind die relativen Signalintensititen und die SNR-Werte in
Abhiéngigkeit von der Konzentration an gespottetem Immunoglobulin 3 dargestellt. Die
Nachweisgrenze fiir IgG3 liegt fiir das 264 und 265 Aptamer bei 0,29 uM (0,05 mg/mL) und
fiir das 266-Aptamer bei sogar nur 0,06 uM (0,01 mg/mL).
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Abbildung 2.48 Bestimmung der Nachweisgrenze des Reverse-Phase-Assays fur die Detektion von
IgG3 mit den Cy3-markierten Aptameren 264, 265 und 266 auf Nitrocelluloseslides. Dargestellt sind
die relativen Signalintensitdten (A) und die SNR (B) in Abhéngigkeit von der Konzentration an
immobilisiertem IgG3. Die gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze (LOD) dar (PMT-Gain: 250).

Die Ergebnisse in Abbildung 2.48 A zeigen fiir die drei Aptamere einen proportionalen
Anstieg der relativen Signalintensitit, welcher nicht in die Séttigung geht. Somit konnte die
Konzentration an immobilisiertem Immunoglobulin noch gesteigert werden, um eine
Séttigung zu erhalten. Obwohl das Aptamer 266 die geringsten Signalintensititen aufweist,
zeigt es bei niedrigen Konzentrationen an IgG3 die hochsten SNR-Werte. Dieses Aptamer
bindet nur wenig an den Hintergrund, was sich positiv auf die Nachweisgrenze des Assays
auswirkt. Wie bei der Detektion von IgG1 konnen die unterschiedlichen Signalintensitdten

nicht ohne weiteres auf die Bindungsaffinititen der Aptamere zuriickgefiihrt werden.

Antikorper und Aptamere im Vergleich

In Abschnitt 2.4.1.3 konnte bereits gezeigt werden, dass der entwickelte aptamerbasierte
Reverse-Phase-Assay zur Detektion von His-getaggten Proteinen eine vielversprechende

Alternative zu dem parallel durchgefiihrten Antikérper-Assay darstellt.
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Dies soll desweiteren auch fiir die Detektion von Immunoglobulinen untersucht werden.
Hierfiir wurden auf Nitrocelluloseslides humanes IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 und polyklonales
humanes IgG sowie humanes F.-Fragment und polyklonales Maus-IgG in einer Konzentration
von 1 mg/mL immobilisiert. Als Negativkontrollen wurden zusitzlich FCS, BSA und PFEI-
his gespottet. Um eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit zu erzielen, wurde der Versuch auf
16-Pad-Nitrocelluloseslides durchgefiihrt. Jedes der Microarray-Pads, auf welchen die zehn
Proteine mit neun Replikaten vorliegen, wurde mit verschiedenen Konzentrationen des
Antikorpers anti Human-IgG-Cy3 und des Aptamers 264-Cy3 inkubiert. Die Abbildung 2.49

zeigt die Scans der Pads, welche jeweils die besten Ergebnisse lieferten.
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Abbildung 2.49 Vergleich der Detektion verschiedenener Immunoglobuline im Reverse-Phase-
Format mit Detektionsantikérper und -aptamer. Dargestellt sind die Scans der Nitrocellulosepads,
inkubiert mit (A) 35 nM Antikérper bzw. (B) 1000 nM Aptamer 264 (PMT-Gain: 250).

Die beiden Scans zeigen bereits einen deutlichen Unterschied hinsichtlich der
Bindungsaffinitit und -spezifitit der Detektionsmolekiile. Der Antikoérper bindet mit hoher
Quantitdt an alle humanen IgGs einschlielich humanem F.-Fragment. An das Maus-IgG
bindet der Antikoérper nur geringfiigig. Fiir das Aptamer 264 ergeben sich fiir die
verschiedenen Proteine unterschiedliche Signalintensititen. In erster Linie werden das IgG3

und das humane F-Fragment gebunden.

Die Abbildung 2.50 zeigt die SNR-Werte der beiden Assays fiir die verschiedenen
immobilisierten Proteine. Wihrend der antikOrperbasierte Reverse-Phase-Assay SNR-Werte
im Bereich von 100 bis 500 aufweist, ergeben sich mit dem Aptamer 264 auf dem

Nitrocellulose-Pad nur Werte von 10 bis 40. Dies ist auf die insgesamt geringere relative
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Signalintensitit bei Verwendung des Aptamers 264-Cy3 zuriickzufiihren. Vermutlich muss im
16-Pad-Format  aufgrund  der  geringeren  Inkubationsvolumina  mit  hdheren
Aptamerkonzentrationen gearbeitet werden als im Single-Pad-Format (sieche Abschnitt

2.4.1.3).
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Abbildung 2.50 Vergleich der Detektion verschiedenener Immunoglobuline im Reverse-Phase-
Format mit Detektionsaptamer und -antikorper. Dargestellt sind die SNR-Werte der Detektion der
immobilisierten Proteine mit (A) Aptamer und (B) Antikérper (PMT-Gain: 250).

Auffillig ist insbesondere die Moglichkeit eine ausreichende Detektion mit sehr geringen
Mengen an Detektionsantikorper zu erreichen. Der in Abbildung 2.49 B gezeigte Scan basiert
auf einer Inkubation mit nur 35 nM Antikorper, wihrend das Aptamer in einer Konzentration
von iber 800 nM eingesetzt wurde. Eine mogliche Erkldrung fiir die hoheren
Signalintensititen bei Verwendung des Antikorpers liegt in der hoheren Markierungseffizienz
(D/P-Ratio) des Antikorpers. Nach einer Untersuchung der beiden Detektionsmolekiile im
Nano-Drop ND-1000 konnten das ungefdhre Verhdltnis von Cy3-Farbstoff zu Antikorper
bzw. Aptamer bestimmt werden. Es ergab sich fiir den verwendeten Antikdrper eine Menge
an 2,6 Cy3-Molekiile pro Antikorper, wahrend pro Aptamer nur 0,8 Cy3-Molekiile vorliegen.
Neben der erhohten Markierungseffizienz ist sicherlich ein weiterer Grund, dass der
polyklonale Detektionsantikorper an verschiedenste Stellen der IgGs binden kann, wihrend
das Aptamer vermutlich nur einen Sequenzabschnitt erkennt und spezifisch bindet und somit

monoklonale Eigenschaften aufweist.

Dieser Versuch zeigt, dass der Einsatz von polyklonalen Antikérpern zur Detektion
immobilisierter Immunoglobuline geeigneter ist als ,,monoklonale” Aptamere. Es konnten
weitaus hohere Signalintensititen und SNR-Werte bei geringerer Menge an

Detektionsmolekiile erzielt werden. Aufgrund der Eigenschaft von polyklonalen Antikorpern
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verschiedenste Stellen ihres Zielmolekiils zu erkennen und binden, kénnen sie jedoch kaum
zwischen dhnlichen Strukturen unterscheiden. Alle IgG-Formen wurden dhnlich stark
gebunden. Die Detektion mit dem Aptamer hingegen zeigt eine deutliche Diskriminierung

zwischen einzelnen IgG-Subtypen.

Die Ergebnisse in diesem Abschnitt bestétigten die Anwendbarkeit der anti F.-Aptamere als
Detektionsmolekiile auf Reverse-Phase-Microarrays. Auf Nitrocelluloseslides konnten dabei

mit hoher Spezifitit Nachweisgrenzen im mikromolaren Bereich erzielt werden.

2.4.2.3 Sandwich-Assay

Im Sandwich-Format wird sowohl ein Fingermolekiil als auch ein Detektionsmolekiil
eingesetzt. Trotz des hoheren Arbeitsaufwands, sowohl in der Entwicklungsphase, als auch in
der praktischen Anwendung, birgt dieses Format viele Vorteile, u.a. die Moglichkeit der
markierungsfreien Proteindetektion. Im Gegensatz zum Reverse-Phase-Microarray liegt hier
bei der Vermessung komplexer Proben keine Limitierung durch die Bindungskapazitit der
Oberflache vor. Desweiteren kann durch den Einsatz von zwei spezifisch bindenden
Molekiilen die Sensitivitit sowie Spezifitit des Assays erheblich gesteigert werden.

Bei der Wahl geeigneter Fanger- und Detektionsmolekiile sollte darauf geachtet werden, dass
diese an unterschiedliche Epitope des Target-Proteins binden, um eine simultane Bindung an
zwei verschiedene Bereiche zu gewéhrleisten. Im Falle der Aptamere gegen humanes F-
Fragment ist diese Vorraussetzung aufgrund der dimeren Struktur des F.-Fragments von

vornherein gewahrleistet.

Basierend auf dem optimierten Forward-Phase-Microarray (siche Abschnitt 2.4.2.1) wurden
die drei Aptamere 264, 265 und 266 auf PEI-Aldehydslides immobilisiert und mit dem
Zielprotein humanes F.-Fragment in verschiedenen Konzentrationen (0-200 nM) inkubiert.
Nach mehreren Waschschritten erfolgt anschlieBend die Inkubation mit Cy3-markiertem
Aptamer fiir zwei Stunden. Die ,,Detectamere *“ wurden in einer Konzentration von 15 pg/mL
eingesetzt, was sich bereits im Reverse-Phase-Assay als optimal herrausstellte (siche
Abschnitt 2.4.2.2). Zur Entwicklung dieses Assays wurden verschiedene Optimierungen
hinsichtlich der verwendeten Kombination an Aptameren sowie der Inkubations- und
Waschzeiten durchgefiihrt, was im Folgenden detailliert beschrieben wird. Um stets

sicherzustellen, dass die immobilisierten Aptamere eine ausreichende Funktionalitdt
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aufweisen, wurde flir jede Versuchsreihe mit einem der bedruckten Microarrays eine

Detektion von Cy3-markiertem F.-Fragment als Positivkontrolle parallel durchgefiihrt.

Ermittlung der optimalen Aptamerkombination

Bei der Entwicklung eines aptamerbasierten Sandwich-Assays spielt die Wahl des Fanger-
und Detektionsmolekiils eine entscheidende Rolle. Beide Aptamere miissen das Targetprotein
in ausreichender Quantitit erkennen und binden konnen. Desweiteren sollten die
Wechselwirkungen zwischen den beiden Aptameren moglichst gering sein, um unspezifische

Bindungen zu minimieren.

Zunidchst wurden die Microarrays, auf welchen die drei Aptamere als Fiangermolekiile
immobilisiert waren, mit humanem F.-Fragment in einer Konzentration von 5 pg/mL
inkubiert, sowie nur mit Bindungspuffer als Negativkontrolle. AnschlieBend fand die
Inkubation mit den drei fluoreszenzmarkierten Aptameren 264, 265 und 266 statt. Optimal ist
ein moglichst kleines Signal bei Verwendung des Puffers, so kann von einer minimalen
Wechselwirkung der Aptamere untereinander ausgegangen werden. Anhand der Differenz der
Werte kann eine Aussage iiber die Eignung der verschiedenen Aptamerkombinationen fiir den

Sandwich-Assay erfolgen. Die Abbildung 2.51 zeigt die SNR-Werte der Microarrays.

i Aptamer 264 Cy3 2 Aptamer 265 Cy3 Aptamer 266 Cy3
45
0] I Aptamer 264 I Aptamer 264 I Aptamer 264
B Aptamer 265 I Aptamer 265 407w Aptamer 265
354 [] Aptamer 266 201 [ Aptamer 266 354 [[] Aptamer 266

1LOD

Fc-Fragment Negativkontrolle

Fc-Fragment Negativkontrolle

Fc-Fragment Negativkontrolle

Abbildung 2.51 Bestimmung der optimalen Kombination der Fingeraptamere sowie
Detektionsaptamere im Sandwich-Format. Gezeigt sind die SNR-Werte fiir die Detektion von
humanem F.-Fragment bzw. der Negativkontrolle mit den drei Cy3-markierten Aptameren 264, 265
und 266 (je 15 pg/mL) in Abhédngigkeit von dem immobilisierten Fangeraptamer auf PEI-
Aldehydslides (PMT-Gain: 600).

Es ist eindeutig zu erkennen, dass das Aptamer 266-Cy3 die geringsten Wechselwirkungen
mit den drei immobilisierten Aptamersequenzen eingeht, die SNR-Werte liegen zwischen 2

und 3 fiir die Negativkontrolle. Die Verwendung des Aptamers 264 und 265 als
»Detectamere “ hingegen lieferte zum Teil SNR-Werte groBler als 3 fiir die Negativkontrollen.
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Somit sind drei Kombinationen (264/266-Cy3, 265/266-Cy3 und 266/266-Cy3) fiir den
Aufbau eines Sandwich-Assays geeignet. Die Kombination Aptamer 265 als Fanger- und

Aptamer 266 als Detektionsmolekiil ist beziiglich dieser ersten Ergebnisse am besten.

Fiir die weiteren Experimente wurde ausschlieBlich das Aptamer 266-Cy3 als ,,Detectamer “
eingesetzt. Da dieses Aptamer in allen Féllen nur wenige Wechselwirkungen mit den
immobilisierten Aptameren eingeht, wurden weiterhin alle drei Aptamere als ,,Captamere

eingesetzt.

Optimierung der Inkubationszeit

Um den Einfluss der Inkubationszeit des Targetproteins auf die erhaltene relative
Signalintensitét zu untersuchen, wurde der Sandwich-Assay mit dem 266-Cy3 Aptamer zur
Detektion des F.-Fragments unter Verwendung von Inkubationzeiten von 30 min bis 4 h

wiederholt.

25000
—=— Aptamer 264

*— Aptamer 265
200004 —a— Aptamer 266

15000 - VaN
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Signalintensitit
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Zeit in Stunden

Abbildung 2.52 Einfluss der Inkubationszeit des humanen F.-Fragments von der Signalintensitit im
Sandwich-Format. Die Aptamere 264, 265 und 266 wurden in einer Konzentration von 100 uM
immobilisiert. Das F.-Fragment wurde jeweils in einer Konzentraion von 10 pg/mL eingesetzt, die
Detektion erfolgte mit Cy3-markiertem Aptamer 266 (15 pg/mL (PMT-Gain: 700).

Die in Abbildung 2.52 dargestellte Bindungskinetik zeigt fiir Aptamer 264 und 265 eine
maximale Signalintensitit bei einer Inkubationszeit von 1,5 h, fir Aptamer 266 bei 1 h.
Werden die Slides ldnger mit dem Targetprotein inkubiert so sinkt die Signalintensitét rapide.
Eine mdgliche Ursache fiir dieses Ergebnis ist, dass bei langen Inkubationszeiten zu viele F-
Fragmente an die immobilisierten Aptamere binden und somit die Bindungsstellen fiir die
nachfolgende Detektion sterisch blockiert werden. Diese Abnahme der Signalintensitit mit

steigender Inkubationszeit des Zielmolekiils wurde bereits von Edwards et al. (2010) [105]
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beobachtet. Hier wurde ein aptamerbasierter Sandwich-Assay zum Nachweis von Thrombin
entwickelt. Die erhaltene Signalintensitit sank bereits nach Inkubationszeiten von 1 h rapide,
wobei die Abnahme bei hoheren Thrombinkonzentrationen stirker auftrat. Edwards et al.
(2010) begriinden diese Beobachtung mit einer zunehmenden sterischen Hinderung der
Detektamerbindung bei zu hoher Targetkonzentration.

