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Abstract

Personalized therapies in modern medicine offer new prospects in medical treatments. However,

they represent a considerable cost factor in the healthcare system. To counteract increasing inancial

pressure, new diagnostic detection platforms as well as efficientmethods for recombinant protein pu-

riication for pharmaceutical or biomedical applications are a requirement. Diagnostic test systems as

well as protein affinity puriication are based on affinity ligands, such as antibodies enabling speciic

recognition and binding of the target molecule. γ promising alternative to these classical affinity lig-

ands are aptamers, a group of single-stranded oligonucleotides. γptamers offer similar binding prop-

erties like antibodies. However, they are cheaper in production, as they are chemically synthesized

and they offer a higher chemical stability.

iswork describes two ields of aptamer application in pharmaceutical biotechnology: the utilization

of aptamers in protein detection and in protein puriication. Both applications were analyzed based

on the vascular endothelial growth factor (VEGF) as model protein. To provide sufficient quantities

of protein material, VEGF was recombinantly produced in E. coli and puriied by chromatography.

In the irst sub-project of this work, VEGF-binding aptamers were used for the development of ap-

tamer microarrays for VEGF detection. Microarrays are miniaturized detection systems contain-

ing only slight amounts of affinity ligands. In addition, they allow simultaneous analysis of multi-

ple samples or multiple analytes in one sample, respectively. In this work, the development of ap-

tamer microarrays in reverse phase and sandwich formats is described and afterwards the speciicity

of aptamer-VEGF-binding is analyzed. Based on the reverse phase format, the binding affinities are

characterized and the detection of VEGF in complex protein samples is accomplished.

In the second sub-project of this work, aptamers are immobilized on magnetic bead particles provid-

ing an affinity matrix for VEGF puriication. erefore, different surface materials are tested and a

method for aptamer immobilization is established. γfterwards, VEGF binding is optimized by intro-

duction of spacers between aptamers and magnetic beads. e inluence of aptamer density on VEGF

binding capacity is analyzed and further, a method for VEGF elution is developed. Finally, the appli-

cation of the established puriication process to VEGF puriication from complex protein mixtures is

proven.

Keywords: aptamer microarray, protein detection, protein puriication, VEGF
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Zusammenfassung

Die moderne Medizin bietet mit personalisierten erapien neue Chancen zur Behandlung komple-

xer Krankheitsbilder, stellt jedoch gleichzeitig einen erheblichen Kostenfaktor für das Gesundheits-

system dar. Um diesem Kostendruck entgegenzuwirken, besteht Bedarf an neuen kostengünstigen

diagnostischen Detektionssystemen und auch an effizienten Methoden zur γufreinigung rekombi-

nanter pharmazeutischer Proteine. Sowohl in der Diagnostik als auch in der γffinitätsaufreinigung

von Proteinen werden γffinitätsliganden, wie z. B. γntikörper zur speziischen Erkennung und Bin-

dung desZielmoleküls eingesetzt. Eine vielversprechendeγlternative zu diesen klassischenγffinitäts-

liganden stellt die Molekülklasse der γptamere dar, die im Gegensatz zu γntikörpern kostengünstig

synthetisiert werden können und eine höhere chemische Stabilität aufweisen.

Diese γrbeit beschreibt zwei mögliche Einsatzgebiete von γptameren in der pharmazeutischen Bio-

technologie: Zum einen wird die γnwendung von γptameren in der Proteindetektion zum anderen

in der Proteinaufreinigung beschrieben, wobei der humane Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor

(VEGF) als Modellprotein dient. Um genügend Proteinmaterial bereitzustellen, wird VEGF rekombi-

nant in E. coli überexprimiert und chromatographisch aufgereinigt.

Im erstenTeilprojekt dieserγrbeitwerdenVEGF-bindendeγptamere zur Entwicklung einesγptamer-

Microarrays zur Detektion von VEGF eingesetzt. Microarrays stellen miniaturisierte Detektionssys-

teme dar, die nur geringe Mengen des γffinitätsliganden erfordern und darüber hinaus die simultane

γnalyse einer Vielzahl von Proben bzw. verschiedener γnalyten in einer Probe erlauben. Es wird die

Entwicklung von γptamer-Microarrays im Reverse Phase und im Sandwich Format beschrieben und

im γnschluss für beide Formate die Speziität der γptamer-VEGF-Bindung analysiert. γnhand des

Reverse Phase γssays wird weiterhin die γffinität der γptamere zum VEGF charakterisiert und die

Detektion des VEGF in komplexen Proteingemischen realisiert.

Im zweiten Teilprojekt der γrbeit werden γptamere auf Magnetpartikel immobilisiert, um eine γf-

initätsmatrix zur VEGF-γufreinigung bereitzustellen. Hierzu werden zunächst verschiedene Ober-

lächen getestet, eine Methode zur γptamerimmobilisierung etabliert und anschließend die VEGF-

Bindung optimiert. Hierzu wird der Einluss der γptamerdichte und von Spacern zwischen Magnet-

partikel und γptameren auf die VEGF-Bindekapazität analysiert. γnschließend wird eine Methode

zur VEGF-Elution entwickelt und die γnwendbarkeit der entwickelten Verfahren anhand der γufrei-

nigung von VEGF aus komplexen Proteinproben nachgewiesen.

Schlagwörter: γptamer-Microarray, Proteindetektion, Proteinaufreinigung, VEGF
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1 Einleitung

Ein neuer Trend in der Behandlung komplexer Krankheitsbilder ist die personalisierte Medizin, die

den Patienten individuelle erapieansätze verspricht. Je nach genetischer Veranlagung, Geschlecht

und physiologischer Konstitution reagieren Personen sehr unterschiedlich auf bestimmte Behand-

lungsmethoden oder Wirkstoffe. Sowohl die Wirksamkeit als auch die Verträglichkeit von Medi-

kamenten kann von Patient zu Patient stark variieren. Gewisse persönliche Veranlagungen können

schon heute anhand biologischer Marker vor Beginn der erapie identiiziert werden. In Deutsch-

land sind aktuell 33 Wirkstoffe zugelassen, für die ein diagnostischer Vortest vorgeschrieben ist, für

neun weitere wird er empfohlen [1]. Die Vortests untersuchen jeweils die γnwesenheit oder den Zu-

stand eines relevanten Gens, Proteins oder Zelltyps in Blut- oder Gewebeproben und liefern so wert-

volle Informationen über die Erfolgsaussichten der geplantenerapie. Bislangwerden diese diagnos-

tischen Vortests überwiegend in der Krebstherapie eingesetzt; es ist jedoch zu erwarten, dass sie sich

zukünftig in der Behandlung weiterer Krankheitsbilder etablieren.

Da sich mit diesen zusätzlichen diagnostischen Möglichkeiten auch die erapiekosten für jeden ein-

zelnen Patienten erhöhen, bedeutet die zu erwartende steigende γnzahl diagnostischer Tests für das

Gesundheitssystem vor allem eine inanzielleMehrbelastung. Um demKostendruck entgegen wirken

zu können, besteht Bedarf an effizienten diagnostischenTestsystemen, die in großemMaßstab als kos-

tengünstiges diagnostisches Produkt hergestellt werden können. Miniaturisierte Detektionssysteme

im Microarray-Format erlauben die simultane γnalyse einer Vielzahl von Proben bzw. verschiedener

γnalyten in einer Probe und stellen somit eine Möglichkeit dar, ein solches Testsystem zu realisieren.

Ein diagnostischer Test zurDetektion eines Proteinbiomarkers basiert häuig auf γntikörpern, die das

Zielprotein speziisch binden. Die Isolation eines solchen γntikörpers ist aufwändig und die γntikör-

perproduktion im großen Maßstab teuer. Eine mögliche γlternative zum γntikörper als Detektions-

molekül könnten γptamere sein. Es handelt sich hierbei um einzelsträngige Nukleinsäuremoleküle,

die mit vergleichbarer γffinität und Speziität wie ein γntikörper an ihr Targetprotein binden. Im

Gegensatz zu γntikörpern werden γptamere chemisch synthetisiert und sind somit auch in großen

Mengen günstig produzierbar. Weiterhin können γptamere gegen Oberlächenproteine oder ganze

Oberlächenstrukturen auf der Zelloberläche gerichtet sein, wodurch sie sich ebenfalls zur Detektion

von Zellbiomarkern eignen.
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1.1 Zielsetzung

γptamerewurden bereits erfolgreich zur γnalytik, in bildgebendenVerfahren und alserapeutikum

eingesetzt. Darüber hinaus können sie in der γffinitätsaufreinigung pharmazeutischer Proteine eine

γlternative zu üblichen γffinitätsliganden wie γntikörpern, Protein γ oder Heparin sein. Diese wer-

den entweder aus tierischem Material gewonnen oder rekombinant in Bakterien produziert wodurch

die Gefahr besteht, Kontaminationen durch Endotoxine, Viren oder andere Pathogene in den Prozess

einzubringen. γptamere dagegen bergen kein Kontaminationsrisiko, da sie in vitro selektiert werden

und unter GMP-Bedingungen synthetisiert werden können.

1.1 Zielsetzung

Ziel dieser γrbeit ist es, das Potential der γptamere als γffinitätsliganden in der Proteindetektion und

-aufreinigung zu untersuchen und so eine γlternative zu γntikörpern aufzuzeigen. Hierzu werden

der humane Wachstumsfaktor Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und vier verschiedene

VEGF-bindende γptamere als Modellsystem verwendet.

Um ausreichend Proteinmaterial zur Verfügung zu stellen, soll die rekombinante Produktion des VE-

GF in E. coli realisiert und eine Strategie zur γufreinigung etabliert werden. Eine besondere Heraus-

forderung stellt dabei der Erhalt der nativen Proteinkonformation dar, die für die spätere Verwendung

des VEGF als γptamertarget unverzichtbar ist. Sie soll mit Hilfe eines biologischen γktivitätstests

nachgewiesen werden.

Im γnschluss soll auf Basis der γptamer-Microrarray-Technologie ein robustes und sensitives De-

tektionssystem zum Nachweis von VEGF entwickelt werden. Hierzu sollen Vor- und Nachteile zwei-

er verschiedener Microarray-Formate, des Reverse Phase und des Sandwich Microarrays, untersucht

werden. Der Fokus soll dabei auf die Eignung einzelner γptamere als Detektionsmoleküle, den Ein-

luss variierender Detektionsbedingungen und die Speziität des Detektions-γssays gegenüber Nicht-

Targetproteinen gerichtet werden.

Weiterhin soll die Eignung von γptameren als γffinitätsliganden in der γffinitätsaufreinigung von

VEGF nachgewiesen werden. Hierzu soll durch Immobilisierung der γptamere auf Magnetpartikel

eine γffinitätsmatrix hergestellt werden. Die Immobilisierung der γptamere ist ein kritischer Schritt,

da sie die Faltung der γptamere in ihre typische dreidimensionale Struktur behindern und somit die

Bindung des Targets VEGF beeinträchtigen kann. Daher soll der Einluss verschiedener Magnetpar-

tikeloberlächen, Immobilisierungsstrategien und spezieller Spacer-Moleküle auf den γufreinigungs-

erfolg untersucht werden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Aptamere als Affinitätsliganden in der Biotechnologie

γptamere sind einzelsträngige DNγ oder RNγ-Oligonukleotide, die γntikörper-ähnliche Molekül-

Bindeeigenschaften aufweisen [2]. So wurden die ersten Protein-bindenden Nukleinsäuren auch als

»nucleic acid antibodies« bezeichnet bevor sich der Begriff γptamer (lat. aptus passen) durchsetzte

[3]. γptamere falten sich in Folge intramolekularerWechselwirkungen in komplexe dreidimensionale

Strukturen, mit denen sie in der Lage sind, ihr zugehöriges Targetmolekül zu erkennen und zu binden

[4]. Die γffinität eines γptamers beschränkt sich dabei nicht nur auf Proteine. Stattdessen können

sie ebenfalls gegen kleine organische Moleküle wie Toxine [5, 6], Cofaktoren [7], γntibiotika [8, 9]

oder einzelne γminosäuren [10], gegen Polymere wie z. B. Polysaccharide [11] und weiterhin gegen

komplexe Zelloberlächenstrukturen [12, 13] gerichtet sein. Sie sind somit nicht nur eine γlternative

zu γntikörpern in der bioanalytischen, diagnostischen oder therapeutischen γnwendung, sondern

erweitern deren γnwendungsgebiete sogar. Eine Übersicht möglicher γptamerapplikationen ist in

γbbildung 2.1 dargestellt.

Abbildung 2.1: Verwendung von γptameren in diversen bioanalytischen und biomedizinischen Gebieten.

Modiiziert nach [14].
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2.1 γptamere als γffinitätsliganden in der Biotechnologie

γptasensoren dienen der qualitativen und quantitativen γnalytik einzelner Molekültypen in kom-

plexen Proben. Ein γptasensor ist ein Biosensor, dessen biologisches Erkennungsmolekül ein γpta-

mer darstellt, während das Transducer-Element elektrochemischer, optischer oder thermaler Natur

sein kann. Durch Bindung des Targetmoleküls an das γptamer wird ein messbares Signal, wie z. B.

ein verändertes elektrochemisches Potential oder ein Fluoreszenzsignal erzeugt, das proportional zur

Menge des gebunden Moleküls ist. γptasensoren wurden bereits für kleine Targetmoleküle wie ami-

nogylcosidische γntibiotika [14] oder Ethanolamin [15] und für Proteine wie das Interferon oder

das rombin entwickelt [14].

Ebenfalls zur speziischenDetektion vonγnalyten werdenγptamer-Microarrays eingesetzt. Hier in-

det die γptamer-Target-Bindung an einerGlas- oder Polymeroberläche statt, auf der einer der beiden

Bindungspartner immobilisiert ist. Prinzipiell kann ein γptamer-Microarray in drei verschiedenen

Formaten aufgebaut sein. Die größte Relevanz in Bezug auf die praktische γnwendung hat von diesen

das Sandwich Microarray-Format. Hier wird das Targetprotein von einem auf dem Glasobjektträger

immobilisierten Fängeraptamer gebunden und anschließend mit einem weiteren meist luoreszenz-

markierten γptamer detektiert. γuf einem Microarray können theoretisch hunderte verschiedener

Fängeraptamere immobilisiert werden, was die simultane Untersuchung von hunderten verschiede-

ner γnalyten in einem Experiment ermöglicht. γptamer-Microarrays eignen sich somit zur komple-

xen γnalytik bis hin zu Erstellung von Proteomproilen [16].

In der chromatographischen γnwendung dienen γptamere als γffinitätsliganden zur analytischen

oder präparativen Trennung komplexer Proben. Dies wurde bereits zur Trennung organischer Mole-

küle bis hin zur Trennung verschiedener Enantiomere verwendet. Weiterhin ist die chromatographi-

sche γufreinigung pharmazeutischer Proteine oder die γbreicherung toxischer Substanzen relevant

[14, 17].

Zur Proteinanalytik können γptamere eingesetzt werden, die konformative Epitope oder Phosphat-

gruppen des Proteins erkennen und somit Informationen über den Faltungs- oder Phosphorylie-

rungszustand des Proteins liefern. Weiterhin können γptamere einen Beitrag zur γufklärung von

Signaltransduktions- oder Stoffwechselwegen leisten, indem sie zur Inhibierung Signalweg-spezi-

ischer Enzyme eingesetzt werden [18].

Im Rahmen bildgebender Verfahren können Zellen sowohl in vivo als auch in vitro selektiv anhand

ihrer Oberlächenproteine mit γptameren angefärbt werden. Bislang wurden solche Verfahren über-

wiegend zur Detektion und Lokalisation verschiedener Krebszellen verwendet. In vitro erfolgte die

Detektion luoreszenzmarkierter γptamere mit durchlusscytometrischen Methoden oder per Kon-

fokalmikroskopie [14]. In vivo wurden bereits mit Eisenoxid-Nanopartikeln konjugierte γptamere

genutzt, um Krebszellen per Magnetresonanztomographie zu lokalisieren. Weiterhin wurden diese

Magnetpartikel-konjugierten γptamere zum gezielten Transport von Wirkstoffen zu ihrem Wirkort
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2.1 γptamere als γffinitätsliganden in der Biotechnologie

eingesetzt [19]. Diese gezielte Pharmakotherapie wurde bereits fürmehrereMedikamente untersucht

und führte zur verbesserten Pharmakokinetik, Biodistribution, Verträglichkeit undWirksamkeit [14].

Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, γptamere als in vivo erapeutika zu verwenden. Das erste

und bislang einzige γptamer-basierte Medikament wurde 2004 von der Food and Drug γdminis-

tration (FDγ) zur Behandlung der altersbedingten Makulardegeneration zugelassen und wirkt als

γntagonist des Wachstumsfaktors VEGF. 2013 befanden sich darüber hinaus neun weitere γptamer-

kandidaten in den Phasen I-III klinischer Studien [20].

2.1.1 Aptamerfaltung und -konformation

Einzelsträngige Oligonukleotide falten sich ähnlich wie Proteine in dreidimensionale Strukturen, da

diese gegenüber einer gestreckten Konformation energetisch begünstigt sind. Das Rückgrat eines γp-

tamers ist dabei aufgrund von fünf frei drehbaren Bindungen pro Nukleotid sehr lexibel und erlaubt

diverse Konformationen. γufgrund der negativen Ladungen der Phosphatgruppen müssen während

der Faltung elektrostatische γbstoßungskräfte überwunden werden, weshalb die Faltung in der Regel

auf die γnwesenheit von verbrückender Kationen angewiesen ist [21]. Treibende Kraft der γptam-

erfaltung sind intramolekulare Wechselwirkungen insbesondere Wasserstoffbrückenbindungen zwi-

schen den Nukleobasen, die zur γusbildung sequenzspeziischer Sekundärstrukturelemente führen.

Abbildung 2.2: Einfache Sekundärstrukturen einzelsträngiger Oligonukleotide.

Dargestellt sind γ: Haarnadelstruktur, B: Wölbung, C: Interne Schleife, D: Mehrfachverzweigung.

Diese bestehen in der Regel aus Stem-Loop-Strukturen in Form von Haarnadelstrukturen, Wölbun-

gen, internen Schleifen undMehrfachverzweigungen [22], die inγbbildung 2.2 dargestellt sind. Dabei

werden die gepaarten Bereiche von Watson-Crick-Basenpaaren gebildet, während die Loops durch

Nicht-Watson-Crick-Interaktionen stabilisiert werden [21]. Je nachLänge derNukleotidsequenz kön-

nen γptamere ein oder mehrere solcher Strukturmotive ausbilden, die weiterhin miteinander oder

mit ungepaarten Basen interagieren können, so dass komplexe Sekundärstrukturen wie Pseudokno-

ten oder Kissing-Hairpins entstehen (dargestellt in γbbildung 2.3) [23, 24]. Ein weiteres häuiges

Strukturmotiv, das in Guanin-reichen Sequenzen vorkommt, ist die G-Quadruplex. Hier bilden je

vier Guaninbasen durch Hoogsteen-Basenpaarung ein planares G-Quartett, wobei zwei oder mehre-

re dieser Quartetts sich zur Quadruplex stapeln können. Im Zentrum lagern sich monovalente oder
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2.1 γptamere als γffinitätsliganden in der Biotechnologie

seltener auch divalente Kationen ein, die durch elektrostatische Wechselwirkungen die Quadruplex-

Struktur stabilisieren. Dabei beeinlussen sie aufgrund unterschiedlicher sterischer γnsprüche die

tatsächliche Geometrie der Quadruplex [25].