Um zu tiberpriifen was letzendlich der Ausloser fiir die Abnahme der Signalintensitit mit der
Inkubationszeit im Sandwich-Format ist, sollte im Forward-Phase-Format ebenfalls die

Abhéngigkeit der Inkubationszeit von der Bindung untersucht werden.

Festzuhalten bleibt, dass die Inkubationszeit je nach Zielmolekiil fiir jeden aptamerbasierten
Sandwich-Assay gesondert untersucht werden muss. Fiir die anti F.-Aptamere stellte sich in
diesem Experiment eine Inkubationszeit von 1,5 h als optimal heraus, welche in den weiteren

Experimenten verwendet wurde.

Detektion von humanem F-Fragment im Sandwich-Format

Nach erfolgreicher Optimierung des Assays wurde der Sandwich-Microarray hinsichtlich der
Spezifitit und Nachweisgrenze fiir humanes F.-Fragment untersucht. Zur Uberpriifung der
Spezifitidt wurde der Microarray mit BSA in einer Konzentration von 10 pg/mL inkubiert. Die
Abbildung 2.53 stellt die Ergebnisse im Vergleich mit der Inkubation von reinem F-
Fragment sowie der Negativkontrolle (je 10 ng/mL) dar.

204 Il Aptamer 264

F.-Fragment Negativ = BSA I Aptamer 265

o000 15 [ ] Aptamer 266

N N

o009

ewo 104
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eo 0 r 0 - iy -4 -+LOD

L R N 0.

Fc-Fragment Negativ BSA
A B

Abbildung 2.53 Untersuchung der Spezifitit des Sandwich-Formats zur Detektion von humanem F.-
Fragment. Die Microarrays wurden mit humanem F.-Fragment (10 pg/mL), Negativkontrolle
(Bindungspuffer) und BSA (10 pg/mL) inkubiert, die Detektion erfolgte mit Cy3-markiertem Aptamer
266 (15 pg/mL). (A) Scans der Sandwich-Microarrays. (B) SNR-Werte in Abhéngigkeit von den
immobilisierten Aptameren 264, 265 und 266 (100 uM). Die gestrichelte Linie stellt die
Nachweisgrenze (LOD) dar (PMT-Gain: 600).
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Wihrend die SNR bei der Detektion von humanem F.-Fragment in diesem Sandwich-Assay
fiir alle drei Aptamere im Bereich von 12 bis 17 liegt, zeigt die Negativkontrolle sehr
schwache Signale mit SNR-Werten kleiner als 3. Bei Verwendung des BSA zur Inkubation
wurde ebenfalls keine bzw. nur eine sehr schwache Bindung erhalten. Dieses Ergebnis
bestitigt die potentielle Anwendbarkeit dieses aptamerbasierten Sandwich-Assays fiir die

Detektion von humanem F.-Fragment.

In einem néchsten Schritt wurde die Nachweisgrenze des Assays bestimmt. Hierzu wurden
die drei Aptamere 264, 265 und 266 auf PEI-Aldehydslides immobilisiert und jeweils mit
Konzentrationen an humanem F.-Fragment im Bereich von 0 bis 200 nM (0 bis 10 pg/mL)
inkubiert. In der Abbildung 2.54 sind die SNR-Werte in Abhéngigkeit von der Konzentration
des Zielmolekiils dargestellt. Die Nachweisgrenze des entwickelten Sandwich-Assays zur
Detektion von F.-Fragment betrdgt nur 2 nM. Die Negativkontrolle ebenfalls ein schwaches

Signal, was jedoch unterhalb der SNR von 3 liegt.

20 W Aptamer 264
[ Aptamer 265
[_] Aptamer 266

- + —|LOD
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Abbildung 2.54 Bestimmung der Nachweisgrenze des Sandwich-Assays fiir die Detektion von
humanem F.-Fragment. Dargestellt sind die SNR-Werte in Abhédngigkeit von der Konzentration an
eingesetztem F.-Fragment und fiir die drei immobilisierten Aptamere (264, 265 und 266, je 100 uM)
nach Detektion mit Cy3-markiertem Aptamer 266 (15 pg/mL). Die gestrichelte Linie stellt die
Nachweisgrenze (LOD) dar (PMT-Gain: 600).

Auf Basis des Cy3-markierten Aptamers 266 als ,,Detectamer“ konnte ein Sandwich-Assay
zur Detektion von humanen Fc-Fragment auf PEI-Aldehyd-Oberflachen entwickelt werden.

Mit hoher Spezifitit beziiglich der hier eingesetzten Negativkontrolle BSA wurde das

Zielprotein bis zu einer minimalen Konzentration von 2 nM nachgewiesen.
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2.4.2.4 Zusammenfassung: Detektion von Immunoglobulinen

Die Detektion von humanem F.-Fragment konnte mit den drei Assays, Forward-Phase,
Reverse-Phase und Sandwich, erfolgreich realisiert werden. Die Tabelle 2.9 fasst die
erhaltenen Ergebnisse zusammen. Neben der besten Oberfliche und dem geeignetsten
Aptamer sind jeweils auch die Nachweisgrenze (LOD) und die Spezifitit der Assays
aufgefiihrt. Im Forward- und Reverse-Phase-Assay zeigte die Anwendung der PEI-
modifizierten Aldehyd- bzw. Nitrocelluloseslides die besten Bindungserfolge. Desweiteren

fiihrte in beiden Fillen das Aptamer 264 zu den stirksten Signalen.

Tabelle 2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Detektion von Immunoglobulinen auf
aptamerbasierten Microarrays in den drei entwickelten Formaten.

Forward Reverse Sandwich
Oberfliche PEI-Aldehyd Nitrocellulose PEI-Aldehyd
265/266-Cy3
Aptamer 264 264-Cy3,266-Cy3 266/266-Cy3
1000 nM (F,)
LOD I nM (F,) 60 nM (12G 3) 2nM (F,)
I grl:lppel?spemﬁsch gr.uppel?speZIﬁsch keine Bindung von
Spezifitit keine Bindung von keine Bindung von BSA

BSA, PFEI-his FCS,BSA, PFEI-his

Die Nachweisgrenzen der drei Microarray-Formate unterscheiden sich erheblich. Wéhrend im
Forward-Phase-Format das F.-Fragment noch in einer Konzentration von 1 nM
nachgewiesen werden konnte, liegt die LOD im Reverse-Phase-Format bei 1 uM. Dies ist auf
den limitierenden Faktor der Oberflichenbindung zuriickzufiihren, sowie auf den
limitierenden Effekt der elektrostatischen AbstoBung des Detektionsaptamers von der
Nitrocellulosemembran. Die Immobilisierung der Proteine kann zudem zu einer ungiinstigen
Ausrichtung der Proteine fiihren, was die Erkennung und Bindung der Aptamere erschwert.
Hinsichtlich der Spezifitit der verwendeten Aptamere konnte eine ausgeprigte
Gruppenspezifitit nachgewiesen werden, was eine breite Einsetzbarkeit der hier entwickelten

Methoden ermoglicht.

Um eine markierungsfreie Detektion der Proteine ohne Immobilisierung zu realisieren, wurde

ein aptamerbasierter Sandwich-Assay entwickelt. Ein Screening mit verschiedenen Aptamer-
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Kombinationen zeigte, dass das Aptamer 266 am besten als ,,Detectamer geeignet ist. Fiir
die Detektion von humanem F.-Fragment konnte eine LOD von 2 bis 6 nM erzielt werden.
Dieses Format ist also iiber 100-fach sensitiver als der Reverse-Phase-Microarray. Durch
weitere Optimierungen konnten die Aptamerwechselwirkungen minimiert werden. Hierfiir
wiren hirtere Waschbedingungen oder zusidtzliche Schritte zur Blockierung der freien
Aptamere denkbar.

Zusammengefasst stellt der Sandwich-Assay eine weitere interessante Moglichkeit der

aptamerbasierten Proteindetektion dar.

2.4.3 Detektion von VEGF 45

Neben der Detektion von His-getaggten Proteinen und Antikdrpern wurde in dieser Arbeit ein
aptamerbasierter Microarray zur Detektion von humanem VEGF¢s entwickelt. Hierfiir
wurden zwei verschiedene Aptamere V7t1 und del5 1 (siche Abschnitt 2.1) eingesetzt.

Zunichst wurden die Bindungseigenschaften sowie die Spezifititen der Aptamere im
Reverse-Phase-Format untersucht und die beiden Aptamere miteinander verglichen. Alle
Versuche wurden ausschlieBlich auf 16-Pad-Nitrocelluloseslides (SCHOTT) durchgefiihrt.
Die optimierten Protokolle zur Detektion von VEGF¢s mit aptamerbasierten Microarrays sind

im Anhang zu finden.

2.4.3.1 Reverse-Phase-Assay

Der Reverse-Phase-Assay wurde analog zu den bereits entwickelten Protokollen zur
Detektion von His-getaggten Proteinen sowie Immunoglobulinen durchgefiihrt. Zur
Inkubation und Waschen der Microarrays wurde der Selektionspuffer der VEGF-Aptamere
verwendet.  Hinsichtlich der Position der Fluoreszenzmarkierung sowie der
Aptamerkonzentration und Nachweisgrenzen wurde eine Optimierung vorgenommen. In
einem weiteren Abschnitt werden die unternommenen Protokolloptimierungen dargestellt und
diskutiert.

Mithilfe diesen Assays wurde analog zu den anti His-Tag- (siche Abschnitt 2.4.1.3) und anti
F.-Aptameren (siche Abschnitt 2.4.2.2) der Nachweis von VEGF¢s5 in E. coli-Zelllysaten
durchgefiihrt.
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Optimale Aptamerkonzentration

Zur Bestimmung der optimalen Aptamerkonzentration der beiden Aptamere wurde
kommerziell erhéltliches VEGF¢;s (Dianova) in einer Konzentration von 0,5 mg/mL
immobilisiert und anschlieBend mit verschiedenen Aptamerkonzentrationen von 10 nM bis
1400 nM inkubiert. Es wurden nur die Aptamere verwendet, welche am 5°-Ende Cy3-
markiert sind. Anhand der hochsten SNR-Werte wurde die optimale Aptamerkonzentration
bestimmt. Fiir das Aptamer V7tl ergab sich eine Konzentration von 100 nM und fiir das

Aptamer del5 1 eine Konzentration von 1000 nM (Daten nicht gezeigt).

Einfluss der Position des Fluorophors

Bereits in Abschnitt 2.4.2.3 konnte fiir die Detektion von PFEI-his im Reverse-Phase-Format
ein Einfluss der Signalintensitit von der Position des Fluorophors am Aptamer von
festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde dieser Effekt auch fiir die Detektion von
VEGF 65 untersucht. Hierfiir wurden die beiden Aptamere V7t1 und del5 1 jeweils in zwei
Varianten als Detektionsmolekiile verwendet: mit Cy3-Markierung am 3’- und am 5'- Ende
des Oligonukleotids. Das Targetprotein VEGF;¢s wurde in einer Konzentration von
0,5 mg/mL auf die Nitrocellulosepads gespottet und anschlieBend mit den Aptameren
inkubiert. Die Aptamere wurden in ihren optimalen Konzentrationen eingesetzt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 2.55 dargestellt.
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Abbildung 2.55 FEinfluss der Position des Cy3 an den Aptameren V7tl (100 nM) und del5 1
(1000 nM) auf die Targetbindung (VEGFes: 0,5 mg/mL) im Reverse-Phase-Format auf
Nitrocelluloseslides. Aufgetragen sind die relativen Signalintensititen (PMT-Gain: 300).

Bei Verwendung des Aptamer V7tl, welches am 5'-Ende Cy3-markiert ist, werden hohere
relative Signalintensitdten erhalten als mit dem 3'-Cy3-V7tl. Eine Ursache fiir die geringere

Signalintensitéit im Falle des 3 "-markierten V7t1 kann einerseits in einer sterischen Hinderung
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der Targetbindung aber auch in einer Verdeckung des Fluorophors nach Bindung an das
immobilisierte VEGF 45 liegen. Fiir das Aptamer del5 1 werden mit der Cy3-Markierung am
3’-Ende dhnliche Signalintensititen wie bei Verwendung des 5’'-markierten Aptamers
erhalten. Im Falle des del5_1 kann durch Variation der Position des Fluorophors somit keine
Verbesserung der Signalintensitdt erzielt werden. Moglicherweise sind beide Enden des
Oligonukleotidstrangs des Aptamers del5 1 nicht maBgeblich, oder in gleichem Malle an der
Bindung des VEGF beteiligt.

In allen weiteren Abschnitten werden nur die Ergebnisse der Reverse-Phase-Microarrays
prasentiert, welche mit den Detektionsaptameren 5'-Cy3-V7tl und 3'-Cy3-del5 1
durchgefiihrt wurden.

Vergleich der Aptamere

Fir den direkten Vergleich der Aptamere sind in Abbildung 2.56 die relativen
Signalintensititen fiir die Detektion von VEGF¢s (0,2 mg/mL) auf Nitrocelluloseslides in

Abhéngigkeit von der Aptamerkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 2.56 Abhéngigkeit der relativen Signalintensitit von der Konzentration des
Detektionsaptamers V7tl (5'-Cy3) und del5_1 (3'-Cy3) fiir die Detektion von VEGF4s (0,2 mg/mL)
im Reverse-Phase-Format auf Nitrocelluloseslides (PMT-Gain: 200).

Wiéhrend bei Verwendung des Aptamers V7tl in diesem Experiment relative
Signalintensititen von tiber 20.000 erzielt wurden, sind mit dem Aptamer del5 1 maximale
Werte von nur 7.000 erreichbar. Zudem steigt die Signalintensitdt im Falle des V7t1 schon bei
sehr kleinen Aptamerkonzentrationen von 50 nM auf sehr hohe Signalintensitéten (10.000) an
(Abbildung 2.56 A). Fiir das del5 1 Aptamer sind Konzentrationen im Bereich ab 800 nM fiir
Signalintensitdten tiber 1000 notig (Abbildung 2.56 B). Die Begriindung dieser

Beobachtungen liegt in den unterschiedlichen Affinititen der beiden Aptamere. Laut Nonaka
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et al. (2010) sowie Hasegawa et al. (2008) betragen die Dissoziationskonstanten (Kp) 1,4 nM
fiir V7t1 [34] und 476,2 nM fiir del5 1 [64]. Diese Werte korrelieren mit den Ergebnissen des
Reverse-Phase-Formats. Aufgrund der hohen Affinitdt des Aptamers V7tl sind fiir eine
Detektion von VEGF 65 weniger Molekiile ndtig als im Falle des weniger affinen Aptamers

del5 1.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurde VEGF 65 in verschiedenen Konzentrationen: 0,5;
0,2; 0,1; 0,08; 0,05; 0,01 und 0,008 mg/mL auf Nitrocelluloseslides gespottet. Zusitzlich
wurde als Negativkontrollen BSA, FCS und PFEI-his in einer Konzentration von 1 mg/mL
immobilisiert (Abbildung 2.57 A wund B). Bei Betrachtung der SNR-Werte in
Abbildung 2.57 B sind auch hier insgesamt hohere Werte fiir das Aptamer V7t1 zu erkennen.
Die Nachweisgrenze der beiden Reverse-Phase-Assays liegen jedoch bei demselben Wert von
0,01 mg/mL (217, 39 nM) VEGF. Beziiglich der Spezifitit bindet das Aptamer V7t1 an das
Protein PFEI-his stirker als del5 1. Im Falle der Negativkontrollen BSA und FCS gehen

beide Aptamere keine unspezifischen Bindungen ein.
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Abbildung 2.57 Bestimmung der Nachweisgrenze des Reverse-Phase-Assays fur die Detektion von
VEGEF. Gezeigt sind die Scans (A) und die SNR-Werte (B) in Abhéingigkeit von der Konzentration des
VEGF 45 und der Negativkontrollen (BSA, FCS, PFEI-his) auf Nitrocelluloseslides nach Inkubation
mit 5'-Cy3-markiertem V7t1 (100 nM) bzw. 3'-Cy3-markiertem del5 1 (1000 nM) Aptamer (PMT-
Gain: 250).
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Die in dieser Arbeit getesteten Aptamere konnen beide fiir die Detektion von VEGF ;45 im
Reverse-Phase-Format eingesetzt werden. Der Vorteil des V7tl Aptamers liegt in der hoheren
Affinitdt. Durch den Einsatz geringerer Aptamermengen wird die Detektion kostengiinstiger.
Wird jedoch das weniger affine Aptamer del5 1 in ausreichend hohen Konzentrationen
eingesetzt, so werden die gleichen Nachweisgrenzen wie mit dem Aptamer V7tl erreicht

(Abbildung 2.57 B).

Optimierung des Assays

Zur Verbesserung des verwendeten Reverse-Phase-Protokolls fiir die Detektion von VEGF 45
wurde zundchst der Einfluss von Kaliumchlorid auf die Targetbindung untersucht.
Nonaka ef al. (2010) zeigten bereits mithilfe von SPR-Messungen fiir das Aptamer Vap7, aus
welchem das hier verwendete V7t1 durch Entfernung der Primerstellen entstand, dass die
Anwesenheit von Kaliumionen (50 mM im Bindungspuffer) die Affinitit des Aptamers zum
immobilisiertem VEGF¢s erhoht [34]. Bereits in Abschnitt 2.1.3 wurden die moglichen
Strukturen des Aptamers V7tl vorgestellt. Da die G-Quadruplexstruktur von einwertigen
Kationen, wie Kalium, stabilisiert wird, spielt sie bei der Targetbindung vermutlich eine
entscheidene Rolle. Um zu iiberpriifen, ob sich die Signalintensititen sowie SNR-Werte fiir
die Detektion von VEGF 45 im Microarray-Format ebenfalls durch Kaliumionen steigern
lassen, wurde VEGF auf Nitrocellulose (16-Pad) immobilisiert. Die Inkubation der einzelnen
Pads fand anschlieBend mit dem 5°-Cy3-markiertem V7tl (100 nM) in verschiedenen
Bindungspuffern statt: TBSTE (ohne KCI), TBSTE-50 (50 mM KCIl) und TBSTE-100
(100 mM KCI). Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abbildung 2.58 dargestellt.

45000
ohne KCI 50 mM KCI 100 mM KCI B ohne KCI

40000 5 50 mM Kl
3500041100 mM KCI

30000

25000 L I
20000 1
15000+
10000+
5000+
0- T T

0.1 0,2 05
c¢(VEGF) in mg/mL

rel. Signalintensitit

Abbildung 2.58 Finfluss von Kaliumionen im Bindungspuffer auf die Detektion von VEGF;¢; mit
dem Aptamer 5°-Cy3-V7tl im Reverse-Phase-Format auf Nitrocelluloseslides. Abgebildet sind die
Scans sowie die relativen Signalintensititen in Abhéngigkeit von der Konzentration an
immobilisiertem VEGF g5 (PMT-Gain: 250).

-113 -



Bei Verwendung von 50 mM bzw. 100 mM Kaliumchlorid im Bindungspuffer konnten die
Signalintensitidten fiir die Detektion von VEGF ¢ deutlich gesteigert werden. Diese
Beobachtung unterstiitzt die Vermutung, dass das Aptamer V7t1 in einer

G-Quadruplexstruktur vorliegt [34], welche von monovalenten Kationen stabilisiert wird.

Neben dem Einfluss von Kaliumionen auf die Bindung des VEGF wurde ebenfalls getestet,
inwiefern eine Denaturierung und Faltung des Detektionsaptamers 5°-Cy3-V7t1 Einfluss auf
die korrekte Faltung des Aptamers und somit die erhaltene relative Signalintensitit hat. Das
Aptamer wurde hierfiir in dem Bindungspuffer TBST verdiinnt und fiir fiinf min bei 95 °C
inkubiert. Die Faltung fand anschlieend durch langsames Abkiihlen auf Raumtemperatur
statt.

25000

Il ohne Denaturierung
I mit Denaturierung

rel. Signalintensitit

0,1 0,2 0,5
c¢(VEGF) in mg/mL

Abbildung 2.59 Einfluss der Denaturierung und Faltung des Aptamer V7t1 vor der Inkubation mit
dem Nitrocelluloseslide von der Targetbindung im Reverse-Phase-Format. Dargestellt sind die
relativen Signalintensitidten in Abhéingigkeit von der Konzentration an immobilisiertem VEGF¢s
(PMT-Gain: 250).

Die Ergebnisse in Abbildung 2.59 zeigen, dass durch die Denaturierung und Faltung vor

Durchfiihrung des Experiments keine Verbesserung der relativen Signalintensitdt erzielt

werden konnte, die Intensititen waren sogar etwas niedriger.

Eine Verbesserung der Targetbindung im Reverse-Phase-Format bei Verwendung des
Detektionsaptamers 5°-Cy3-V7tl konnte insgesamt gesehen nur durch den Zusatz von
Kaliumionen im Bindungspuffer erzielt werden. Diese monovalenten Ionen unterstiitzen
vermutlich die Ausbildung der korrekten dreidimensionalen Struktur (G-Quadruplex) des
Aptamers. Es konnte gezeigt werden, dass bereits mit einer Konzentration von 50 mM

Kaliumchlorid im Bindungspuffer eine Erhohung der Signalintensitét erzielt werden kann.
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Noch hohere Konzentrationen liefern keine weitere Verbesserungen. Die Einfiihrung eines
zusitzlichen Denaturierungsschrittes hingegen fiihrt hier zu keiner hoheren Signalintensitit.
Beide Optimierungsansitzen haben keine Auswirkung auf die Spezifitit des Aptamers (Daten

nicht gezeigt).

Detektion aus Zelllysat

Da keine unspezifischen Bindungen der beiden Aptamere gegeniiber BSA und fetalem
Kélberserum im Reverse-Phase-Format erhalten wurden (siche Abschnitt 2.4.3.1), wurde
auch hier eine Detektion von VEGF aus E. coli-Zelllysat getestet.

Nach erfolgreicher Klonierung des VEGF-Gens in den pET-Vektor 29a konnte VEGF in
E. coli-Zellen produziert werden (siehe Abschnitt 2.2.3.3). Hierfiir standen zwei verschiedene
Vektoren zur Verfligung: einer zur Produktion von S-getaggtem VEGF;¢s und einer fiir
unmodifiziertes VEGF¢s. In einem ersten Versuch wurden die aufgeschlossenen Zelllysate
ohne Induktion sowie 4 h nach Induktion in einer Gesamtproteinkonzentration von 1 mg/mL
auf Nitrocelluloseslides gespottet. Zum Vergleich wurde zusitzlich kommerzielles VEGF 45
in einer Konzentration von 0,5 mg/mL aufgetragen. Die Detektion fand anschlieBend mit
5’-Cy3-V7tl (100 nM) und 3'-Cy3-del5 1 (1000 nM) im Bindungspuffer, welcher mit
50 mM Kaliumchlorid versetzt war, statt. Die Abbildung 2.60 zeigt die Scans der Slides sowie
eine SDS-PAGE-Analyse der verwendeten Proben.

pET-29a(+) pET-29a(+)
VEGF,, VEGF,S Tag™

kDa M VEGF 0h 4h 0h 4h
= PWENF
.f -
SR
- -
- = -
5'Cy3-V7t1 3'Cy3-del5s_1 50 W = E =
40 ey :
i
. - VEGF S+Tag
25 - L i VEGF
20 .
-
15 o
1 2345 1 2345 ® ‘

Abbildung 2.60 Detektion von VEGF 45 im E. coli-Zelllysat im Reverse-Phase-Format. Dargestellt
sind die Microarray-Scans (1: kommerzielles VEGF, 2: VEGF Lys. (0.1.), 3: VEGF Lys. (4 h nach L),
4: VEGF-S-Tag Lys. (0.I.) und 5: VEGF-S-Tag Lys. (4 h nach 1.)) fiir die Detektionsaptamere
5’-Cy3-V7tl (100 nM) und 3’-Cy3-del5 1 (1000 nM) sowie SDS-PAGE-Analyse der verwendeten
Proben (16%iges SDS-Gel, Silberfarbung).
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Sowohl das unmodifizierte als auch das S-getaggte VEGF 65 konnte im E. coli-Zelllysat mit
den beiden Aptameren im Reverse-Phase-Format eindeutig nachgewiesen werden. Wahrend
in den Proben ohne Induktion nur ein sehr schwaches Signal zu sehen ist, zeigen die Proben
4 h nach Induktion ein starkes Fluoreszenzsignal und somit eine vermehrte Bindung der
Detektionsaptamere.

Bei Betrachtung der relativen Signalintensititen in Abbildung 2.61 ist deutlich der starke
Anstieg der Werte bei den Zelllysaten 4 h nach der Induktion zu erkennen. Auffillig ist, dass
die Signalintensitit fiir das S-getaggte VEGF viel hoher ist als fiir das unmodifizierte Protein,
was auf eine hohere Menge an VEGF in dieser Probe hindeutet. Im SDS-PAGE-Gel der
Proben (Abbildung 2.60) weist das S-getaggte VEGF eine stirkere Bande als das ungetaggte
VEGF auf, was diese Vermutung bestétigt.

35000 g 5°Cy3-v7t1 (100 n)
30000 | I 3°Cy3-del5_1 (1000 nM)

25000 -
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Abbildung 2.61 Erhaltene relative Signalintensititen fiir die Detektion von VEGF im E. coli-Zelllysat

mit den Detektionsaptameren 5°-Cy3-V7tl und 3'-Cy3-del5 1 auf Reverse-Phase-Microarrays
(PMT-Gain: 200).

Da die Detektion von VEGF¢s im Zelllysat mithilfe des aptamerbasierten Reverse-Phase-

Microarrays erfolgreich war, wurde getestet inwiefern mit diesem Assay ein

Aufreinigungsprozess von VEGF 45 verfolgt werden kann. Hierfiir wurden drei verschiedene

Proben der Heparinaufreinigung auf Nitrocelluloseslides gespottet; die Ausgangsprobe,

welche auf die Sdule gegeben wurde (Hep A), der Durchlauf (Hep D) und die Elutionsfraktion

(Hep E, Elutionspeak 2) (siehe Abschnitt 2.2.3.4). Die Inkubation fand mit Cy3-markiertem

Aptamer V7t1 (100 nM) und del5 1 (1000 nM) statt. Die Ergebnisse dieser Detektion sind in
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Abbildung 2.62 gezeigt. Zum Vergleich ist zusidtzlich das Gel der SDS-PAGE der in
Abschnitt 2.2.3.4 beschriebenen Heparinaufreinigung dargestellt.

kba M A D E
400 1

5Cy3-V7t1 3°Cy3-del5_1 I 5°Cy3-V7t1 (100 nM)
[ 3°Cy3-del5_1 (1000 nM)

35

25 VEGF

LOD

ADE ADE

Hep A Hep D Hep E
A B C

Abbildung 2.62 Untersuchung verschiedener Proben der Heparinaffinititschromatographie des in E.
coli hergestellten VEGF 45 im Reverse-Phase-Format mit den Aptameren 5-Cy3-V7t1 und 3'-Cy3-
del5 1. Aufgetragen sind A: Ausgangsprobe, D: Durchfluss und E: Elution. (A) Microarray-Scans, (B)
SNR-Werte, (C) Scan des SDS-PAGE-Gels der untersuchten Proben (M: Marker).

Das hergestellte VEGF 45 konnte in der Ausgangsprobe sowie im Durchfluss nachgewiesen
werden. In der Elutionsfraktion hingegen wurde mit beiden Aptameren nur sehr schwache
Signale mit einer SNR kleiner als 3 erhalten. Die Empfindlichkeit dieses entwickelten Assays
ist somit nicht hoch genug, um diese geringen Mengen des VEGF nachzuweisen, welche
selbst im silbergefarbten Gel nur schwach sichtbar sind (Abbildung 2.62 C). Prinzipiell ist
aber eine  Anwendung  dieses  Reverse-Phase-Assays zur  Kontrolle  von

Aufreinigungsprozessen moglich.

2.4.2.3 Zusammenfassung: Detektion von VEGF;¢s

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Aptamere V7t1 und del5 1 fiir eine
Detektion von VEGF auf Reverse-Phase-Microarrays geeignet sind. Die Tabelle 2.10 fasst die
in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zusammen. Die Dissoziationskonstanten der beiden
Aptamere unterscheiden sich erheblich, was sich in den optimalen Konzentrationen
widerspiegelt. Fiir hochste SNR-Werte war in diesem Assay eine zehnfach hdohere
Konzentration an del5 1 nétig als an V7tl. Die Nachweisgrenzen liegen jedoch fiir beide
Detektionsaptamere bei 0,01 mg/mL (217,39 nM). Neben reinem, kommerziellem VEGF war
es aufgrund der hohen Spezifitit dieses Reverse-Phase-Assays auch moglich in E. coli

hergestelltes VEGF 45 direkt im Zelllysat nachzuweisen.
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Tabelle 2.10 Zusammenfassung der Ergebnisse der Detektion von VEGFss mit Reverse-Phase-

Microarrays auf Nitrocelluloseslides (16-Pad).

Aptamer V7t1 del5 1
Kp [nM] 1,4 [34] 476,2 [64]
optimale Konz. 100 nM 1000 nM
Position des Cy3 5 3
Nachweisgrenze E)z,(l);;r;g;rlr\lg ?é(l);’gnggflrlr\l/g

Dieser aptamerbasierte Reverse-Phase-Microarray zur Detektion von VEGF 45 stellt eine gute
Basis flir die Entwicklung weiterer Microarray-Formate dar. Durch die Optimierung des
Aufreinigungsprozesses von VEGF¢s (siche Abschnitt 2.2.3.4) konnten ausreichende Mengen
des Wachtumsfaktors zur Entwicklung des Forward-Phase- und des Sandwich-Assays

bereitgestellt werden.