Abbildung 2.3: Komplexe Sekundärstrukturen einzelsträngiger Oligonukleotide.

Dargestellt sind E: Pseudoknoten, F: Kissing-Hairpins, G: G-Quadruplex.

Jedes γptamer ist in der Lage, mehrere der beschriebenen Sekundärstrukturen auszubilden, die in

der Regel miteinander imGleichgewicht stehen. Die ausgebildete γptamerstruktur ist dabei stark von

denUmgebungsbedingungen wieMetallionen [26] und der Temperatur [27] abhängig. Es ist möglich,

durch chemische Modiikationen die Flexibilität des γptamers so zu verändern, dass die gewünschte

Konformation stabilisiert wird. Dies wurde beispielsweise für das im Rahmen dieser γrbeit verwen-

dete γptamer V7t1 erfolgreich durchgeführt [28].

2.1.2 Aptamer-Target-Bindung

Die Strukturanalyse diverserγptamer-Ligand-Komplexe imVergleich zum freienγptamer habenUn-

terschiede in der γptamerkonformation aufgezeigt, wobei diese unterschiedlich stark ausgeprägt sind

[29]. Daher wird davon ausgegangen, dass die meisten γptamere ihr Target nach einem Induced-Fit-

Mechanismus binden, wobei die Bindetasche in γbwesenheit des Targets unstrukturiert oder teilwei-

se unstrukturiert vorliegt und erst mit Bindung des Targets ihre endgültige Konformation annimmt

[30]. Somit sind die oben beschriebenen γptamerkonformationen lediglich als Präorganisation des

γptamers zu verstehen, die dennoch eine wesentliche Rolle in der Erkennung des Targets spielen.

Die Wechselwirkung eines γptamers mit seinem Target beruht in erster Linie auf elektrostatischen

Wechselwirkungen, hydrophobenWechselwirkungen undWasserstoffbrückenbindungen [31].Wäh-

rend die vorherrschenden Kräfte bei kleinen Targetmolekülen vergleichsweise einfach zu identiizie-

ren sind, können in der Protein-γptamer-Wechselwirkung diverse Binderegionen und Wechselwir-

kungen an der Targetbindung beteiligt sein. Im Folgenden soll der Fokus auf Proteine als Targetmo-

leküle gerichtet werden.

ElektrostatischeWechselwirkungen treten in derγptamer-Protein-Bindungmeist zwischendenPhos-

phatgruppen des γptamers und Lysin- oder γrginin-reichen Domänen des Proteins auf und sind

somit unabhängig von der γptamersequenz. Häuig sind die entstehenden Salzbrücken Ursache un-
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speziischer Wechselwirkungen [31]. Es wurde festgestellt, dass einige alkalische Proteine, wie das

Lysozym, nicht speziisch von ihrem γptamer gebunden werden, obwohl dieses eine hohe γffini-

tät aufweist [32]. Dies ist vermutlich auf die in Summe starken elektrostatischen γnziehungskräfte,

bekannt als Polyelektrolyteffekt, zurückzuführen [33]. Dennoch können die elektrostatischen Wech-

selwirkungen mit dem γptamerrückgrat die speziische Targetbindung unterstützen indem sie die

richtige Positionierung des Targets in der Bindetasche vermitteln und so die γusbildung speziischer

Wechselwirkungen erst ermöglichen [34].

HydrophobeWechselwirkungen spielen bei der Entstehung von Basenstapeln eine wichtige Rolle. Die

planaren heteroaromatischen Ringe der Nukleobasen lagern sich parallel zueinander an und ermög-

lichen so die Wechselwirkungen zwischen den π-Systemen. Zwischen diese Basenstapel können sich

planare γminosäurenwieHistidin, Tyrosin, Tryptophan oder Phenylalanin einlagern [31]. γuch diese

γrt von Wechselwirkung ist isoliert betrachtet unabhängig von der γptamersequenz. In Kombinati-

onmitWasserstoffbrückenbindungen kann sie jedoch zur sequenzspeziischen Interaktion beitragen,

wie für die Polythymin-Erkennung eines bakteriellen Kälteschockproteins nachgewiesen wurde [34].

Speziische Wechselwirkungen werden über Wasserstoffbrückenbindungen vermittelt. Sie werden

vor allem von polaren γminosäuren wie γsparagin, γsparaginsäure, Glutamin, Glutaminsäure so-

wie γrginin mit den Nukleobasen ausgebildet. Dabei können Glutaminsäure und γsparaginsäure das

Cytosin imitieren und mit Guanin paaren. γsparagin und Glutamin können, je nach Orientierung,

mit allen Basen wechselwirken [31].

γlles in allem ist der Mechanismus der γptamer-Protein-Bindung ebenso wie ihr Einluss auf die

Bindespeziität aufgrund der molekularen Flexibilität beider Bindungspartner schwer vorherzusagen.

Im Rahmen der Induced Fit Bindung können beide Bindungspartner ihre Konformation verändern,

so dass neue Bindetaschen entstehen. Um eine klare γussage treffen zu können, muss die Bindung

für jedes Protein-γptamer-Paar anhand von Strukturanalysen einzeln untersucht werden.

2.1.3 Aptamerselektion

γptamersequenzen, die ein gewünschtes Targetmolekül binden, werdenmit Hilfe eines in vitro Selek-

tionsverfahrens identiiziert, das als SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrich-

ment) bezeichnet wird. Das Verfahren wurde 1990 unabhängig voneinander von zwei verschiedenen

γrbeitsgruppen entwickelt, wobei die eine γrbeitsgruppe ein RNγ-γptamer gegen organische Farb-

stoffe und die andere ein RNγ-γptamer gegen die DNγ-Polymerase des BakteriophagenT4 selektier-

te [36, 37]. Die ersten DNγ-γptamere wurden zwei Jahre später mit Hilfe eines leicht modiizierten

SELEX-Prozesses identiiziert [38, 39]. Dieses Verfahren zur Selektion von DNγ-γptameren ist in

γbbildung 2.4 dargestellt.
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2.1 γptamere als γffinitätsliganden in der Biotechnologie

Abbildung 2.4: SELEX-Zyklus zur Selektion von DNγ-γptameren . Modiiziert nach [35].

Eine Oligonukleotidbibliothek mit 1013–1016 verschiedenen Nukleotiden bestehend aus einer zufäl-

ligen Basensequenz, die von zwei festgelegten Primer-Sequenzen lankiert wird, dient als Startpunkt

der γptamerselektion. Sie wird mit dem Targetmolekül inkubiert, wobei abhängig von der γffinität

zum Target einige Oligos an das Targetmolekül binden. Nicht-gebundene Oligonukleotide werden

abgetrennt und in einem weiteren Schritt werden gebundene Oligos vom Target eluiert. Diese wer-

den per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ampliiziert und die entstehenden DNγ-Doppelstränge in

Einzelstränge getrennt. Der resultierende Oligonukleotid-Pool dient als Startpunkt für den nächsten

Selektionszyklus. Je nach Targetmolekül und Selektionsbedingungen wird der beschriebene Zyklus

5–15 mal durchlaufen. Nach dem letzten Zyklus werden die verbleibenden Sequenzen in Plasmi-

de kloniert und anschließend sequenziert. In der Regel gehen aus einem Selektionsprozess etwa 50

Target-bindende Sequenzen hervor, deren Bindeeigenschaften im γnschluss genauer charakterisiert

werden können [40].

Die einzelnen Schritte des SELEX-Prozesses können jeweils mit Hilfe unterschiedlicher Methoden

realisiert werden. Dies ermöglicht es, γptamere gegen nahezu jedes Targetmolekül zu selektieren

und weiterhin die Selektionsbedingungen an die spätere praktische γnwendung der γptamere anzu-

passen. γndererseits bedarf die Selektion eines γptamers mit allen gewünschten Eigenschaften der

gründlichen Planung des SELEX-Prozesses. Dabei spielt insbesondere die Wahl der Selektionsbedin-

gungen eine wichtige Rolle.
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Wahl der Selektionsbedingungen

Ein wichtiger Schritt zur Selektion eines γptamers ist die Inkubation des Oligonukleotid-Pools mit

dem Targetmolekül. Ziel ist es, ein γptamer zu selektieren, das sein Target mit hoher γffinität und

Selektivität bindet. Unspeziische Wechselwirkungen mit anderen Nicht-Targetmolekülen sollen da-

gegen vermieden werden. Wichtige Parameter während der γptamerselektion sind pH-Wert, Ionen-

stärke und Cosolventien des Selektionspuffers, die Inkubationstemperatur und -zeit. Bei der Wahl

der Pufferzusammensetzung und der Temperatur sollte die Struktur und Stabilität des Targetmole-

küls berücksichtigt werden. Insbesondere Proteintargets können abhängig von den Pufferbedingun-

gen unterschiedliche Konformationen annehmen, die mit der veränderten Struktur potentiell durch

das γptamer erkannter „Epitope“ einhergehen können. Durch Variation der Inkubationszeit kann die

Stringenz der γptamerselektion reguliert werden. Sie beträgt typischerweise zwischen 5min und 1 h

[41].

Weiterhin muss ein sinnvolles Verfahren zur γbtrennung nichtbindender Oligos gewählt werden.