-118 -



3 Zusammenfassung und Ausblick

Die Herstellung aptamerbasierter Microarrays zur Detektion verschiedener Proteine konnte in
dieser Arbeit erfolgreich umgesetzt werden. Dabei wurden sowohl Assays im Forward-
Phase-Format als auch im Reverse-Phase- und Sandwich-Format entwickelt und
charakterisiert. Alle diese Formate werden zur Detektion in der Biosensorik bendtigt. Mithilfe
des Forward-Phase-Assays ist es moglich eine Vielzahl an Analyten in einer Probe simultan
nachzuweisen, wohingegen der Reverse-Phase-Assay eine Analyse verschiedener Proben auf
einem Microarray ermdglicht. Fiir eine hohere Sensitivitit wird der Sandwich-Assay
eingesetzt. Die erhaltenen Nachweisgrenzen aller im Rahmen dieser Arbeit entwickelter

Microarray-Formate sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Im Vorfeld dieser Studie wurden zundchst die optimalen Bedingungen hinsichtlich der
Spotting-Technologie, der Oberflaichen und der verwendeten molekularen Spacer bestimmt.
Je nach Format stellten sich andere Bedingungen als optimal heraus. Beziiglich des
verwendeten Spotters (mit Kontakt oder kontaktfrei) zeigte sich im Forward-Phase-Format
kein Unterschied. Im Reverse-Phase-Format hingegen lieferte der kontaktfreie Spotter in
Kombination mit erh6hter Luftfeuchtigkeit (60%) bessere Ergebnisse als der Kontakt-Spotter.
Zur Immobilisierung der Aptamere im Foward-Phase-Format bzw. im Sandwich-Format sind
zweidimensionale Oberflichen mit langem und verzweigtem Oberflichenspacer optimal. Fiir
den Reverse-Phase-Assay sind dreisimensionale Oberflichen aufgrund der hoheren
Proteinimmobilisierungskapazitét vorteilhafter.

Tabelle 3.1 Nachweisgrenzen (LOD) der drei in dieser Arbeit entwickelten Microarray-Formate
(Forward-, Reverse-Phase und Sandwich) zur Detektion von PFEI-his, Fc-Fragment und VEGF¢s.

Format PFEI-his Fc-Fragment VEGF 65
Forward > M (Epoxy-PEG) I nM (PEI-AId.") i
3.3 nM (PEI-Ald.")
300 nM (Nitro.?) 1000 nM (F, Nitro.%) o
Reverse 30 nM (Ald.", kontakt) 60nM (IgG 3, Nitro.?) 217 nM (Nitro.")

1500 nM (Ald.", kontakt-frei)

Sandwich - 2 nM (F,, PEI-Ald.") -

' Ald.: Aldehydslides
* Nitro.: Nitrocelluloseslides
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Als Ausgangspunkt der Microarray-Entwicklungen wurden anti His-Tag-Aptamere
verwendet. Auf Basis eines bereits von Walter et al. (2008) entwickelten Forward-Phase-
Assays zur Detektion His-getaggter Proteine, wurde eine ndhere Charakterisierung dieses
Formats vorgenommen (siehe Abschnitt 2.4.1.1). Es konnte gezeigt werden, dass die zur
Immobilisierung der Aptamere verwendete Oberflache einen wesentlichen Einfluss auf die
Funktionalitdt des Aptamers und somit die Detektion der Targetproteine hat. In einer
umfassenden Untersuchung mit selbst hergestellten Oberflichen konnte das Aptamer 6H7
erfolgreich auf amino-, aldehyd- und epoxyfunktionalisierten Microarrays immobilisiert
werden. Dabei hatten die Linge sowie der Verzweigungsgrad des verwendeten molekularen
Oberfldachenspacers direkten Einfluss auf die nachfolgende Bindung des Targetproteins. Nur
wenn das Aptamer nach Immobilisierung in seiner optimalen dreidimensionalen Struktur
vorliegt, ist eine ausreichende Targetbindung gewihrleistet. Die epoxyfunktionalisierte
Oberfliche mit dem langen, verzweigten Spacer lieferte dabei die besten Ergebnisse
hinsichtlich der relativen Signalintensitét. Eine Charakterisierung des Formats hinsichtlich der
Nachweisgrenzen wurde mit PEI-Aldehyd- und Epoxy-PEG-Slides vorgenommen. Es
konnten Nachweisgrenzen im nanomolaren Bereich (3,3 nM bzw. 5 nM) erzielt werden.

Desweiteren wurde Cy3-markiertes anti His-Tag-Aptamer 6H7 zur Entwicklung eines
Reverse-Phase-Microarrays eingesetzt (siche Abschnitt 2.4.1.2). Auch hier stellt neben der
Position des Fluorophors (am 3’- oder am 5°-Ende) und der Spotting-Technologie (mit
Kontakt oder kontaktfrei), die Wahl einer geeigneten Oberflache einen entscheidenen Punkt
dar. Es konnte gezeigt werden, dass Nitrocelluloseslides aufgrund der dreidimensionalen
Membranstruktur eine weitaus hohere Proteinbindungskapazitit aufweisen als planare
aldehydmodifizierte Glasslides. Hinsichtlich der Nachweisgrenzen konnte jedoch mit den
Aldehydslides in Kombination mit dem kontaktfreien Spotter die besten Ergebnisse erzielt
werden (LOD = 30 nM). Nachdem eine hohe Spezifitit des Assays hinsichtlich komplexer
Proteinmischungen (FCS) nachgewiesen werden konnte, wurde die Detektion His-getaggter

Proteine in komplexen Proben realisiert.

Zuséatzlich lieferte dieser erste Teil der vorliegenden Arbeit wichtige Ergebnisse fiir die
weitere Entwicklung von Microarrays mit anderen Aptameren. Zur Detektion von
Immunoglobulinen auf Microarrays wurden die Aptamere 264, 265 und 266 eingesetzt. Im
Forward-Phase-Format konnte die Detektion von reinem humanem F.-Fragment mit einer

Nachweisgrenze von 1 nM durchgefiihrt werden (sieche Abschnitt 2.4.2.1). Eine Besonderheit
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der Aptamere war eine ausgepragte Gruppenspezifitit, welche auch im Reverse-Phase-Format
beobachtet werden konnte. Da die Selektion gegen F.-Fragment durchgefiihrt wurde, binden
die drei Aptamere nicht nur an humanes IgG sondern auch an die strukturell sehr dhnlichen
IgGs verschiedener anderer Spezies, wie Ratte oder Ziege. Diese Gruppenspezifitit gewéhrt
eine breite Einsetzbarkeit der Aptamere zur Detektion oder Aufreinigung verschiedener
Immunoglobuline. Mithilfe des Reverse-Phase-Formats konnten Nachweisgrenzen von bis zu
60 nM erzielt werden (sieche Abschnitt 2.4.2).

Aufgrund der dimeren Struktur des F.-Fragments war es desweiteren moglich einen
microarraybasierten Sandwich-Assay zur markierungsfreien Detektion von Antikdrpern zu
entwickeln (siche Abschnitt 2.4.2.3). Hierbei stellte die Bestimmung der geeigneten
“Captamer” und “Detectamer”-Kombination den Schliisselschritt dar. Nach einem Screening
der drei Aptamere 264, 265 und 266, stellte sich Aptamer 265 als Fiangermolekiil und das
Aptamer 266 als Detektionsaptamer als geeignet heraus. Mithilfe des Sandwich-Assays
konnte humanes F.-Fragment erfolgreich mit einer Nachweisgrenze von 2 nM nachgewiesen

werden, was in einem dhnlichen Bereich wie die LOD des Forward-Phase-Assays liegt.

Dartiiber hinaus wurde in dieser Arbeit ein Reverse-Phase-Assay zur Detektion des humanen
Wachstumsfaktors VEGF 45 entwickelt (siche Abschnitt 2.4.3). Mit zwei verschiedenen
Aptameren, V7tl und del5 1, konnte VEGF,¢s mit einer Nachweisgrenze von 217,39 nM
erfolgreich detektiert werden. Auch hier war mithilfe des Reverse-Phase-Microarrays eine
Detektion des VEGF 45 aus einer komplexen Probe moglich. VEGF 45, welches in E. coli
hergestellt wurde, konnte im Zelllysat detektiert werden. Durch Optimierung der
Aufreinigungsstrategien des hergestellten VEGF¢s, konnte auch hier die Entwicklung eines

Forward-Phase- und Sandwich-Assays realisiert werden.

Um das groBBe Potential der Aptamer-Microarrays weiter zu nutzen, sollte in weiteren
Arbeiten einerseits das vielversprechende Sandwich-Format weiter optimiert und etabliert,
aber auch weitere Detektionsmethoden entwickelt und untersucht werden. Ebenso konnten
Multiplex-Aptamer-Microarrays zur Detektion verschiedener Proteine in einem einzigen
Experiment den Nutzen dieser Technologie enorm erweitern.

Die Detektion des VEGF,¢s im aptamerbasierten Sandwich-Format stellt einen interessanten
Ansatzpunkt dar. Da zwei Aptamere gegen unterschiedliche Bindungsregionen des

Wachstumsfaktors bekannt sind, ist die Anwendung dieser Aptamere im Sandwich-Format
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besonders aussichtsreich. Die Durchfithrung eines Sandwich-Assays ist zwar aufgrund der
Vielzahl erforderlicher Inkubierungsschritte sehr zeitaufwendig, aber mithilfe dieses Formats
ist eine Proteindetektion moglich, ohne das Protein selbst markieren zu miissen.

Alternativ konnte daher an einer Detektion von unmarkierten Proteinen mit Aptamer-Beacons
gearbeitet werden. Hierbei konnte zunidchst ein fluoreszenzmarkiertes Aptamer analog zum
Forward-Phase-Format auf einer Microarray-Oberfliche immobilisert werden. Durch den
Einsatz eines geeigneten komplementdren Oligonucleotidstrangs mit Quencher wird das
Fluoreszenzsignal bis zur Bindung des Targetproteins unterbunden. Zur Umsetzung dieses
Formats ist jedoch ein intensives Screening hinsichtlich der optimalen Lange und Position der
komplementidren Nukleotidsequenz sowie des geeigneten Fluorophor und Quencher-Paars
notwendig. Nach einer Etablierung dieses Assays konnte jedoch mit relativ wenig Aufwand

eine schnelle Detektion von Proteinen ermdglicht werden.

Letztendlich stellen aptamerbasierte Microarrays eine vielversprechende Methode in der
Proteinanalytik dar. Diese Technologie weist auch zukiinftig noch ein enormes

Entwicklungspotential auf.
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Anhang
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A Verwendete Materialien

A.1 Chemikalien

1,2,7,8-Diepoxyoctan
1,4-Butandioldiglycidylether
1,4-bis-(3-aminopropoxy)butan
1,4-Phenylendiisocyanat
1,4-Phenylendiisothiocyanat
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
Aceton

Acetonitril

Acryloylchlorid

Agar

Agarose

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Cobaltsulfat

Cyanurchlorid

DEPC

Dichlorethan
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

dNTP Set

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Fermentas, St. Leon-Rot, DE
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D(+)-Trehalose

Essigsdure

Ethanol (95%)

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Formaldehydlésung (36,5%)
Formamid

Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Imidazol
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Kupfersulfat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol (99%)
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumcitrat
Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, DE

Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt, DE
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumperiodat
Nickelsulfat
N,N-Diisopropylethylamin
N,N-Dimethylformamid
Pyridin (>99,8%)
Rhamnose

Salzsdure (30%)
Schwefelsdure

SYBR Green I

SYBR Green II
Terephthaldialdehyd
Tetraethylenpentamin
Toluol

TopBlock
Trichloressigsdure
Tris-HCI

Tris-Base

Trypton Plus

Tween 20

Xylencyanol FF

Zinksulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Merck, Darmstadt, DE

Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Amresco, Solon, OH, USA
Amresco, Solon, OH, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Fluka, Buchs, CH

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
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A.2 Kits

Cy3 mono-Reactive Dye Pack GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB
innuPREP RNA Mini Kit Analytik Jena, Jena, DE

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden, DE

QIAGEN Plasmid Mini/Midi Kit QIAGEN, Hilden, DE

SeTag™ Thrombin Purification Kit Merck KGaA, Darmstadt, DE

WesternBreeze® Chromogenic Kit—Anti-Rabbit  Invitrogen, Carlsbad, USA

A.3 Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Losungen wurden unter Verwendung von Reinstwasser (Arium
611, Sartorius, Gottingen, DE) hergestellt. Alle Puffer, welche zum Waschen der Microarrays
verwendet wurden, wurden steril filtriert (Sartolab, Bottle Top Filter, PES 0,2 um Pore Size,
Sartorius Stedim, Gottingen). Die Losungen fiir die Proteinaufreinigung wurden ebenfalls

filtriert und zusétzlich im Ultraschallbad entgast.

LB-Medium 10 g/L Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt, autoklaviert

PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPOy,, 1,4 mM KH,PO4, pH 7,5

SOC 20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSO4, 20 mM Glucose, pH 7,0 autoklaviert

SSC 3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

TAE 40 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 8,0

TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

TGS 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,3

Aptamer-Selektionspuffer:
Akmer-BP 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, pH 7,3

PBS-6H7 50 mM K,HPOy4, 150 mM NaCl, pH 7,5 [135]
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PBST-6H7 50 mM K,HPO,, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,5 [135]

TBSE 10 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 0,05 mM EDTA, pH 7,0 [34]
TBSTE TBSE und 0,05% Tween 20 [34]
A.4 Biomolekiile

A.4.1 Aptamere

Die verwendeten Aptamere wurden durch die Firma BioSpring (Frankfurt a. Main, DE)

synthetisiert.

6H7 GCTATGGGTGGTCTGGTTGGGATTGGCCCCGGGAGCTGGC

6HS5 GGCTTCAGGTTGGTCTGGTTGGGTTTGGCTCCTGTGTACG

264 TACGACTCACTATAGGGATCCTTGCTTACATTACGACGTACTGAATT
CCCTTTAGTGAGGGTT

265 TACGACTCACTATAGGGATCCATAGAAAACCCCTAAACGCCCGAAT
TCCCTTTAGTGAGGGTT

266 TACGACTCACTATAGGGATCCTACGTCATTATGGAAACCGACGAAT
TCCCTTTAGTGAGGGTT

V7tl TGTGGGGGTGGACGGGCCGGGTAGA

del5 1 ATACCAGTCTATTCAATTGGGCCCGTCCGTATGGTGGGTGTGCTGGC
CAG

A.4.2 Antikorper

Anti-Human VEGF Polyclonal Antibody Biovision, Mountain View, USA

Anti-Human IgG Cy3 Antibody Dianova, Hamburg, DE
Goat Immunoglobulin Cy3 (D/P: 2,7) Dianova, Hamburg, DE
Humanes F.-Fragment Dianova, Hamburg, DE

Humanes F.-Fragment Cy3 (D/P: 3,2) Dianova, Hamburg, DE
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Human Immunoglobulin Cy3 (D/P: 2,2)
Humanes Immunoglobulin 1

Humanes Immunoglobulin 2

Humanes Immunoglobulin 3

Humanes Immunoglobulin 4

Humanes Immunoglobulin

Mouse Immunoglobulin Cy3 (D/P: 2,1)
Penta-His Alexa Fluor 555 Conjugate

Rat Immunoglobulin Cy3 (D/P: 2,5)

A.4.3 Enzyme/Proteine

GoTaq™ DNA Polymerase

Pfu DNA Polymerase

Sacl

Notl

Ndel

PageRuler™ Unstained Protein Ladder
Pstl

Reverse Transcriptase

Dianova, Hamburg, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Dianova, Hamburg, DE
QIAGEN, Hilden, DE

Dianova, Hamburg, DE

Promega, Madison, USA

Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Promega, Madison, USA

T4 DNA Ligase Fermentas, St. Leon-Rot, DE

VEGF 65 Dianova, Hamburg, DE

A.4.4 Plasmide

pBADGFPhis Institut fiir Technische Chemie (Doktorarbeit M. Reck [162])
pET-29a(+) Merck KGaA, Darmstadt, DE
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pET-bgl-his

Universitit Bielefeld (Prof. Dr. Karl Friehs)

pJOE2702 Universitit Greifswald (Prof. Uwe T. Bornscheuer)
A.4.5 Sonstiges

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, DE
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, DE
JM109 Competent Cells Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Rosetta2(DE3)pLysS Competent Cells Merck KGaA, Darmstadt, DE

A.4.6 PCR-Primer und Sequenzen

GAPDH

Ndel VEGF
Pstl VEGF

VEGF

Forward: ACAGTCAGCCGCATCTTCTT
Reverse: GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

Forward: GGTGGTCATATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTCCA
Reverse: GGTGGTCTGCAGTCACCGCCTCGGCTTGTCACAT

Forward: AAGGAGGAGGGCAGAATCAT
Reverse: ATCTGCATGGTGATGTTGGA

VEGF 45-Gen-Sequenz

ATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTCCACTGGAGTCTGGCTCTGCTCCT
GTACCTCCATCATGCCAAATGGTCACAGGCTGCCCCAATGGCTGAG
GGCGGAGGCCAGAATCATCACGAAGTGGTGAAGTTTATGGACGTC
TACCAGAGATCTTACTGTCACCCTATCGAGACACTCGTGGACATTT
TTCAGGAGTACCCCGACGAGATTGAATACATCTTCAAACCATCTCT
GTGTGCCTCTCATGAGATGTGGAGGATGTGTAATGATGAGGGGCTG
GAATGTGTCCCTACTGAGGAGTCCAATATCACAATGCAGATTATGA
GGATCAAACCCCACCAGGGCCAGCATATCGGAGAAATGAGCTTTC
TCCAGCACAACAAATGCGAGTGTAGGCCCAAAAAGGATAGAAGCA
CGGCAGGAAAACCCTTGCGGACCTTGAGCGAACGGCGAAAACACC
TGTTTGTCCAGGATCCACAGACCTGTAAATGCTCTTGTAAAAACAC
CGACTCTCGCTGTAAGGCTCGCCAGCTCGAACTGAATGAACGGACA
TGCCGATGTGACAAGCCGAGGCGGTGA

VEGF ¢s5-Proteinsequenz

MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKFM
DVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSLCASHEMWRMCNDEGLE
CVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRSTAGK
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PLRTLSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKP
RR

VEGF 45S-Tag-Proteinsequenz
MKETAAAKFERQHMDSPDLGTLVPRGSMADIGSEFELSHMNFLLSWV
HWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKFMDVYQRSYCH
PIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSLCASHEMWRMCNDEGLECVPTEESNIT
MQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRSTAGKPLRTLSERRK
HLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR

A.S Microarray-Oberflachen

Glasobjekttrager Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

NEXTERION® Slide NC 1Pad/16 Pad ~ SCHOTT, Jena, DE

SciCHip Epoxy-PEG SCIENION AG, Berlin, DE
SciCHip Epoxy-PEG1 SCIENION AG, Berlin, DE
SciCHip Epoxy SCIENION AG, Berlin, DE
VSS-25 Silylated Slides (Aldehyd) CEL Associates, Pearland, USA

A.6 Verbrauchsmaterialien

Centrifugal Filter Units 3kDa Millipore, Billerica, USA
Glas-Pasteurpipetten VWR, Darmstadt, DE

falcon tubes 15 mL Sarstedt, Niimbrecht, DE

falcon tubes 50 mL Sarstedt, Niimbrecht, DE

HiTrap™ Heparin HP Columns GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB

Microflex® Supreno™ powder-free gloves Microflex Corporation, Reno, USA

Mikrotiterplatte Abgene, Rochester, USA
Minisat High Flow Filters Sartorius, Gottingen, DE
Petrischalen Greiner, Frickenhausen, DE

PLASTIBRAND Pipettenspitzen Brand, Wertheim, DE
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Immun-Blot PVDF-Membran BIO-RAD, Miinchen, DE

Reagiergefifie 0,1 mL Sarstedt, Niimbrecht, DE

ReagiergefiaBe 1,5 mL Sarstedt, Niimbrecht, DE

Reagiergefifie 2 mL Sarstedt, Niimbrecht, DE

Sartobind S 75 Sartorius, Gottingen, DE

Secure Seal Hybridisation Chamber Grace Biolabs, Bend, USA

Sterican Spritzen B. Braun, Melsungen, DE

Thermo-Seal Schmelzklebefolien Thermo Scientific, Waltham, USA
Vivaspin 20 3,000 MWCO Sartorius, Gottingen, DE

Vivaspin 20 10,000 MWCO Sartorius, Gottingen, DE

Vivaspin 500 3,000 MWCO Sartorius, Gottingen, DE

A.7 Geriite

Autoklav Systec V-150 Systec GmbH, Wettenberg, DE
Brutschrank CertomatR HK B. Braun, Melsungen, DE
FPLC BioLogic DuoFlow System BIO-RAD, Miinchen, DE

Gelelektrophorese ~ Agagel Midi-Wide
MiniProteanTM Tetra Cell
Power Pac 3000
Rotiphorese Proclamp MINI
Thermo EC 105
Thermo EC Classic
Hybridisierungsofen Thermo Hybaid
pH-Meter HI 221 Calibration Check
Plattenschweiligerit ALPSTM 50V

Reinstwasseranlage Arium 611
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Biometra, Gottingen, DE
BIO-RAD, Miinchen, DE
BIO-RAD, Miinchen, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Hanna Instruments, Kehl, DE
Thermo Scientific, Waltham, USA

Sartorius, Géttingen, DE



Microarrayscanner
Schiittelschrank

Schiittler

Slideaufsatz:

Spektralphotometer

Spotter

Thermocycler

Thermomixer
Ultraschallbad
Western Blot

Zentrifugen

A.8 Software

BioEdit 7.0.9

Clustal W

GMS 417 Arrayer Version 1.5.0

GenePix®Pro 6.1
GENtle

Mfold Web Server

NanoPlotter NPC16

NCBI Blast

Origin 8.5

GenePix®4000B
Certomat BS1

MTS 4

VIBRAX VXR basic
Eppendorf slides
Nanodrop ND-1000
Nanodrop ND-3000
Affymetrix 417TM Arrayer
NanoPlotter NP 2.1

Px2 Thermal Cycler 154
VWR DOPPIO
Thermomixer comfort
Sonorex Super RK 510 H
Criterion™™ Blotter
Centrifuge 5415 R
Megafuge 1.0 RS

Axon Instrum., Foster City, USA
Sartorius, Gottingen, DE

IKA, Staufen, DE

IKA, Staufen, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

NanoD. Techn., Wilmington, USA
NanoD. Techn., Wilmington, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
GeSiM, GroBlerkmannsdorf, DE
Thermo Scientific, Waltham, USA
VWR, Darmstadt, DE

Eppendorf, Hamburg, DE
BANDELIN, Berlin, DE
BIO-RAD, Miinchen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Heraeus Instruments, Osterode, DE

Ibis Biosciences, Carlsbad, USA

EMBL-EBI, Cambrigde, UK

Affymetrix, Santa Clara, USA

Axon Instruments, Foster City, USA

University of Cologne, Cologne, DE

University of New York, New York, USA

GeSiM, GroBlerkmannsdorf, DE

Nat. Center for Biotech. Information, Bethesda, USA

OriginLab, Northampton, USA
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Primer3 University of Massachusetts Medical School, USA
QGRS Mapper Ramapo College, Mahwah, USA

Vector NTI Advance 11 Invitrogen, Carlsbad, USA
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B Verwendete Methoden

Im folgenden Abschnitt werden zunéchst die in dieser Arbeit hdufig eingesetzten Methoden

beschrieben. AnschlieBend wird auf die verwendeten und optimierten Protokolle dieser

Dissertation in chronologischer Reihenfolge eingegangen. Fiir die Herstellung aller Losungen

wurde Reinstwasser (Arium 611, Sartorius, Gottingen, DE) eingesetzt. Die verwendeten

Pipettenspitzen, Reagier-, Zentrifugier- und Glasgefdfle waren steril.

B.1 Allgemeine Methoden

B.1.1 PCR mit Taq-Polymerase

Fiir die PCR mit der GoTaq™ DNA Polymerase wurde pro Probe folgender Mix mit einem

Gesamtvolumen von 50 pL erstellt (fiir mehrere Proben wurde ein entsprechender Mastermix

angesetzt):

1 uL cDNA (500 ng)

1 uL forward Primer (10 pM)

1 uL reverse Primer (10 pM)
0,25 uL Tag-Polymerase

4 uL DNTP-Mix (2 mM)

10 uL 5 x Reaktionspuffer
32,75 pL nukleasefreies Wasser

Fiir eine PCR unter Standardbedingungen wurde nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C

fiir 5 min folgendes Programm durchlaufen:

Denaturierung: 95 °C, 30 sec
Primer-Annealing: 55-70 °C (Primer-abhéngig), 30 sec
Elongation: 72 °C, 30 sec

Wiederholung der Schritte: 35-mal

Abschliefende Elongation: 72 °C, 7 min
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B.1.2 PCR mit Pfu-Polymerase

Fir die PCR mit der Pfu DNA Polymerase wurde pro Probe folgender Mix mit einem
Gesamtvolumen von 50 pL erstellt (fiir mehrere Proben wurde ein entsprechender Mastermix

angesetzt):

e | pg DNA (Plasmid)

e | uL forward Primer (10 pM)
e 1 uL reverse Primer (10 pM)
e 0,5 uL Pfu-Polymerase

e 5 uL DNTP-Mix (2 mM)

e 5 uL 10 x Reaktionspuffer

¢ mit nukleasefreiem Wasser auf 50 uL auffiillen

Fiir eine PCR mit der Pfu-Polymerase wurde nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C fiir

3 min folgendes Programm durchlaufe:

e Denaturierung: 95 °C, 30 sec

e Primer-Annealing: 55-70 °C (Primer-abhingig), 30 sec
e Elongation: 72 °C, 2 min

Wiederholung der Schritte: 35-mal

e AbschlieBende Elongation: 72 °C, 15 min

B.1.3 Herstellung von Agarplatten

1 L LB-Medium wurde mit 15 g Agar versetzt und autoklaviert (20 min, 121 °C). Nach dem
Abkiihlen auf 50 °C wurde das jeweilige Antibiotikum zugegeben (Ampicillin: 4 mL
Stammldsung (25 mg/mL), Chloramphenicol: 3 mL Stammlosung (10 mg/mL)) und das

Medium in die Petrischalen gegossen.
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B.1.4 Herstellung von Gefrierkulturen

Zur Herstellung der Gefrierkulturen wurde eine Hauptkultur angeimpft und bei einer ODgg
von 0,6 wurden 500 pL der Hauptkultur mit 500 pL. Glycerin vermischt und auf Eis gekiihlt.

Anschliefend wurden die Gefrierkulturen bei -80 °C eingefroren.

B.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

e 2 x Probenpuffer (Ansatz fiir 10 mL): 9,5 mL Formamid, 25 pL 10% SDS, 2,5 mg
Bromphenolblau, 2,5 mg Xylencyanol FF, 250 uL 1% EtBr, 10 uL 0,5 M EDTA

Zur Herstellung der Agarosegele wurden 1,0 g Agarose (fiir 1%ige Gele) bzw. 1,5 g Agarose
(fir 1,5%ige Gele) in 100 mL Reinstwasser supendiert und anschlieBend in der Mikrowelle
bei 600 W kurz aufgekocht. Nach Abkiihlen der Losung auf ca. 50 °C wurden 10 pL
Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel gegossen.

Pro Geltasche wurden 7,5 pL der zu untersuchenden RNA- bzw. DNA-Probe und 7,5 pL des
2 x Probenpuffers gegeben. Die Auftrennung der Oligonukleotide erfolgt fiir 1-2 h bei 100 V.
Die Visualisierung des Gels wurde iiber UV-Detektion mit einem INTAS UV-System (Gel iX
Imager) durchgefiihrt.

B.1.6 Plasmidpriparation

Zur Plasmidpréiparation wurde in dieser Arbeit das kommerziell erhidltliche Plasmid Mini
bzw. Midi Kit von QIAGEN verwendet. Die Plasmide wurden zunichst in E. coli- Zellen
vermehrt. Hierfiir wurde in einem 100 mL Kolben eine Hauptkultur angesetzt und bei 37 °C
iiber Nacht bei 150 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden 5 mL (Mini Kit) bzw. 25 mL (Midi
Kit) der Kulturlosung abzentrifugiert und die Zellpellets entsprechend des Protkolls von
QIAGEN verarbeitet.

Die Konzentration der erhaltenen Plasmid-DNA wurde am NanoDrop ND-1000 bestimmt.
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B.1.7 Gelextraktion

Die Gelextraktion wurde in dieser Arbeit mit dem kommerziell erhédltlichen QIAquick Gel
Extraction Kit von QIAGEN durchgefiihrt. Hierfiir wurden die zu reinigenden PCR-Produkte
bzw. Produkte des Restriktionsverdaus mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die
gewlinschten DNA-Fragmente wurden anschlieBend mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten und die Aufreinigung gemél dem Protokoll von QIAGEN durchgefiihrt.

Die Konzentration der erhaltenen DNA wurde am NanoDrop ND-1000 bestimmt.

B.1.8 Restriktionsverdau

Von der aufgereinigten, zu schneidenden DNA wurden 0,5 bis 1 pg mit je 1 uL pro bendtigtes
Restriktionsenzym (10 u/uL) und geeignetem Restriktionspuffer versetzt. AnschlieBend
wurde die Losung mit Reinstwasser auf 20 pL aufgefiillt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch
Hitzeinaktivierung (Temperatur/Zeit: unterschiedlich, je nach verwendetem Enzym) wurde
die Reaktion gestoppt.

Das Volumen und die Art des Restriktionspuffers fiir die wunterschiedlichen
Doppelverdauungen mit zwei Restriktionsenzymen wurden mithilfe des DoubleDigest Tools

(www.fermentas.de) ermittelt.