Hierzu sind bereits diverse Methoden entwickelt worden, die in drei Kategorien eingeteilt werden

können: Methoden, die die Immobilisierung des Targetmoleküls erfordern, Methoden mit immobili-

sierten Oligonukleotiden und Methoden, die keine Immobilisierung erfordern. Jede Methode bringt

Vor- und Nachteile mit sich, ist nicht für jeden Molekültyp anwendbar und muss daher für jeden

SELEX-Prozess neu ausgewählt werden [42].

Die Separation ohne Immobilisierung kann entweder elektrophoretisch durchKapillarelektrophorese

oder per Membraniltration erfolgen, bei der die γptamer-Target-Komplexe von einer Nitrocellulo-

semembran zurückgehalten werden, während die freien γptamere sie durchwandern können. Die

Separationseffizienz beider Verfahren ist stark von den Moleküleigenschaften des Targets, wie Größe

und Ladung abhängig und beide Separationsverfahren sind nicht für kleine Targetmoleküle anwend-

bar. Sie eignen sich zur Selektion von γptameren, die später in Lösung eingesetzt werden sollen, wie

zur Proteinanalyse, als erapeutikum oder im Rahmen der Bildgebung.

Die Separation nach Immobilisierung des Targets ist einfach und effizient realisierbar. Je nach Immo-

bilisierung aufMagnetpartikel, Nitrocellulosemembranen oderγgarosematrices, erfolgt die Separati-

on magnetisch oder chromatographisch. Die Immobilisierung insbesondere großer Targets, wie z. B.

Proteinen bringt dabei die Gefahr der Konformationsänderung oder Denaturierung des Targets mit

sich. Weiterhin schränkt die feste Oberläche den Interaktionsraum zwischen γptamer und Target

ein. Bedingt durch hohe Immobilisierungsdichten des Targets auf der Oberläche kann Kooperativi-

tät der γptamer-Target-Bindung auftreten und zum Überschätzen der Bindeaffinität führen [42]. Soll

das Targetmolekül später von einem immobilisierten γptamer detektiert werden, wie z. B. als γpta-

sensor, oder als Fängeraptamer in einem Sandwich Microarray-Experiment, ist die Immobilisierung

der Oligonukleotide wie in der Capture-SELEX beschrieben empfehlenswert [43]. Die Proteinim-
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mobilisierung eignet sich dagegen besonders zur Selektion von Detektionsaptameren für ein Reverse

Phase oder Sandwich Microarray-Experiment.

Unabhängig von der gewählten Separationsmethode sollte berücksichtigt werden, dass in jedem Se-

lektionsprozess unspeziische Wechselwirkungen mit Komponenten auftreten können, die unver-

meidlich im Selektionsansatz vorhanden sind.

Anpassungen des SELEX-Prozesses

MitHilfe des klassischen SELEX-Verfahrens wurden diverse speziisch bindendeγptamere selektiert,

allerdings auch solche, die nicht ausschließlich γffinität zu ihrem Targetprotein besitzen. Häuig bin-

den diese γptamere andere Komponenten des SELEX-γnsatzes, wie Pufferbestandteile und Oberlä-

chenmaterialien zur Immobilisierung oder Separation. Um diese unspeziisch bindenden γptamere

abzutrennen, wurden zwei Verfahren entwickelt, die als Negative-SELEX und Counter-SELEX be-

zeichnet werden. Im Rahmen der Negative-SELEX wird der Oligonukleotid Pool zunächst mit der

Target-freien Matrix inkubiert, so dass im Durchluss bzw. Überstand nach Inkubation die Matrix-

bindenden Oligonukleotide abgereichert wurden. Im γnschluss wird der Durchluss mit dem immo-

bilisierten Target inkubiert, um speziisch bindende γptamere zu isolieren. Mit Hilfe der Counter-

SELEX können unspeziische Bindungen zu anderen Nicht-Targetmolekülen mit Target-ähnlicher

Struktur oder zu erwartenden Bestandteilen komplexer Proben reduziert werden. Das Prinzip ent-

spricht dem der Negative-SELEX, nur wird statt der unmodiizierten Matrix eine mit Nicht-Target-

protein modiizierte Matrix verwendet [44].

Ein interessantesKonzept zur Selektion vonγptameren für dieγffinitätsaufreinigung ist dieγptaPIC-

Methode (Aptamer-facilitated Protein Isolation from Cells), die bereits erfolgreich für die Proteine

MutS und PDGF verwendet wurde [45, 46]. Hier wird ein rekombinant überexprimiertes Protein

nicht in aufgereinigter Form sondern direkt im Zelllysat in den SELEX-Prozess eingebracht. Hier-

durch verringert sich der γufwand zur Vorbereitung der Selektion, da kein γufreinigungsprozess für

das Protein etabliert werden muss. Darüber hinaus wird das γptamer unter γnwendungsbedingun-

gen selektiert, was besonders für die γufreinigung von Proteinen aus Inclusion-Bodies-Solubilisaten

interessant ist, da die Proteine hier in nicht-nativer Konformation vorliegen. UmunspeziischeWech-

selwirkungen mit anderen Bestandteilen des Zelllysats zu verhindern, wird auch hier eine Counter-

SELEX mit Target-freiem Lysat in den Prozess integriert.

Elution des Targets

Insbesondere während der Selektion von γptameren für die γffinitätschromatographie oder für γp-

tasensoren kann die Targetelution als weiterer Schritt zur γuswahl des γptamers genutzt werden. In
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der γnalytik ist die Targetelution zur Regeneration des Sensors erforderlich. In der γffinitätsaufrei-

nigung muss sie darüber hinaus unter Bedingungen stattinden, die das Target nicht zerstören. Die

weitverbreiteteHitzeelution oder der Zusatz denaturierender Substanzenwie SDS, TritonX-100 oder

Harnstoff ist zwar effizient, aber zur möglichst schonenden Proteinelution nicht geeignet. Stattdes-

sen stellt bei Verwendung von Bindepuffern mit zweiwertigen Ionen die Zugabe von Ethylendiamin-

tetraacetat (EDTγ) eine elegante und nicht-denaturierende Elutionsstrategie dar. Weiterhin ist die

kompetitive Verdrängung des Targets durch einen anderen hoch affinen Bindungspartner oder die

Erhöhung der Ionenstärke im Puffer zur Targetelution möglich [40].

2.2 Aptamer-Microarrays zur Proteindetektion

Protein-Microarrays erlauben ähnlich wie ein klassischer Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELI-

Sγ) die speziische Detektion und Quantiizierung einzelner Proteine in komplexen Proteingemi-

schen. Im Gegensatz zum ELISγ ist es dabei möglich, mehrere Proteine simultan zu detektieren, so

dass für die analysierte Probe ein komplexes Proteinproil erstellt werden kann. Es sind bereits kom-

merzielle Protein-MicroarrayKits in verschiedenen Formaten verfügbar. Sie dienen beispielsweise zur

γnalyse von Immunreaktionen in Folge von Infektionen, γutoimmunerkrankungen oder Krebs (PEP-

perCHIP®, PEPperPRINT GmbH) [47] oder zur Quantiizierung von Cytokinen und Wachstumsfak-

toren (Quantibody®, RayBiotech Inc.) in Zellkulturüberständen und Lysaten [48].

Zur Entwicklung eines solchen Protein-Microarraysmuss für jedes Targetproteinmindestens ein γn-

tikörper gefunden werden, der das Target mit hoher γffinität bindet. Die Produktion jedes einzelnen

dieser γntikörper in ausreichenden Mengen bedeutet einen erheblichen inanziellen γufwand [49].

Schätzungen zufolge sindnur etwa 20tder bekanntenγntikörper für einen quantitativenMicroarray-

γssay geeignet [50]. γptamere hingegen sind mit Hilfe des SELEX-Prozesses und der voll automati-

sierbaren chemischen Synthese in großen Mengen selektierbar und synthetisierbar. Durch chemi-

sche Modiikationen können gezielt funktionelle Gruppen in die γptamersequenz integriert werden,

die die Konjugation des γptamers mit einem Fluorophor oder der Microarray-Oberläche an ge-

wünschter,meist terminaler Position ermöglichen. Sowirdweitestgehend verhindert, dass die Target-

bindende Region des γptamers seine konformative Flexibilität verliert. Dies macht γptamere zu viel-

versprechenden γlternativen zu γntikörpern als Detektionsmoleküle im Microarray-γssay.

Microarray-Formate

In der Protein-Microarray-Technologie werden drei verschiedene γssay-Formate unterschieden, die

sich in ihrem Experimentablauf unterscheiden: der Reverse Phase, der Forward Phase und der Sand-

wich γssay. Sie sind schematisch in γbbildung 2.5 dargestellt.
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2.2 γptamer-Microarrays zur Proteindetektion

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung eines γptamer-basierten Forward Phase, Sandwich und Reverse Phase γssays.

Im Forward Phase γssay wird das Fängeraptamer auf dem Microarray-Slide immobilisiert. Die ge-

samte zu analysierende Probe wird luoreszenzmarkiert und anschließend mit dem Slide inkubiert.

Dabei wird das Targetprotein vom γptamer gebunden, während andere Bestandteile der Probe durch

Waschen wieder entfernt werden. Durch γuslesen des Fluoreszenzsignals wird somit nur der ge-

bundene γnalyt detektiert. Die notwendige Fluoreszenzmarkierung des Proteins stellt einen Nach-

teil dieses γssay Formats dar. Das Fluorophor wird meist über eine N-Hydroxysuccinimid- oder eine

Isothiocyanat-Gruppe kovalent an primäre γminogruppen in den Proteinseitenketten und am N-

Terminus gebunden. Für Proteine, die wenig Lysin enthalten, ist die Markierungseffizienz daher ge-

ring, was zu einer verminderten Sensitivität des γssays führen kann. Weiterhin kann das Fluorophor

„Epitope“ blockieren oder zerstören, über die das γptamer das Protein normalerweise bindet [50].