B.1.9 Ligation

Nach Aufreinigung wurde der restriktionsverdaute Vektor im molaren Verhéltnis von 5:1 mit
dem restriktionsverdauten Insert versetzt. Dem Ansatz wurden 1 pL T4-DNA-Ligase (5 u/uL)
und 2 pL 10 x Ligationspuffer zugefiigt. Nach Auffiillen der Losung mit Reinstwasser auf
20 uL Gesamtvolumen wurde die Ligation bei 16 °C iiber Nacht in einem PCR-Thermocycler

durchgefiihrt.

B.1.10 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Die bei -80 °C gelagerten chemisch kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 30 pL der

Zellen wurden mit 5 pL des Transformationsansatzes versetzt und suspendiert. Nach einer 15
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miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen einem zweiminiitigem Hitzeschock bei 42 °C
ausgesetzt. Sofort im Anschluss wurden die Zellen 2 min auf Eis gestellt und 500 pL SOC
Medium zugefiigt. Der Transformationsansatz wurde fiir 60 min bei 300 rpm und 37 °C
geschiittelt. SchlieBlich wurden die Zellen fiir 3 min bei 3000 rpm (Centrifuge 5415 R,
Eppendorf, Hamburg, DE) pelletiert und der Uberstand bis auf ca. 150 pL verworfen. Die
Zellen wurden im Restvolumen suspendiert und auf die Agarplatten mit dem entsprechenden

Antibiotikum ausgestrichen.

B.1.11 Kolonie-PCR

Einzelne Bakterienkolonien auf der Agarplatte wurden mit einer sterilen Pipettenspitze
aufgenommen und die Zellen in ein mit nukleinsdurefreiem Wasser (10 pL) gefiilltes
Reaktionsgefaf tiberfiihrt. Die Losung wurde 5 min bei 95 °C inkubiert und 5 pL dieser Probe
wurden als Template in einer nachfolgenden PCR-Reaktion (mit 7ag-Polymerase) eingesetzt.
Der Nachweis positiver Kolonien erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese mit dem reinen

Insert als Positiv- und Wasser als Negativkontrolle.

B.1.12 SDS-PAGE

e SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS; pH 8,3 (1 x TGS)

e SDS-Probenpuffer: 20 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA (Na-Salz), 5% SDS, 0,02%
Bromphenolblau in 90 mL H,O, direkt vor der Benutzung werden 10%
2-Mercaptoethanol und 10% Glycerin (55%) zum Probenpuffer hinzu gegeben

Tabelle B.1 Zusammensetzung des (A) Trenngels und (B) Sammelgels.

Komponente 12 % 16 % Komponente 6%

Polyacylamid/Bisacrylamid-
Mischung (37,5:1); 40 %ig 45mL 6 mL
SDS (1 %) IL5mL 1,5mL

Polvacylamid/Bisacrylamid-
Mischung (37,5:1); 40 %ig 750 pL

i SDS (1 %) 300 pL
Tris/HCI (1,5 M), pH 8,8 42mL 42mL Tris/HC (1,5 M), pH 6.8 630 L.
ddH,O 4,8mL 33mL ddHA0 3770 mL
TEMED 30 pL 30 pL TEMED ’1 0 uL
APS (25%) 30 lJ-L 30 p.L APS (25%) 10 P'L
A B
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Die Komponenten des Trenngels wurden in der angegebenen Reihenfolge vermischt und die
Losung in die SDS-PAGE-Apparatur pipettiert. Nach dem Aushidrten des Trenngels wurde
das Sammelgel gegossen. Die Proteinproben wurden 1:1 mit dem Probenpuffer vermischt und
10 Minuten lang auf 95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben und der Protein-Ladder
(Unstained Protein Ladder, 4 pL) auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte zunéchst
bei 100 V, nach dem Durchlaufen des Sammelgels bei 150 V. Die Elektrophorese wurde

gestoppt, sobald die Bromphenolblaufront bis ans untere Ende des Gels gelaufen waren.
Silberfirbung

e Entfarber/Fixierer: 500 mL H,O, 500 mL EtOH, 100 mL Essigsdure

e Farmers Reducer: 0,1% Kaliumhexacyanoferrat(IIl) und 0,1% Natriumthiosulfat
e 2.5%ige Natriumcarbonatlosung

e 5%ige Essigsdure

e 0,1%ige Silbernitratlosung

Die Féarbung der Gele wurde auf dem Schiittler durchgefiihrt. Zunédchst wurde das Gel fiir
30 min im Farber/Fixierer geschiittelt. Nach zweimaligem kurzem Waschen mit Reinstwasser
wurde das Gel 2,5 min in 100 mL Farmers Reducer gelegt. Anschliefend wurde das Gel
5 min in Reinstwasser gewaschen und 30 min in Silbernitratlésung inkubiert. Das Gel wurde
zweimal 30 sec mit Reinstwasser und Natriumcarbonatlosung gespiilt. Zur
Bandenentwicklung wurde das Gel in 100 mL Natriumcarbonatldsung mit 400 pL
Formaldehydlosung (36,5%) inkubiert. Zum Stoppen der Féarbung wurde das Gel in

Essigsédure gelegt.

B.1.13 Western-Blot

e Transferpuffer: 25 mM Tris Base, 192 mM Glycin, 10% Ethanol, pH 8,3

Nach der Durchfiihrung einer SDS-PAGE-Analyse wurden die Proteine auf dem erhaltenen
SDS-Gel auf eine PVDF-Membran mittels Elektroblotting transferiert und anschliefend die
Bandenentwicklung mittels des kommerziell erhdltlichen Western Breeze Chromogenetic Kit
(Anti Rabbit) von Invitrogen durchgefiihrt. Im Folgenden sind die einzelnen Schritte der
Durchfiihrung dargestellt:
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e Die PVDF-Membran wurde kurz in 95%igem Ethanol gewaschen.

e Das SDS-Gel, die Membran, 2 Filterpapiere und 2 Filzpads wurden getrennt
voneinander in Transferpuffer geschwenkt.

e Die Trans-Blot-Zellkammer (BIO-RAD, Miinchen, DE) wurde mit dem
Transferpuffer gefiillt, das Gel und die Membran zwischen die Filterpapiere und Pads
gespannt und in die Apparatur gestellt.

e Der Proteintransfer wurde 60 min lang bei 100 V und 150 mA unter Kiihlung
durchgefiihrt.

e Die Bandenentwicklung auf der Membran wurde anschlieBend nach dem Protkoll des

Kits von Invitrogen durchgefiihrt.

B.2 Bereitstellung der Targetproteine

B.2.1 His-Tag-Proteine

Die His-getaggten Proteine PFEI, Bgl und GFP wurden in E. coli-Zellen (siehe Tab. 2.2)
produziert und mittels IMAC aufgereinigt. Im Folgenden werden die Durchfiihrungen zur

Gewinnung, Aufreinigung sowie Fluoreszenzmarkierung der drei Proteine beschrieben.

B.2.1.1 Kultivierung

Zur Herstellung der Vorkultur wurden im 100 mL Schiittelkolben 20 mL LB-Medium mit
200 uL E. coli der entsprechenden Gefrierkultur und 60 pL Ampicillinstammldsung
(25 mg/mL) (PFEI-his, Bgl-his) bzw. 40 pL Chloramphenicolstammldsung (10 mg/mL)
(GFP-his) versetzt. Die Kultur wurde iiber Nacht im Schiittler bei 37 °C und 150 rpm
inkubiert.

Fiir die Hauptkultur wurden in 500 mL Schiittelkolben 100 mL LB-Medium mit 300 pL
Ampicillin (PFEI-his, Bgl-his), bzw. 200 pL Chloramphenicol (GFP-his) versetzt und 1 mL
der jeweiligen Vorkultur hinzu gefiigt. Die Kultur wurde 2 - 4 h im Schiittler bei 37 °C und
150 rpm inkubiert. Bei einem ODgo-Wert von 0,5 - 0,8 fand die Induktion fiir PFEI-his und
Bgl-his mit 1 mL IPTG (1 mM Endkonzentration im Kolben) und fiir GFP-his mit 1 mL L-
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Arabinose (1 mM Endkonzentration im Kolben) statt. Die Kulturen wurden weitere 4 h im

Schiittler bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

B.2.1.2 Isolierung der Proteine

Die Kulturen wurden in 50 mL ZentrifugiergefdB3e iiberfiihrt und bei 4000 g und 4 °C fiir 15
min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde im Falle des PFEI-his und GFP-his verworfen. Die
Zellpellets wurden anschlieBend in 2-4 mL 1 x PBS resuspendiert und mit einer
Ultraschallsonde 3 mal 1 min (90 W, 0,6 s Pulsdauer) unter Eiskiihlung aufgeschlossen. Die
Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Der Erfolg der

Kultivierung wurde mittel SDS-PAGE-Analyse ermittelt.

Fiir das Bgl-his, welches extrazellulér in E. coli produziert wurde, wurde kein Zellaufschluss
durchgefiihrt. Nach dem Kultivieren wurde der nach Zentrifugation erhaltene Uberstand
aufkonzentriert (Vivaspin 20, 10,000 MWCO, Sartorius, Gottingen, DE) und in einer SDS-
PAGE-Analyse auf Bgl-his iiberpriift.

B.2.1.3 Aufreinigung

Die Aufreinigung der drei His-getaggten Proteine PFEI, Bgl und GFP fand mit
Metallchelataffinitdtschromatographie (Immobilized Metal Chelate Chromatography- IMAC)
statt. Die Proteinaufreinigung wurde zunichst mit 8-strips-Membranen zur Bestimmung der
besten Metallsalzlosung und anschlieend in groBerem Mallstab mittels FPLC und Sartobind
IDA-Membranen durchgefiihrt.

B.2.1.3.1 Vivawell-8-Strips

e Metallsalzlosungen: 0,5 M CoCl, / 0,5 M NiSQOy4 / 0,5 M CuSO4 bzw. 0,5 M ZnSO4
e Bindungspuffer: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0

e  Waschpuffer: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

e Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0

Im folgenden Abschnitt ist die Durchfithrung der Aufreinigung mit den 8-Strips beschrieben.
Pro well wurden 300 puL Fliissigkeit verwendet und die Zentrifugation fand jeweils bei 1200 g
statt. Alle verwendeten Puffer und Kulturiiberstinde wurden zuvor steril filtriert. Die Puffer

wurden zusitzlich im Ultraschallbad entgast.
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Die Wells der 8-Strips wurden mit Reinstwasser angefeuchtet und fiir 1 min
zentrifugiert.

Die Metallsalzlosungen wurden auf die Membranen gegeben und fiir 1 min
zentrifugiert, dieser Schritt wurde einmal wiederholt.

Die Membranen wurden zweimal mit Reinstwasser gewaschen und je 1 min
zentrifugiert.

Die Wells wurden zweimal mit Bindungspuffer equilibriert und je 1 min zentrifugiert.
Die proteinhaltige Probe wurde auf die Membranen gegeben und 3 min zentrifugiert.

Nachfolgend wurde dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen und je 3 min
zentrifugiert.

Das Protein wurde in drei Schritten mit dem Elutionspuffer eluiert, je 3 min

zentrifugiert.

Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE-Analyse kontrolliert.

B.1.2.3.2 Sartobind IDA (FPLC)

Equilibrierungspuffer: 0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl, pH 4,5

Metallsalzlosungen: 0,1 M CoCl, / 0,1 M NiSO4/ 0,1 M CuSO4 bzw. 0,1 M ZnSOy4 in
Equilibrierungspufter, pH 4,5

Bindungspuffer: 50 mM NaH,PO,, 0,5 M NacCl, pH 8,0

Elutionspuffer: 0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl, 0,1 M Imidazol, pH 4,5

Im folgenden Abschnitt ist die Durchfiihrung der Aufreinigung mit FPLC beschrieben. Als

Membranadsorbereinheit wurde die Sartobind IDA 75 eingesetzt. Alle verwendeten Puffer

und Kulturiiberstinde wurden zuvor steril filtriert. Die Puffer wurden zusatzlich im

Ultraschallbad entgast. Die Aufreinigung fand mit einer Flussrate von 1 mL/min statt und

wurde mit einem Durchflussdetektor bei 280 nm verfolgt.

Die Membranadsorbereinheit wurde mit 10 mL Eqilibrierungspuffer gespiilt.
Anschliefend fand die Beladung mit 10 mL 0,1 M Metallsalz-Losung statt.
Uberschiissiges Metallsalz wurde mit 20 mL Equillibrierungspuffer abgewaschen.

Die Membran wurde mit 20 mL Bindungspuffer gespiilt.

Die proteinhaltige Probe wurde in dem Bindungspuffer verdiinnt und tiiber die
Adsorbereinheit geleitet.

Die Elution erfolgte mit 20 mL Elutionspuffer.
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e Zur Regeneration der Membran wurde mit 10 mL Equilibrierungspuffer gewaschen
und die Metallionen wurden mit 10 mL Schwefelsdure entfernt.
e Die Membran wurde mit 20 mL Equlibrierungspuffer gewaschen und wurde in

Equlibrierungspuffer mit 0,02% Natriumazid gelagert.

Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE-Analyse kontrolliert.

B.2.1.4 Fluoreszenzmarkierung

Zur Markierung der His-getaggten Proteine fiir die Anwendung auf Forward-Phase-
Microarrays wurde der kommerziell erhiltliche Farbstoff Cy3 Mono-Reactive-Dye (GE
Healthcare, Chalfont ST Giles, GB) verwendet. Das Labeling wurde nach folgendem
Protokoll durchgefiihrt:

e Die aufgereinigten Proteinlosungen wurden mit Natriumcarbonatpuffer (0,1 M) auf
eine Konzentration von 1 mg/mL gebracht.

e 200 pL der Proteinlosung wurden zu einem Vial des Fluoreszenzfarbstoffs gegeben
und gut durchmischt.

e Die Inkubation fand bei RT fiir 1 h unter Lichtausschluss mit zusitzlicher
Durchmischung alle 15 min statt.

e Die markierte Proteinlosung wurde anschlieBend mehrfach mit Vivaspin 20

Zentrifugalkonzentratoren umgepuffert, um tliberschiissigen Farbstoff zu entfernen.

B.2.2 VEGF¢s

Im folgenden Abschnitt sind die Klonierung des VEGF¢s in den PET-Expressionsvektor, die
Herstellung in E. coli, sowie die Aufreinigungsversuche detailliert beschrieben. Die

verwendeten Primer fiir die PCR wurden mit dem Programm Primer3 designed.

B.2.2.1 Klonierung

In einem ersten Schritt wurde das Gen VEGFiss aus dem Vektor der CHO-Zelllinie

gewonnen. Hierfiir wurde aufgrund der geringeren Fehlerquote eine PCR mit Pfu-Polymerase
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mit den Primern Ndel VEGF und Pstl VEGF durchgefiihrt. Nach der Aufreinigung des PCR-
Produkts mittels Agarose-Gelelektrophorese und anschlieender Gelextraktion wurde der
Genabschnitt sowie der Vektor pGEM-5Zf(+) mit den Restriktionsenzymen Ndel und Pstl
verdaut. Durch nachfolgende Ligation des ebenfalls aufgereinigten, linearisierten Vektors mit
dem VEGF-Gen wurde pGEM-5Z1(+)-VEGF 45 erhalten.

Ausgehend von diesem Vektor konnte durch erneuten Restriktionsverdau mit Notl und Ndel
bzw. Notl und Sacl das VEGF-Gen in den mit denselben Enzymen linearisierten
Expressionsvektor pET-29a(+) eingefiihrt werden (siehe Abschnitt 2.2.3.2, Abbildung 2.9).
AnschlieBend wurden die beiden erhaltenen Vektoren in E. coli Rosetta2(DE3)pLysS
transformiert und die Zellen auf Agarplatten ausplattiert. Einzelne Klone wurden gepickt und
in Kultur iiberfiihrt. Durch die Uberpriifung des erhaltenen Plasmids (Restriktionsverdau,
Sequenzierung, Kolonie-PCR) wurde der Erfolg der Klonierung bestétigt.

B.2.2.2 Kultivierung

Zur Herstellung der Vorkultur wurden in 100 mL Schiittelkolben 20 mL. LB-Medium mit
200 uL E. coli der entsprechenden Gefrierkultur und 20 pL Kanamycinstammldsung (34
mg/mL) und 68 pL Chloramphenicolstammldsung (10 mg/mL) versetzt. Die Kultur wurde
tiber Nacht im Schiittler bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

Fiir die Hauptkultur wurden in 500 mL Schiittelkolben 100 mL LB-Medium mit 100 pL
Kanamycinstammldsung (34 mg/mL) und 340 pL Chloramphenicolstammldsung (10 mg/mL)
versetzt und 1 mL der jeweiligen Vorkultur hinzu gefiigt. Die Kultur wurde 3-5 h im Schiittler
bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Bei einem ODggo-Wert von 0,5 - 0,8 fand die Induktion mit
1 mL IPTG (1 mM Endkonzentration im Kolben) statt. Die Kultur wurde weitere 4-6 h im
Schiittler bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

B.2.2.3 Nachweis des VEGF auf Genebene

Zum Nachweis des VEGF-Gens wurde aus den Zellpellets zunichst die gesamte RNA isoliert,
diese in cDNA umgeschrieben und eine PCR (mit 7ag-Polymerase, siche Abschnitt B.1.1)
durchgefiihrt. Hierfiir wurden VEGF-spezifische Primer sowie Primer flir das Haushalts-Gen
GAPDH verwendet. Alle Losungen wurden mit DEPC behandeltem Wasser angesetzt und die

Proben wurden stets auf Eis gekiihlt.
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B.2.2.3.1 RNA-Isolierung aus E. coli mittels Phenol-Chloroform-Extraktion

Zunichst wurden etwa 10°-Zellen bei 4.000 x g fiir 10 min abzentrifugiert und in 900 pL
Lysozym-Losung (1 mg/mL geldst in TE-Puffer, pH 8,0) resuspendiert. AnschlieBend wurde
die RNA-Isolierung nach folgendem Protokoll durchgefiihrt.

e Uberfiihren der Losung in ein 2 mL Reagiergefif.

e Zugabe von 90 puL 10% SDS.

e Erhitzen auf 65 °C fiir 2 min.

e Zugabe von 100 uL Natriumacetat (1 M in DEPC-Wasser, pH 5,2)

e Zugabe von 1 mL mit DEPC-Wasser geséttigtem Phenol (pH unter 7,0).
e 10-mal invertieren.

e Inkubieren bei 65 °C fiir 6 min, dabei alle 40 s 10-mal invertieren.

e Abkiihlen auf Eis fiir 2 min.

e Zentrifugation bei 16.000 x g und 4 °C fiir 10 min.

e Uberfiihren der oberen, wissrigen Phase in ein neues 2 mL ReagiergefiB.
e Zugabe von einem Volumen Chloroform zur wéssrigen Phase

e 10-mal invertieren.

e Zentrifugieren bei 16.000 x g und 4 °C fiir 5 min.

e Wiederholen der letzten vier Schritte.

e Uberfithren der oberen, wissrigen Phase in ein neues 2 mL ReagiergefiB.
e Zugabe von 1/10 Volumen 5 M Natriumchlorid.

e Zugabe von 2 Volumen reinen, kalten Ethanol (-20 °C)

e Inkubieren bei -80 °C fiir 20 min.

e Zentrifugieren bei 16.000 x g und 4 °C fiir 15 min.

e Verwerfen des Uberstands.

e Zum Waschen des Pellets Uberschichten mit 1 mL 75% Ethanol.

e Zentrifugieren bei 16.000 x g und 4 °C fiir 5 min.

e Verwerfen des Uberstands.

e Trocknen des Pellets mit Drucklutft.

e Losen der RNA in 50 uL RNase-freiem Wasser.
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B.2.2.3.2 DNase I-Verdau
Zu 50 pL der RNA-Losung wurde gegeben:

e 12,5uL 25 mM MgCl,
e 1,25uL 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
e ] uL DNasel

AnschlieBend wurde der DNase-Verdau nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

e Inkubieren bei 37 °C fiir 1 h.

e Zugabe von 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1).

e Vortexen fiir 30 sec.

e Zentrifugieren bei 16.000 x g fiir 1 min.

e Uberfiihren der oberen, wissrigen Phase in ein neues 1,5 mL ReagiergefiB.
e Zugabe von 1 Volumen Chloroform.

e Vortexen fiir 30 sec.

e Zentrifugieren bei 16.000 x g fiir 1 min.

e Uberfithren der oberen, wiissrigen Phase in ein neues 1,5 mL Reagiergefif.
e Zugabe von 1/10 Volumen 5 M Natriumchlorid.

e Zugabe von 2 Volumen reinem Ethanol.

e Inkubieren bei -80 °C fiir 20 min.

e Zentrifugieren bei 16.000 x g fiir 10 min.

e Verwerfen des Uberstands.

e Zum Waschen des Pellets Uberschichten mit 500 uL 75% Ethanol

e Zentrifugieren bei 16.000 x g fiir 7 min.

e Verwerfen des Uberstands.

e Trocknen des Pellets mit Drucklutft.

e L[osen der RNA in 30 pL. RNase-freiem Wasser.

e Messen der Konzentration und Reinheit (Aze0/Azs0) der RNA-LSsung am Photometer

(Nanodrop ND-1000).

B.2.2.3.3 cDNA-Synthese

Folgendes Protokoll wurde zur cDNA-Synthese verwendet:
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2 puL Total-RNA wurden mit 3 uLL. ANTPs (2 mM) und 3 pL Random Hexamer Primer
(100 mM) versetzt und mit Wasser auf 21 pL auffiillen.

5 min bei 65 °C inkubieren.

1 min auf Eis inkubieren.

Zugabe von 8§ uLL M-MLV Reverse Transcriptase 5 x Reaction Buffer (Promega) und
1 uL M-MLV Reverse Transcriptase (Promega).

Inkubation fiir 60 min bei 42 °C.

Inaktivierung des Enzyms bei 90 °C fiir 10 min.

1 uL dieser cDNA wurde als Template fiir die PCR (Tag-Polymerase) verwendet. Die PCR
wurde mit einer Annealing-Temperatur von 58 °C (VEGF-Primer) bzw. 57 °C (GAPDH-
Primer) und 35 Zyklen durchgefiihrt.

B.2.2.4 Nachweis des VEGF165 auf Proteinebene

Die Kulturen wurden in 50 mL Zentrifugiergefdf3e gefiillt und bei 4000 g und 4 °C fiir 15 min

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets wurden in 2-4 mL

1 x PBS resuspendiert und mit einer Ultraschallsonde 3 mal 1 min (90 W, 0,6 s Pulsdauer)

unter Eiskiihlung aufgeschlossen. Die Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und sowohl der

Uberstand mit der 16slichen Fraktion als auch das erhaltene Pellet mit der unldslichen

Fraktion wurden in einer SDS-PAGE untersucht.

B.2.2.5 Aufreinigung

B.2.2.5.1 Kationenaustauschchromatographie (IEX)

TBS-Puffer: 20 mM Tris/Cl, 150 mM NacCl, pH 7,5

Puffer A: 50 mM Tris/Cl, 10 mM 2-mercaptoethanol, 2 mM EDTA, 5 Vol.-%
Glycerin, 10 pg/mL DNase I (10 mg/L), pH 8,0

Puffer B: 6 M Harnstoff, 0,1 M DTT, 50 mM MES, pH 5.5

Puffer B + NaCl: 300 mM NaCl in Puffer B

Puffer C: 6 M Harnstoff, 0,5 M Cystin, 0,1 M Glycin, 20 mM Hepes, pH 7,4

- 148 -



Vorbereitung der Proben:

50 mL der VEGF-enthaltenen Kulturlosung wurden in Zentrifugiergefilen abzentrifugiert
(15 min, 4000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde in 20 mL TBS-
Puffer suspendiert und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde bei -80 °C eingefroren.

Das Pellet wurde bei 37 °C aufgetaut und in 25 mL Puffer A resuspendiert und die Losung
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zelllosung wurde 5-mal je 20 sec mit dem Ulta-
Thorax (high speed) behandelt und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Losung wurde auf Eis gekiihlt und 6-mal fiir je 15 sec mit Ultraschall (90 W, 0,6 s Pulsdauer)
behandelt. Natriumdeoxycholat und NP-40 wurden zugefiigt (Endkonzentration 0,05% bzw.
1%) gefolgt von einer 10 miniitigen Inkubation bei 4 °C. Die Losung wurde bei 4000 g und
4 °C 1 h lang zentrifugiert. Das Pellet wird in 25 mL Puffer A mit 0,05% Natriumdeoxycholat
und 1% NP-40) resuspendiert und erneut fiir 30 min zentrifugiert bei 4000 g und 4 °C. Die
Inclusion Bodies wurden bei 4 °C in 25 mL Puffer B resuspendiert. Vor der FPLC-
Aufreinigung wurden alle Puffer und die Probe steril filtriert. Die Puffer wurden zusitzlich im

Ultraschallbad entgast.

FPLC-Durchfithrung:
e Equilibrierung der Membran (Sartobind S 75) mit 15 mL Puffer B (2 mL/min)
e 10 mL der Proteinprobe wurde auf Siule geben (1 mL/min)
e Mit Puffer B wurde 15 min gewaschen (2 mL/min)
e Die Proteine wurden in einer Gradientenelution mit Puffer B + NaCl (1 mL/min)

eluiert

Die erhaltenen Fraktionen der Elution wurden vereint und einer SDS-PAGE-Analyse
unterzogen. AnschlieBend wurden die Losung mit 2 Volumen Puffer C vermischt und 4 h lang
bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Zum Falten des VEGF¢s wurde die Lésung durch
Zugabe von PBS mit 50 mM Glycin zu einer Endkonzentration an Harnstoff von 0,3 M
verdiinnt. Das VEGF wurde mittels Ultrafiltration aufkonzentriert und 5-mal mit 1 x PBS

gewaschen.

B.2.2.5.2 Heparin-Affinititschromatographie

e Bindungspuffer: 10 mM Natriumphosphat, pH 7,0
e Elutionspuffer: 10 mM Natriumphosphat, 2 M NaCl, pH 7,0
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Vorbereitung der Proben:

50 mL der VEGF-Kulturen wurden in Zentrifugiergefilen abzentrifugiert (15 min, 4000 g,
4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde in 4 mL 20 mM Tris-HCI und 5
mM EDTA suspendiert. Die Losung wurde auf Eis gekiihlt und 3-mal fiir je 1 min mit
Ultraschall (90 W, 0,6 s Pulsdauer) behandelt. Die aufgeschlossenen Zellen wurde bei 4000 g
und 4 °C fiir 15 min abzenrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde 1-mal mit 4 mL 20 mM Tris-
HCI und 5 mM EDTA gewaschen. Die Inclusion Bodies wurden in 4 mL 7,5 M Harnstoft-
Losung gelost und 10-fach verdiinnt mit 20 mM Tris-HCI, 7 uM CuCl,, pH 8,4. Die Losung

wurde anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt.

FPLC-Durchfiihrung:

Equilibrierung der Membran mit 10 mL Bindungspuffer (1 mL/min)

e 10 mL der Proteinprobe wurde auf die Sdule (HiTrap™ Heparin HP Column)
geben (0,5 mL/min)

e Waschen mit 10 mL Bindungspuffer (1 mL/min)

e Gradientenelution mit 15 mL Elutionspuffer (0,5 mL/min)

e Spiilen mit 10 mL Bindungspuffer (1 mL/min)

Die erhaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und der Aufreinigungserfolg mit SDS-

PAGE-Analyse kontrolliert.

B.2.2.5.3 Affinititsaufreinigung iiber S-Tag

Die Aufreinigung des VEGF¢5-SeTag wurde mit dem SeTag™ Thrombin Purification Kit
(Merck, KgaA, Darmstadt, DE) durchgefiihrt. Die Vorbereitung der Proben sowie die

Durchfiihrung wurden nach Gebrauchsanweisung durchgefiihrt.

B.3 Herstellung der Microarray-Oberflichen

Die Herstellung der verschieden funktionalisierten Oberflichen fand auf unmodifizierten
Glasobjekttragern statt. Als Reaktionsgefdl wurden einfache Glasschalen verwendet, alle

Schritte wurden im Abzug auf dem Schiittler durchgefiihrt.
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B.3.1 Aminofunktionalisierte Oberflachen

Die Glasobjekttrager wurden in 1 M NaOH fiir 12 h inkubiert und anschlieBend fiir 5 min mit
Reinstwasser gewaschen. Mit 1 M HCIl wurde 5 min lang neutralisiert und die Slides erneut
5 min mit Reinstwasser gewaschen. AnschlieBend wurden die Slides 5 min mit Methanol
gewaschen und in eine 3%ige Aminopropyltrimethoxysilan-Losung in 95% Methanol
gegeben. Die Reaktion fand mithilfe von Ultraschall bei 50 °C fiir 5 min statt. Mit reinem
Methanol sowie Reinstwasser wurden die Chips je 5 min gewaschen und im Stickstoffstrom

getrocknet. Zuletzt wurden die Slides bei 110 °C fiir 30 min gebacken.

B.3.2 Epoxyfunktionalisierte Oberflichen

Die Glasobjekttrager wurden in 1 M NaOH fiir 12 h inkubiert und anschlieBend fiir 5 min mit
Reinstwasser gewaschen. Mit 1 M HCI wurde 30 min lang neutralisiert und die Slides erneut
5 min mit Reinstwasser gewaschen. Anschliefend wurden die Slides 5 min mit Reinstwasser
und 1 h mit 95% igem Ethanol gewaschen. Die Slides wurden im Stickstoffstrom getrocknet.

Die Reaktion fand in einer Losung 5%iger 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS)
mithilfe von Ultraschall bei 50 °C fiir 2 h statt. Die Slides wurden 3-mal 5 min bei
Raumtemperatur mit Reinstwasser gewaschen. Nach dem Waschen in Aceton fiir 5 min

wurden die Oberflachen im Stickstoffstrom getrocknet.