Im Reverse Phase γssay wird die γnalytlösung mit dem Targetprotein auf dem Microarray immobili-

siert und anschließend durch Inkubationmit einem luoreszenzmarkiertenDetektionsaptamer visua-

lisiert. Die Immobilisierung des Proteins erfolgt in der Regel nicht-kovalent über elektrostatische und

hydrophobe Wechselwirkungen [51, 52]. Die Gefahr, dass das Protein während der Immobilisierung

denaturiert und so Epitope zerstört werden, wurde durch dreidimensionale Microarray-Oberlächen

wie z.B. Beschichtungenmit Polymeren odermitNitrocellulose verringert. Diese bietenweiterhin den

Vorteil, die Slide-Oberläche zu vergrößern und so die Beladungskapazität zu erhöhen [53]. Proble-

matisch ist die hohe γnalytendichte innerhalb eines Proteinspots, die unspeziische Wechselwirkun-

gen und somit falsch-positive Signale verursachen kann [50]. Weiterhin macht das Target nur einen

geringen γnteil der immobilisierten Probe aus, so dass die Sensitivität dieses Microarray-Formats

vergleichsweise gering ist.

Der Sandwich γssay kombiniert die beiden zuvor genannten γssay-Formate und ermöglicht so die

Proteindetektion, ohne dass eine Markierung oder Immobilisierung des Proteins notwendig ist. γuf-

grund der doppelten γptamer-Target-Interaktion ist der γssay sehr speziisch und weist weiterhin

eine hohe Sensitivität auf. Die Entwicklung eines solchen γssays ist sehr komplex, da ein weiterer

Inkubationsschritt notwendig ist und zwei γptamere gefunden werden müssen, die das Target an un-

terschiedlichen Epitopen binden, damit sie nicht um eine Bindestelle des Targets konkurrieren [50].
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2.2 γptamer-Microarrays zur Proteindetektion

In den vergangenen zehn Jahren wurden bereits einige γptamer-basierte Microarray-γssays zur De-

tektion von Proteinen, kleinen Targets und zum γptamer-Screening entwickelt. In Tabelle 2.1 sind

bereits publizierte γptamer-Microarrays zur Detektion von Proteinen aufgelistet. Die meisten von

ihnen wurden im Forward Phase Format durchgeführt, wobei insbesondere in den letzten Jahren die

γptamerimmobilisierung systematisch untersucht wurde [54, 55]. Sie ist ein kritischer Schritt in der

Durchführung von γptamer-Microarray-Experimenten, da sie die γptamerkonformation und somit

die Targetbindung beeinlussen kann.

Aptamerimmobilisierung

Die γptamere können entweder kovalent an funktionalisierte Glasoberlächen gebunden oder über

einen Biotin-Tag an Streptavidin-beschichtete Oberlächen gekoppelt werden. Während die Biotin-

StreptavidinBindung besonders in den erstenMicroarray-Versuchen verwendetwurde, setzte sich die

kovalente Immobilisierung immer mehr durch, da sie robuster gegen äußere Einlüsse wie pH-Wert-

oder Temperaturschwankungen ist. γußerdem sind chemisch modiizierte Microarray-Substrate bei

Raumtemperatur über Monate lagerbar, während das aufgebrachte Streptavidin, wie für Protein ty-

pisch, denaturieren kann. Im Laufe der Jahre haben sich diverse Strategien zur chemischen Kopplung

entwickelt, von denen einige die γptamerimmobilisierung in nur einem Reaktionsschritt ermögli-

chen. Häuig basieren sie auf einer terminalen γminomodiizierung des γptamers, über die kovalen-

te Bindungen zu N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Estern, γldehyd-, Epoxid-, oder γminogruppen auf

der Oberläche geknüpft werden können. Die terminale γminogruppe wird dabei während der γp-

tamersynthese an das Oligonukleotid angehängt. Je nach Reaktivität der funktionellen Gruppen auf

der Microarray-Oberläche ist der Einsatz eines reaktiven Kopplungsreagenz notwendig. So werden

Carboxylgruppen häuig durch γktivierungsreagenzien wie Carbodiimiden umgesetzt und das ent-

stehende Intermediat zum stabileren N-Hydroxysuccinimid-Ester abgefangen [75]. Diese sind zwar

Hydrolyse-empindlich, können jedoch bei reduzierter Luftfeuchtigkeit über mehrere Wochen ge-

lagert werden. Solche voraktivierten Microarray-Substrate sind bereits kommerziell erhältlich und

bieten die komfortabelste Möglichkeit zur γptamerimmobilisierung.

Dem Problem der γptamerinaktivierung durch Immobilisierung arbeiten die Hersteller von Micro-

array-Substraten entgegen, indem sie die funktionellen Gruppen nicht direkt auf die Glasoberläche

sondern an aufgebrachte Polymere knüpfen. Hierdurch entstehen netz- oder baumartige Strukturen,

die als Spacer dienen. Einen anderen γnsatz nutzen Lao et al., und Franssen van Hal et al. die den

positiven Einluss von Spacer-Molekülen zwischen γptamersequenz und γminogruppe beschreiben

[62]. In beiden Fällen wird sterischen Hinderungen entgegengewirkt, die entweder durch Wechsel-

wirkungen mit der Oberläche oder mit benachbarten γptameren verursacht werden können [61].
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2.2 γptamer-Microarrays zur Proteindetektion

Tabelle 2.1: Bereits publizierte γptamer-basierte Microarrays zur Detektion von Proteinen.

Target Detektion Immobilisierung Aptamer LOD Publiziert

Forward Phase Assays

Multiplex aus

17 Proteinen

Fluorimetrisch per

Photo-Crosslink
Succinimid/NH2 DNA 10 fM–50 pM 2004 [56]

Lysozym Fluorimetrisch (Cy3) Streptavidin/Biotin RNA 70 fM 2005 [57]

5 Proteine Fluorimetr. (Cy3, Cy5) Streptavidin/Biotin RNA/DNA
1pg/mL

Lysozym
2005 [58]

IgE, Thrombin Fluorimetrisch Aldehyd/NH2 DNA 10 ng/mL IgE 2005 [59]

Lysozym
Ricin
IgE

Thrombin

Fluorimetrisch (Cy3) Streptavidin/Biotin DNA/RNA

5pM Lysozym
500 pM Ricin
10 pM IgE

5 nM Thrombin

2006 [60]

His-Tag Fluorimetrisch (Cy3) Amino/aktivierte NH2 DNA - 2008 [61]

Thrombin Fluorimetrisch (Cy3) Epoxid/NH2 DNA 30 pM 2009 [62]

TLR Fluorimetrisch (Cy5) n. d. DNA - 2009 [63]

His-Tag Fluorimetrisch (Cy3)

Amino/aktivierte NH2
Epoxy/NH2,

Aldehyd/NH2

DNA - 2011 [54]

His-Tag Fluorimetrisch (Cy3) Amino/aktivierte NH2 DNA - 2012 [64]

Thrombin Fluorimetr. (Cy3, Cy5) Epoxid/NH2 DNA - 2013 [65]

Streptavidin Fluorimetrisch (Cy3) verschiedene DNA - 2013 [55]

Reverse Phase Assays

Ghrelin Colorimetrisch (AP) n. d.
RNA,

Spiegelmer
0,2 ng/ml 2007 [66]

Hepatitis C

Virus
Fluorimetrisch (QD) Kronenether RNA 5ng/mL 2010 [67]

SARS Fluorimetrisch (QD) Kronenether RNA 0,1 pg/mL 2011 [68]

His-Tag Fluorimetrisch (Cy3) Nitrocellulose DNA 300 nM 2012 [69]

Sandwich Assays

HIV-1 Tat Fluorimetrisch Aldehyd, NH2 RNA - 2005 [70]

CRP* Fluorimetrisch Epoxid/NH2 RNA 10 ng/mL 2009 [71]

Thrombin Fluorimetrisch (Cy5) Succinimid/NH2 DNA - 2011 [72]

Thrombin
Fluorimetrisch (Cy5

direkt, Cy3-Strept.)
n. d./NH2 DNA

direkt 0,8 nM;

indirekt 0,2 nM
2012 [73]

VEGF,

Thrombin
Fluorimetrisch (Cy5) n. d./NH2 DNA 50 nM VEGF 2013 [74]

* Heterogener Sandwich γssay bestehend aus einem Fängeraptamer und einem Detektionsantikörper

n. d.: nicht deiniert
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2.2 γptamer-Microarrays zur Proteindetektion

Proteinimmobilisierung

Die Durchführung von Reverse Phase Microarray-Experiementen erfordert die Immobilisierung des

Targetproteins auf der Microarray-Oberläche. Um dabei die Konformation des Proteins zu erhal-

ten und die Chipoberläche zu vergrößern, werden in der Regel 3D-Microarray-Substrate eingesetzt.

Hierzu wurden von denHerstellern verschiedeneOberlächenbeschichtungen aus Nitrocellulose [69],

Polymeren [51] oder porösem Silicium [76] entwickelt, an die die Proteine nicht-kovalent binden.

Im Gegensatz zu den γptamer-modiizierten Microarrays erfolgt die Proteinimmobilisierung häuig

nicht gerichtet sondern durch elektrostatische Wechselwirkungen geladener und hydrophobe Wech-

selwirkungen hydrophober γminosäuren mit der Microarray-Oberläche [51, 52].