B.3.3 Aldehydfunktionalisierte Oberflichen

Die Glasobjekttrager wurden in 1 M NaOH fiir 12 h inkubiert und anschlieBend fiir 5 min mit
Reinstwasser gewaschen. Mit 1 M HCI wurde 30 min lang neutralisiert und die Slides erneut
5 min mit Reinstwasser gewaschen. AnschlieBend wurden die Slides 5 min mit Reinstwasser
und 1 h mit 95% igem Ethanol gewaschen. Die Slides wurden im Stickstoffstrom getrocknet.

Die Reaktion fand in einer Losung 5%iger 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS)
mithilfe von Ultraschall bei 50 °C fiir 2 h statt. Danach wurden die Oberflichen 3 h in
verdiinnter HCL (0,2 M) inkubiert und 5 min mit Reinstwasser gewaschen. Fiir 1 h wurden sie

dann in einer Natriumperiodatlosung (0,1 M) und anschlieend 3-mal 5 min mit Reinstwasser
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gewaschen. Nach Waschen in Aceton fiir 5 min, wurden die Oberflichen im Stickstoffstrom

getrocknet.

B.3.4 Herstellung der aminofunktionalisierten Linker-Systeme

B.3.4.1 Acylierung der Oberflichen

Die aminomodifizierten Glasslides aus Abschnitt B.2.1 wurden nach folgendem Protokoll
modifiziert:
e Inkubation fiir 2 h in einer Lésung aus 81 pL (1 mmol) Acrylolylchlorid und 171 pL
(1 mmol) Diisopropylethylamin (DIEA) in 30 mL wasserfreiem Dichlorethan.
e Waschen in Dichlorethan fiir 5 min.

e Trocknen im Stickstoffstrom.

B.3.4.2 Linker-System: kurz

e Die acylierten Slides aus Abschnitt B.2.3.1 wurden fiir 36 h mit 223 pL (I mmol)
Tetraethylenpentamin in 30 mL wasserfreiem DMF inkubiert.

e 5 min Waschen mit DMF.

¢ 5 min Waschen mit Methanol.

e 5 min Waschen mit Aceton.

e Trocknen im Stickstoffstrom.

B.3.4.3 Linker-System: mittel

e Die acylierten Slides aus Abschnitt B.2.3.1 wurden fiir 36 h in 213 pL (1 mmol) 1,4-
bis-(3-aminopropoxy)butan und 30 mL DMF inkubiert.

e 5 min Waschen mit DMF.

e 5 min Waschen mit Methanol.

e 5 min Waschen mit Aceton.

e Trocknen im Stickstoffstrom.

B.3.4.4 Linker-System: lang
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e Die acylierten Slides aus Abschnitt B.2.3.1 wurden fiir 36 h in 223 pL (1 mmol)
Tetraethylenpentamin und 30 mL DMF inkubiert.

e 5 min Waschen mit DMF.

¢ 5 min Waschen mit Methanol.

e 5 min Waschen mit Aceton.

e Trocknen im Stickstoffstrom.

B.3.4.5 Aktivierung aminofunktionalisierter Oberflichen mit PDIC

e Die aminomodifizierten Slides wurden fiir 2 h in einer Losung aus 1 mmol 1,4-
Phenylendiisocyanat (PDIC) mit 4 mL Pyridin (> 99,8%) und 36 mL DMF inkubiert.

e 5 min Waschen mit DMF.

¢ 5 min Waschen mit Dichlorethan.

e Trocknen im Stickstoffstrom.

B.3.5 Einfiihrung von Epoxygruppen auf aminofunktionalisierten

Oberfliachen

e Die aminomodifizierten Slides aus Abschnitt B.2.3 wurden fiir 2 h in einer Losung aus
1 mmol Diepoxyoctan in 36 mL DMF inkubiert.

e 5 min Waschen mit DMF.

¢ 5 min Waschen mit Dichlorethan.

e Trocknen im Stickstoffstrom.

B.3.6 Einfiihrung von Aldehydgruppen auf aminofunktionalisierten

Oberfliachen

e Die aminomodifizierten Slides aus Abschnitt B.2.3 wurden fiir 2 h in einer Losung aus
5% Glutaraldehyd in 1 x PBS.

e 3-mal 5 min Waschen mit 1 x PBS.

¢ 1 min Waschen mit 95% Ethanol.

e Trocknen der Slides im Stickstoffstrom.
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B.4 Microarray-Experimente

Fiir die Immobilisierung der Aptamere bzw. Proteine wurden der Kontakt-Spotter Affymetrix
417 Arrayer sowie der kontaktfreie Spotter NanoPlotter NP 2.1 verwendet (siche Abschnitt
2.3.1.1 und 2.3.1.1). Zum Immobilisieren wurden die anti his-Tag- und anti VEGF-Aptamere
in Threm Selektionspuffer und die anti F.-Aptamere in 1 x PBS verdiinnt, die Proteine wurden
in 1 xPBS aufgenommen. Nach dem Spotten wurden die mit Aptameren bedruckten
Microarrays vor der Verwendung iiber Nacht im Dunkeln gelagert. Die Microarrays, welche

mit Proteinen bedruckt wurden, wurden nach dem Spotten ca. 30 min bei 20 °C inkubiert.

Alle Inkubationen der Slides fanden in Glasschalen auf einem Schiittler bzw. in einem

Thermomixer mit Slideaufsatz statt.

B.4.1 Forward-Phase

Im Forward-Phase-Format wurden alle Aptamere in verschiedenen Konzentrationen (50, 100,
150 und 200 uM) mit 5 Hits bzw. im Falle des kontaktfreien Spotters mit 3 Droplets pro Spot
auf die Oberfldchen gespottet.

B.4.1.1 PEI-Aldehydslides

Zunichst wurden die Aldehydslides mit PEI modifiziert
e Die Slides wurden fiir 1 h in 200 mL 5% iger Polyethyleniminldsung (PEI) inkubiert.
e Die Chips wurden 2-mal 5 min in 1 x PBS gewaschen.
e Die Oberflichen wurden mit Druckluft getrocknet.
In einem néchsten Schritt wurden die Aptamere an ihrem terminalen Aminolinker aktiviert:
e Das Aptamer (50 nmol) wurde in 450 pL Selektionspuffer gelost.
e Zu der Aptamerlosung wurden 50 pL Cyanurchlorid (250 nmol) in Acetonitril
gegeben und die Mischung 1 h bei 20 °C inkubiert.

e Mit einem Zentrifugalkonzentrator (3 kDa) wurde das Aptamer 10-mal umgepuftert.

Nach der Immobilisierung der Aptamere auf den Microarrays wurden diese wie folgt

behandelt:
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Die Slides wurden 5 Minuten in einer Losung aus 0,275 g Bernsteinsdureanhydrid in
17 mL DMSO und 1 mL 100 mM Natriumhydrogencarbonat (pH 9,4) inkubiert.
Anschliefend wurden die Slides einmal mit Reinstwasser gespiilt und 2-mal fiir je
1 min in Reinstwasser gewaschen.

Die Slides wurden fiir 30 min in 1% BSA in Selektionspuffer blockiert.

Anschliefend wurden die Slides 5 Minuten mit Selektionspuffer gewaschen.

Die Microarrays wurden mit kochendem Reinstwasser {ibergossen und 1 min darin
inkubiert.

Anschliefend fand eine Inkubation der Slides fiir 30 min im Selektionspuffer statt.
Auf den mit Druckluft getrockneten Slides wurde eine Hybridisierungskammer
aufgebracht und mit der zu inkubierenden fluoreszenzmarkierten Proteinlosung
(800 pL, verdiinnt in Selektionspuffer) befiillt.

Die Inkubation fand fiir 4 h bei Raumtemperatur in einem Thermomixer mit
Slideaufsatz bei 300 rpm statt.

Unter Lichtausschluss wurden die Slides 2-mal fiir je 5 min im Selektionspuffer
gewaschen.

Vor dem Scannen wurden die Slides mit Druckluft getrocknet.

Fiir die Detektion des Fc-Fragments und der Immunoglobuline mit den Aptameren 264, 265

und 266 wurde das gleiche Protokoll, jedoch ohne den Denaturierungsschritt verwendet.

B.4.1.2 Epoxy-PEG-Slides

Auf den Epoxy-PEG Slides wurden die Aptamere direkt ohne Aktivierung iiber ihren

terminalen Aminolinker in verschiedenen Konzentrationen (50, 100, 150 und 200 pM)

immobilisiert, anschlieBend wurden sie wie folgt behandelt:

Die Slides wurden fiir 30 min in 1% BSA in Selektionspuffer blockiert.

Dann wurden die Slides 5 min mit Selektionspuffer gewaschen.

Die Microarrays wurden mit kochendem Reinstwasser iibergossen und 1 min darin
inkubiert.

AnschlieBend fand eine Inkubation der Slides fiir 30 min im Selektionspuffer statt.
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Auf den mit Druckluft getrockneten Slides wurde eine Hybridisierungskammer
aufgebracht und mit der fluoreszenzmarkierten Proteinlosung (800 pL, verdiinnt in
Selektionspuffer) befiillt.

Die Inkubation fand fiir 4 h bei Raumtemperatur in einem Thermomixer mit
Slideaufsatz bei 300 rpm statt.

Unter Lichtausschluss wurden die Slides 2-mal fiir je 5 min im Selektionspuffer
gewaschen.

Vor dem Scannen wurden die Slides mit Druckluft getrocknet.

Fiir die Detektion des Fc-Fragments und der Immunoglobuline mit den Aptameren 264, 265

und 266 wurde das gleiche Protokoll, jedoch ohne den Denaturierungsschritt verwendet.

B.4.1.3 Nachweis der gebundenen Aptamere mit SYBR Green

Die Slides wurden 15 min lang in einer Losung aus SYBR Green I und II (1:1-
Mischung) in Reinstwasser (1:10000) inkubiert.
Anschliefend wurden die Slides 2-mal 5 min in Reinstwasser gewaschen.

Vor dem Scannen wurden die Slides mit Druckluft getrocknet.

B.4.2 Reverse-Phase

Im Reverse-Phase-Format wurden alle Proteine mit 8 Hits bzw. im Falle des kontaktfreien

Spotters mit 8 Tropfen pro Spot auf die Oberflichen gespottet. Die Immobilisierung der zu

detektierenden Proteine fand dabei auf Aldehydslides oder Nitrocelluloseslides statt.

B.4.2.1 Detektion mit anti His-Tag- und anti Fc-Fragment-Aptameren

Die Slides wurden nach dem Spotten fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Slides wurden 45 min lang mit 1% BSA in 1 x PBS blockiert.

Anschliefend wurden die Microarrays 5 min in 1 x PBS und 2-mal 1 min in
Reinstwasser gewaschen.

Die Hybridisierungskammer wurde auf die Slides gesetzt und mit

fluoreszenzmarkierter Aptamerlosung befiillt.
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e Die Slides wurden bei Raumtemperatur und 300 rpm in einem Thermomixer mit
Slideaufsatz iiber Nacht inkubiert.
e Die Slides werden 2-mal 5 min mit Selektionspuffer gewaschen.

e Vor dem Scannen werden die Slides mit Druckluft getrocknet.

B.4.2.2 Detektion mit anti VEGF¢s-Aptameren

Die Detektion von VEGF¢s im Reverse-Phase-Format wurde analog zu dem Protokoll in
Abschnitt B.3.2.1 durchgefiihrt. Zu dem Selektionspuffer wurde jedoch zusdtzlich 50 mM
KCI gegeben.

B.4.3 Sandwich

Im Sandwich-Format wurden die Aptamere zunichst analog zu dem Protokoll des Forward-
Phase-Formats in Abschnitt B.3.1.1 aktiviert und auf PEI-Aldehydslides in verschiedenen
Konzentrationen (50, 100, 150 uM) immobilisiert.

B.4.3.1 Detektion von humanem Fc-Fragment und Immunoglobulinen

e Die Slides wurden 5 Minuten in einer Losung aus 0,275 g Bernsteinsdureanhydrid in
17 mL DMSO und 1 mL 100 mM Natriumhydrogencarbonat (pH 9,4) inkubiert.

e Anschliefend wurden die Slides einmal mit Reinstwasser gespiilt und 2-mal fiir je
1 min in Reinstwasser gewaschen.

e Die Slides wurden fiir 30 min in 1% BSA in Selektionspuffer blockiert.

e Anschlieend wurden die Slides 10 Minuten mit Selektionspuffer gewaschen.

e Auf den mit Druckluft getrockneten Slides wurde eine Hybridisierungskammer
aufgebracht und mit der Proteinlésung (800 pL, verdiinnt in Selektionspuffer) befiillt.

e Die Inkubation fand fiir 1,5 h bei Raumtemperatur in einem Thermomixer mit
Slideaufsatz bei 300 rpm statt.

e Die Slides wurden 2-mal fiir je 10 min im Selektionspuffer gewaschen.

e Die Slides wurden mit Druckluft getrocknet und erneut mit einer

Hybridisierungskammer versehen, welche mit fluoreszenzmarkierter Aptamerlosung

(15 pg/mL) befiillt wurde.
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Die Inkubation der Slides mit der Detektionslosung fand fiir 2 h bei 300 rpm im
Thermomixer mit Slideaufsatz statt.

Anschliefend wurden die Slides unter Lichtausschluss 2-mal je 10 min in
Selektionspuffer gewaschen.

Vor dem Scannen wurden die Slides mit Druckluft getrocknet.
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C Abkiirzungsverzeichnis

Bgl B3-Glucanase

BM Background Mean

bp base pair(s)

CD Circulardichroismus

cDNA complementary DNA

CHO Chinese Hamster Ovary

Cy3 Indocarbocyanin

DEO 1,2,7,8-Diepoxyoctan

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIEA Diisopropylethylamin

DMF Dimethylformid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid

D/P-Ratio Dye to Protein Ratio

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

FCS Fetal Calf Serum

FPLC Fast Performance Liquid Chromatography
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFP Green Fluorescent Protein

GOPTS 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

HEG Hexaethylenglycol

IgG Immunoglobulin G

IMAC Immobilized Metal ion Affinity Chromatography
IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

Kp Dissoziationskonstante

kDa Kilodalton

LB Lysogeny Broth

LOD Limit of Detection

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure
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MWCO
NMR
NTC
OD
PBS
PCR
PDIC
PDITC
PFEI
PQQ-GDH
PAGE
PEG
PEI
PMT
PSA
PSMA
RNA
Rpm
SELEX
SM
SNR
SPR
SSC
TAE
VEGF

Molecular Weight Cut Off

Nuclear Magnetic Resonance

No Template Control

Optical Density

Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
1,4-Phenylendiisocyanat
Phenylendiisothiocyana
Pseudomonas Fluorescens Esterase [
Pyrrolochinolinchinon-abhingige Glucosedehydrogenase
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polyethylenglykol

Polyethylenimin

Photomultiplier Tube
prostataspezifisches Antigen
prostataspezifisches Membranantigen
Ribonucleic Acid

revolutions per minute

Systematic Evolution of Ligands by EXponentional enrichment
Signal Mean

Signal-to-Noise-Ratio

Surface Plasmon Resonance
Saline-Sodium Citrate
Tris-acetate-EDTA

Vascular Endothelial Growth Factor
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