Detektion

Die Detektion erfolgt in den in Tabelle 2.1 aufgelisteten Microarray-γssays ausschließlich luorime-

trisch. Im Forward Phase Microarray-γssay wurde dabei der γnalyt mit einem Fluorophor mar-

kiert, im Reverse Phase und Sandwich Microarray-Format wurden luoreszenzmarkierte Detektions-

aptamere eingesetzt. Dabei wurden die Proben in der Regel vor Durchführung des γssays modii-

ziert. Lediglich Bock et al. entwickelten einen Forward Phase γssay, bei dem das unmarkierte Target

vom γptamer gebunden wurde. Stattdessen waren die Fängeraptamere mit einem photoreaktiven

5-Bromodeoxyuridin modiiziert und nach Bindung des Targets wurde dieses per Lichtexposition

kovalent mit dem Target verknüpft. Nach stringentem Waschen wurden die weiterhin gebundenen

Proteine mit NHS-aktiviertem γlexa555-Farbstoff luoreszenzmarkiert. Mit dieser Methode wurde

eine hohe Sensitivität des γssays erzielt. Neben klassischen organischen Fluorophoren wie Cy3, Cy5

oder γlexa555 wurden in einigen γssays Quantum Dots (QD) verwendet. Quantum Dots sind an-

organische Nanokristallstrukturen mit Fluoreszenzaktivität. Sie zeichnen sich durch ihre hohe Fluo-

reszenzintensität und breite γbsorptionsspektren aus und sind daher eine interessante γlternative zu

organischen Fluorophoren [67].

Darüber hinaus wurden einige weitere Detektionsmethoden entwickelt, wie Goldnanopartikel in Ver-

bindung mit Oberlächenplasmonresonanz oder markierungsfreie Methoden wie die Rasterkraftmi-

kroskopie, die in Zukunft eine γlternative zur klassischen Fluoreszenzdetektion darstellen können

[77].

Multiplexing

Insgesamt nutzen nur 5 der 21 beschriebenen γssays das Potential eines Microarrays zum Multiplex-

ing aus. Die parallele Detektionmehrerer Targets ist nicht einfach zu realisieren, da jedes γptamer zur

γusbildung seiner typischen Faltungsstruktur auf seinen speziischen Bindepuffer angewiesen ist. Es
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ist somit schwierig, Bedingungen zu inden, die sich für alle verwendeten γptamere eignen. Cho et al.

ist dies mit einem universellen Bindepuffer für vier verschiedene γptamere gelungen [60] und auch

Collet et al. haben systematisch den Einluss der Pufferbestandteile auf die γptamer-Target-Bindung

untersucht. Dabei wurden geeignete Detektionsbedingungen zur parallelen γnalyse von fünf Prote-

inen gefunden [58]. Bock et al. hingegen selektierten die verwendeten γptamere für den 17-plex-

γssay im Voraus für diese speziische γnwendung und konnten so die Bedingungen selbst wählen

und aufeinander abstimmen [56]. Dies ist der vielversprechendste Weg, um das Multiplexing in Grö-

ßenordnungen auszuweiten, wie sie mit γntikörper-Microarrays bereits erreicht werden.

2.3 Aptamere in der Affinitätsaufreinigung von Proteinen

Die γffinitätschromatographie ist ein effizientes und weit verbreitetes Trennverfahren zur Isolierung

von Proteinen oder anderen Biomolekülen aus einer komplexen Probe. Es kann sowohl präparativ zur

γufreinigung als auch analytisch zur Detektion und Quantiizierung einer Substanz verwendet wer-

den. Dabei beruht die Trennung auf einer speziischen Interaktion zweier Biomoleküle wie z. B. zwi-

schen Enzym und Substrat, Rezeptor und Ligand, γntikörper und γntigen oder γptamer und Target.

Dazu wird zunächst einer der Bindungspartner auf einer Polymermatrix, einer Kapillarwand oder auf

Magnetpartikeln immobilisiert, um eine γffinitätsmatrix zu generieren. Mit Hilfe dieser Matrix wird

das Targetprotein speziisch undmit hoher γffinität aus einer komplexen Lösung gebunden, während

die übrigen Probenbestandteile nicht oder kaum mit der Matrix wechselwirken. Dies ermöglicht es,

das Targetprotein vom Rest der Probe zu separieren. Durch Einsatz eines Elutionspuffers werden ab-

schließend die Interaktionen zwischen γffinititätsligand und Target minimiert, so dass das Target

freigesetzt wird und die γffinitätsmatrix regeneriert werden kann [78].

γptamere eignen sich als γffinitätsliganden in der Bioseparation von Proteinen, da sie wie in γb-

schnitt 2.2 dargestellt, an feste Oberlächen gekoppelt werden können, ohne ihre Targetbindekapa-

zität zu verlieren. Da sie im Vergleich zu γntikörpern klein sind, können sie in höherer Immobili-

sierungsdichte auf die stationäre Matrix aufgebracht werden, was zu einer erhöhten Bindekapazität

führt.Weiterhin ist die γptamer-Target-γffinität direkt von den vorherrschenden Pufferbedingungen

abhängig, was einen γnsatzpunkt zur Targetelution bietet. Im Gegensatz dazu erfordert die Immu-

noaffinitätschromatographie oft harsche Elutionsbedingungen, unter denen empindliche Proteine

denaturieren können [79]. γptamere eignen sich insbesondere zur γffinitätsaufreinigung pharma-

zeutischer Proteine, da sie im Vergleich zu typischen γffinitätsliganden wie Protein γ, Heparin oder

γntikörpern chemisch hergestellt werden und somit problemlos in GMP-konformen Prozessen ein-

gesetzt werden können [80].

Sie wurden bereits efolgreich zur Trennung kleiner Moleküle eingesetzt, wobei es dabei sogar gelun-

gen ist, die Trennung zweier Enantiomere zu erzielen [79]. Im Folgenden soll die γffinitätsaufreini-
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gung von Proteinen genauer betrachtet werden. Tabelle 2.2 gibt eine Übersicht über bereits etablierte

γptamer-basierte Proteintrennprozesse, wobei zwischen drei verschiedenen Systemen unterschieden

wird: der Säulenchromatographie, der Kapillarchromatographie und der Magnetpartikel-basierten

γufreinigung.

Tabelle 2.2: Publizierte Methoden zur γptamer-basierten γffinitätsaufreinigung.

Target Plattform Immobilisierung Aptamer Elution Publiziert

Säulenchromatographie

L-Selektin-Fusionsprot. Polyacrylamidmatrix Streptavidin/Biotin DNA EDTA 1999 [81]

IgG Sepharosematrix NHS/NH2 RNA EDTA 2008 [82]

His-Tag Sepharosematrix Streptavidin/Biotin RNA - 2009 [83]

Lysozym Monolithische Säule Aldehyd/NH2 DNA NaClO4 2012 [84]

His-Tag Polystyrolmatrix Thiol/SH RNA DTT 2013 [85]

Kapillarchromatographie

-Lactoglobulin Quarzglaskapillare Sulfo-SMCC/SH DNA - 2001 [86]

Thrombin Quarzglaskapillare Sulfo-SMCC/SH DNA Hitze+Harnstoff 2006 [87]

Insulin Quarzglaskapillare Sulfo-SMCC/SH DNA ACN+TFA 2006 [88]

Thrombin Quarzglaskapillare Streptavidin/Biotin DNA NaClO4 2008 [89]

Insulin, IGF-2 Quarzglaskapillare Sulfo-SMCC/SH DNA Harnstoff 2009 [90]

Magnetpartikel

ThyroidTranskriptionsf. Agarose-MP Streptavidin/Biotin DNA DNase 2003 [91]

HCV RNA-Polymerase PEG-MP NHS/NH2 RNA Photoelution 2004 [92]

T. aquaticus

DNA-Polymerase
Acrylat-MP Aktiv. Amino/SH DNA

NaCl+ pH-

Wert
2007 [93]

MutS Magnetpartikel Streptavidin/Biotin DNA Harnstoff 2009 [45]

PDGF Magnetpartikel Streptavidin/Biotin DNA Hitze 2010 [46]

His-Tag Silan-MP Amino/Aktiv. NH2 DNA Imidazol 2011 [94]

Chromatographiesysteme

γptamer-basierte säulenchromatographischeMethoden können zur präparativenTrennung von Pro-

teinen theoretisch auch im großen Maßstab eingesetzt werden. Sie eignen sich somit für die γufrei-

nigung rekombinant hergestellter Proteine für die pharmazeutische oder diagnostische γnwendung.

In bereits etablierten Verfahren wurden die γptamere hierzu an funktionalisierte Säulenmaterialien

aus Sepharose [82, 83], Polyacrylamid [81], Polystyrol [85] oder Monolithen [84] gekoppelt. Weiter-

hin wäre es denkbar, Membranadsorber, die bereits zur klassischen Ionenaustauschchromatographie

verwendet werden, mit γptameren zu funktionalisieren [95, 96]. Während des Trennvorgangs wird
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das entweder poröse oder polymere Säulenmaterial von der γnalytlösung durchlossen, wobei es zu

Wechselwirkungen zwischen immobilisiertem γptamer und dem Target kommt.

Die Kapillarchromatographie dient der analytischen Trennung von Proteinen mit hohen Trennaulö-

sungen und vergleichsweise kurzenγnalysezeiten, wobei die Beladungskapazität gering ist. InKombi-

nation mit sensitiven Detektionsverfahren wie der Fluoreszenzdetektion ist die Quantiizierung des

Proteins möglich. Die Kopplung des Chromatographiesystems mit einem Massenspektrometer er-

laubt weiterhin die Identiizierung des γnalyten [87]. Zur Herstellung der γptamer-γffinitätsmatrix

werden die γptamere an der Innenwand einer typischerweise aus Quarzglas bestehenden chemisch

modiizierten Kapillare immobilisiert. Der Durchmesser der zur γptamer-γffinitätschromatographie

verwendeten Kapillaren betrug 20–100 µm und die Länge 40–47 cm [87, 89]. Die Kapillare wird von

der γnalytlösung durchlossen, wobei es an den Kapillarwänden zu Wechselwirkungen mit dem im-

mobilisierten γptamer kommt. In der Regel wird der γnalytluss durch γnlegen eines Überdrucks

induziert. Rehder et al. verwenden hingegen die Kapillarelektrochromatographie, bei der analog zur

Kapillarelektrophorese ein elektroosmotischer Fluss induziert wird [86].

Die Magnetpartikel-basierte Separation von Proteinen erfordert im Vergleich zu den chromatogra-

phischen Verfahren einen geringeren apparativen γufwand. Die Magnetpartikel werden dabei mit

den γptameren funktionalisiert und in der γnalytlösung suspendiert, wodurch sie in Kontakt mit

ihrem Targetprotein kommen. Die γbtrennung der γnalytlösung per magnetischer Separation ist ef-

izient und erlaubt es mit geringen γnalytvolumina im µL-Maßstab zu arbeiten. Daher eignen sich

γptamer-gekoppelte Magnetpartikel als Modellsysteme für die lüssigchromatographische γnwen-

dung. Sie wurden bereits erfolgreich zur Charakterisierung der γptameraktivität nach ihrer Immobi-

lisierung oder zum Screening nach geeigneten Elutionsbedingungen eingesetzt [94, 93] und können

somit der Optimierung der γptamer-basierten γffinitätsaufreinigungsverfahren beitragen. Die ge-

wonnenen Erkenntnisse können anschließend auf die Flüssigchromatographie übertragen werden.

Darüber hinaus inden Magnetpartikel γnwendung in der γnalytik. Die Firma Bio-Rad verwendet

beispielsweise in ihremMultiplex-Immunoassay-System „Bio-plex®MagPix“γntikörper-modiizierte

Magnetpartikel als γffintitätsmatrix. Weiterhin bieten sie γntikörper-freie Magnetpartikel an, die

vom γnwender mit beliebigen γffinitätsliganden wie. z. B. γptameren funktionalisiert werden kön-

nen [97].

Aptamerimmobilisierung

Die verwendeten Strategien zur chemischen Kopplung der γptamere ähneln denen zur Immobilisie-

rung vonγptameren aufMicroarray-Substraten. In einigen Fällen wurde die nicht-kovalente Bindung

über Streptavidin-modiizierte Oberlächen und Biotin-modiizierte γptamere gewählt. Für γnwen-

dungen in der Lebensmitteltechnologie oder zur γufreinigung pharmazeutischer Proteine muss si-
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chergestellt werden, dass der Ligand während der γufreinigung nicht von der Säule gespült wird [78].

Diese Gefahr besteht beim Streptavidin/Biotin-System besonders in Folge der Säulen-Regeneration

unter sauren oder basischen Bedingungen. Die kovalente Bindung der γptamere ist somit auch in der

γffinitätsaufreinigung das Mittel der Wahl. Daher wurden auch hier diverse Kopplungsstrategien auf

Basis chemisch modiizierter Oberlächen und γmino- oder thiolmodiizierter γptamere entwickelt.

Elution des Targets

Die Targetelution spielt in der γffinitätschromatographie eine entscheidende Rolle, da sie zum ei-

nen die Wiederverwendung der γffinitätsmatrix und zum anderen die Gewinnung des gereinigten

Targetproteins ermöglicht. Wie in Tabelle 2.2 zusammengefasst, wurden diverse Strategien zur Tar-

getelution verfolgt. Darunter sind einige, die sowohl das γptamer als auch das Targetprotein denatu-

rieren, wie z.B.Hitze,Harnstoff,γcetonitril/Triluoressigsäure, DTToderNatriumperchlorat. Sie eig-

nen sich für die analytische γnwendung, da das Protein nach der Detektion verworfen werden kann.

Das γptamer kann dagegen nach der Denaturierung wieder regeneriert und somit wiederverwendet

werden [98]. Im Gegensatz dazu stellen die Verwendung von EDTγ und Natriumchlorid interessante

Strategien zur Proteinelution für präparative γnwendungen dar. Das EDTγ chelatisiert dabei zwei-

wertige Kationen im Bindepuffer und inhibiert so γptamerfaltungen, die auf die γnwesenheit dieser

Ionen angewiesen sind [82] und das NaCl stört unspeziisch die Bindung zwischen γptamer und Tar-

get [78]. In einigen Fällen ist die Elution des Targets durch kompetitive Verdrängung aus der Binde-

tasche des γptamers möglich, wie z. B der Verdrängung von Histidin-Seitenketten durch Imidazol.

γnalog zur klassischen IMγCwurde diese Elutionsmethode bereits in Kombinationmit γptamerma-

trices etabliert [94]. Die optimale Strategie zur Targetelution ist von derγptamer-Target-Bindung, der

Stabilität des Targetproteins und der gewünschten γnwendung abhängig und muss für jeden Prozess

einzeln identiiziert werden. Dabei spielt die Stabilität der γptamer-γffinitätsmatrix nur eine unter-

geordnete Rolle, da sie in der Regel deutlich größer ist als die der Proteine [91]. Dies gilt insbesondere

bei Verwendung von DNγ-γptameren, die kovalent an das Trägermaterial gebunden sind.

2.4 Aptamere gegen den Vaskulären Endothelilalen

Wachstumsfaktor (VEGF)

2.4.1 Die Vaskulären Endotheliale Wachstumsfaktoren

DieVaskulären EndothelialenWachstumsfaktoren sind eine Proteinfamilie, die als Signalmoleküle die

γngiogenese (Wachstum von Blutgefäßen) und Vaskulogenese (Neubildung von Blutgefäßen) wäh-

rend der Embryonalentwicklung und im adulten Organismus stimulieren. Das VEGF wirkt dabei als
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Hormon und bindet als Ligand an speziische VEGF-Rezeptoren, die auf der Zelloberläche von En-

dothelzellen exprimiert werden. Zur Proteinfamlie gehören sieben verschiedene Wachstumsfaktor-

proteine: VEGF-γ, -B, -C, -D, -E und -F sowie der Plazentawachstumsfaktor PLGF [99].

Der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor A (VEGF-A)

Das VEGF-γ ist der Hauptregulator der γngiogenese und Gefäßpermeabilität im adulten Organis-

mus [99]. Es handelt sich um ein homodimeres Protein, dessen γminosäuresequenz vom VEGF-γ-

Gen codiert wird, welches auf Chromosom 6 desmenschlichenGenoms liegt und aus insgesamt neun

Exons besteht. Durch alternatives Splicen imRahmen der RNγ-Prozessierung nach der Transkription

werden einige der Exons miteinander kombiniert, so dass aus dem einen VEGF-γ-Gen diverse ver-

schiedene mRNγs hervorgehen. Diese codieren jeweils für eine VEGF-γ-Isoform, wobei die längste

Isoform, das VEGF-γ206, 232 γminosäuren (206 γS des reifen Proteins + 26 γS Signalsequenz) lang

ist und alle neun Exons beinhaltet. Die kürzeste Form ist das VEGF-γ121. γls Isoform mit der höchs-

ten biologischen Relevanz wurde das VEGF-γ165 identiiziert [100], das im Rahmen dieser γrbeit als

Modellprotein dient.

Der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor A165 (VEGF-A165)

Das VEGF-γ165wird von den Exons 1–5 sowie 7 und 8 codiert. Während der Translation entsteht

dabei zunächst ein Präpeptid mit einer Länge von 191 γminosäuren, das sich aus einer N-terminalen

Signalsequenz und dem 165 γminosäuren langen VEGF-Peptid zusammensetzt. Die Peptidstruktur

ist in γbbildung 2.6 γ schematisch dargestellt. Sie beinhaltet neben der Signalsequenz zwei Dimeri-

sierungsregionen, je eine Rezeptorbindestelle für die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 und eineHeparinbin-

deregion. Die letzten sechs γminosäuren am C-Terminus des Peptids entsprechen beim VEGF-γ165

dem angiogenetischen Typ; es existiert jedoch ebenfalls ein Gegenspieler des antiangiogenetischen

Typs (VEGF-γ165b), der in der Regulation der Signalwege eine wichtige Rolle spielt [101]. Die N-

terminale Signalsequenz vermittelt die Sekretion des VEGF-γ165 aus der Zelle in den extrazellulären

Raum und wird während des Sekretionsprozesses abgespalten [102]. Es verbleiben die reifen VEGF-

γ165-Peptide, von denen je zwei die biologisch aktive Konformation eines Homodimers bilden. Wäh-

rend der Proteinprozessierung wird das VEGF-γ165 unter bestimmten Bedingungen zusätzlich gly-

cosyliert, wobei nachgewiesen wurde, dass diese Glycosylierung nicht essentiell für seine biologische

γktivität ist [103].

Vereinfacht werden die γminosäuren γ1–R110 des VEGF-γ165 als Rezeptorbindedomäne und die Re-

gion γ111–R165 als Heparinbindedomäne des Proteins bezeichnet. Sie entstehen durch Spaltung des

VEGF-γ165 mit Plasmin, wonach die Rezeptorbindedomäne als Homodimer und die Heparinbinde-

domänen in Form von Monomeren vorliegen [104]. Da es bislang nicht gelungen ist, das VEGF-γ165
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Abbildung 2.6: Peptid- und Proteinstruktur des VEGF-γ165.

γ: Peptidstruktur mit verschiedenen Domänen. Modiiziert nach [101] B: Kristallstruktur der dimeren Rezeptorbindedo-

mäne nach PDB:1KγT dargestellt mit VMD 1.91. Die Disulidbrücken der Cysteinknoten-Motivs sind rot dargestellt, die

Disulidbrücken zurBildungdesDimers in gelb. C:Kristallstruktur dermonomerenHeparinbindedomänenachPDB:1KMX

dargestellt mit VMD 1.91. Die stabilisierenden Disulidbrücken sind rot dargestellt.

als Gesamtprotein zu kristallisieren, wurde die Proteinkonformation der Rezeptor- und Heparinbin-

dedomäne einzeln betrachtet. Die Kristallstrukturen der dimerenRezeptorbindedomäne und dermo-

nomeren Heparinbindedomäne sind in γbbildung 2.6 B und C dargestellt.

DieHeparinbindedomäne besteht aus zwei -Faltblättern und zwei kurzen helikalen Bereichen, deren

Konformation durch vier intramolekulare Disulidbrücken stabilisiert wird. Sie hat keine strukturelle

Ähnlichkeit zu anderen bekannten Heparinbindedomänen und stellt somit eine eigene Klasse dar.

Durch Berechnung vonOberlächenladungen wurde innerhalb der Heparinbindedomäne ein Cluster

positiv geladener γminosäureseitenketten identiiziert, welches möglicherweise die Interaktion mit

dem Heparin vermittelt, das eine hohe Dichte negativer Ladungen aufweist [104].

Charakterisierungen der Rezeptorbindedomäne ergaben, dass das VEGF-γ165 der Superfamilie der

Cysteinknotenproteine zugeordnet werden kann. Jedes Monomer besteht aus einem viersträngigen

-Faltblatt an dessen Ende sich das Cysteinknotenmotiv mit der typischen γnordnung dreier Di-

sulidbrücken beindet. Zwei der Disulidbrücken bilden eine Ringstruktur, die von der dritten Di-

sulidbrücke durchkreuzt wird. Die Monomere der Rezeptorbindedomäne werden weiterhin über

zwei Disulidbrücken antiparallel zueinander zum Homodimer verknüpft [105]. γnalysen der VEGF-

Rezeptor-Bindung ergaben, dass sich die Konformation des VEGF-γ165 durch Bindung an denVEGF-

Rezeptor 1 kaum verändert [106]. Die Bindung erfolgt überwiegend über hydrophobe Wechselwir-
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kungen, wobei die Binderegion am VEGF-γ165 und am Rezeptor identiiziert wurden [107].

Bei den VEGF Rezeptoren handelt es sich um Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die in der Zellmembran

von Endothelzellen vorkommen. Das VEGF-γ165 bindet an die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 und löst

in Folge dessen komplexe intrazelluläre Signalkaskaden aus, die zur Stimulation der Zellproliferation

und -migration führen. Darüber hinaus beeinlussen sie die Zell-Zell-Kommunikation der Endothel-

zellen [108]. Die VEGF-γ165-Signalwege steuern auf diese Weise die γngiogenese und Vaskuloge-

nese, die besonders in der Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle spielt, um die Nährstoffver-

sorgung des wachsenden Embryos zu gewährleisten. Im adulten Organismus wird ein basales Le-

vel VEGF-γ vermutlich zum Erhalt der bestehenden Blutgefäße benötigt, während erhöhte VEGF-

γ-Konzentrationen zur Wundheilung und Geweberegeneration nach Verletzungen beitragen [99].

Die Regulation des VEGF-γ-Spiegels ist zum Erhalt eines gesunden Organismus unerlässlich. Eine

Überexpression kann beispielsweise zur Entwicklung von γrteriosklerose oder zu verstärktem Tu-

morwachstum beitragen, was das VEGF-γ zu einem möglichen γnsatzpunkt in der Krebstherapie

macht [100].

ImFolgendenwird auf die Bezeichnung »-A165« verzichtet, so dass sich die BezeichnungVEGF immer

auf das VEGF-γ in seiner Isoform 165 bezieht, andere Isoformen sindmit dem entsprechenden Index

gekennzeichnet.

2.4.2 VEGF-bindende Aptamere

γufgrund seiner medizinischen Bedeutung ist das VEGF ein interessantes γptamertarget. Seit der

Entdeckungdes erstenVEGF-bindendenγptamers im Jahr 1994wurdenbis heute elfweitereγptamer-

SelektionsprozessemitVEGF als Targetprotein publiziert. EineÜbersicht ist inTabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3: Publizierte SELEX-Prozesse zur Selektion VEGF-bindender γptamere.

Typ Anzahl Sequenzen Beispielaptamer KD [nM] Spezifität Veröffentlicht Literatur

RNA 12 10–182 unbekannt 1994 [109]

RNA 6 0,14–320 unbekannt 1995 [110]

DNA 1 33t5 0,7 unbekannt 1998/2008 [111, 112, 113]

RNA 46 NX1838 (Macugen®) 0,002–9 HBD 1998 [114, 115]

RNA 3 1–2 HBD 2005 [116]

DNA 2 VEa5, Del5-1, SL2B 130–500 HBD 2008 [117, 118, 119]

DNA 2 V7t1 1,4–20 RBD 2010 [28, 120]

DNA 2 10–170 HBD 2013 [121]

DNA 6 21–164 unbekannt 2013 [122]

DNA 9 0,0006–3,4 unbekannt 2013 [123]

DNA 4 1,4 HBD 2014 [124]
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Viele der VEGF-bindenden γptamere wurden nach ihrer Selektion genauer charakterisiert, um Bin-

deaffinitäten (siehe Tabelle 2.3) und -speziitäten zu bestimmen [117] oder Target-bindende Bereiche

zu identiizieren [111, 119]. Für das im Jahr 2010 selektierte γptamer V7t1 wurde darüber hinaus per

NMR-Spektroskopie die Faltungsstruktur aufgeklärt, wobei eine G-Quadruplex als zentrales Struk-

turelement identiiziert wurde [28]. Im experimentellen Teil dieser γrbeit werden bereits publizier-

te VEGF-bindende DNγ-γptamere eingesetzt, die auf Basis ihrer γffinität zum VEGF ausgewählt

wurden. Dazu wurde aus jedem der drei zum γuswahlzeitpunkt publizierten Selektionsprozesse das

γptamer mit der höchsten γffinität zum VEGF ausgewählt (33t5, Del5-1, V7t1). Weiterhin wurde

das SL2B als vielversprechende Variante des γptamers Del5-1 getestet. Die vier γptamerkandidaten

werden im Folgenden genauer beschrieben.

Das Aptamer 33t5

Das γptamer 33t5 wurde von Gold und Janjic in Jahr 1998 selektiert und seine Sequenz im US-

Patent 5811533 geschützt [112]. Zehn Jahre später wurde eine auf 25 Nukleotide verkürzte Form

des γptamers von Potty et al. bezüglich seiner Bindung zum VEGF charakterisiert [111]. Die VEGF-

Bindeaffinität in Lösung wurde per Fluoreszenzpolarisation und isothermer Titrationskalorimetrie

(ITC) charakterisiert, die Bindung des VEGF an immobilisierte γptamere wurde per Oberlächen-

plasmonresonanz (SPR) untersucht. Die γnalysen per Fluoreszenzpolarisation (FP) zeigten, dass das

γptamer das VEGF in einer eins-zu-eins Stöchiometrie bindet, also ein einzelnes γptamer an das

VEGF-Homodimer bindet. Die γptamer-VEGF-Interaktion wird dabei stark vom Bindepuffer beein-

lusst, wobei die Bindeaffinität mit steigender Salzkonzentration im Puffer abnimmt. Während die

ermittelte Dissoziationskonstante (KD) im γptamer-Selektionspuffer PBS 403,6 nM betrug, lag sie in

20mMTRIS, pH 7,4 bei 1,9 nMund stieg durch Zugabe von 200mMNaCl auf 855 nM an. Der Zusatz

von nur 5mM Magnesiumchlorid zum Bindepuffer PBS steigerte den KD-Wert um das 2,6-fache. Die

Dissoziationskonstante der 33t5-VEGF-Bindung in PBSwurde zusätzlich per ITC (KD= 40,5 nM) und

SPR (KD=10,9 nM) bestimmt und betrug laut dieser Messungen weniger als ein Zehntel der per FP

bstimmten KD [111].

Zur Optimierung der Bindeaffinität, wurde die γptamersequenz des 33t5 am 5’-Terminus um ein Cy-

tosin verlängert, so dass sie der in γbbildung 2.7 dargestellten Sequenz entsprach. Hierdurch konnte

die zur Bindung von VEGF notwendige γptamerkonformation stabilisiert werden, so dass die per

SPR bestimmte KD auf 0,9 nM sank [111]. Die thermodynamisch bevorzugte Sekundärstruktur des

γptamers wurde mit Mfold [125] berechnet und ist in γbbildung 2.7 dargestellt. Potty et al. nehmen

an, dass das γptamer 33t5 mit der Loopstruktur γ15-γ23 an das VEGF bindet und diese Loopstruk-

tur durch die doppelsträngigen Bereiche stabilisiert wird. Vermutlich ist für die VEGF-Bindung eine

offene Konformation des Loops notwendig [111]. Diese eorie wird durch γnalysen der γptamer-
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Abbildung 2.7: ermodynamisch bevorzugte Sekundärstruktur des 33t5 berechnet mit Mfold [125].

Das zur Stabilisierung der γptamerkonformation eingefügte Cytosin ist rot markiert.

konformation per Einzelmolekül-Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (Single-molecule luorescence

resonance energy transfer, SMFRET) gestützt. Es wurde gezeigt, dass das freie γptamer bevorzugt ei-

ne geschlossene Loop-Konformation einnimmt, die durch divalente Ionen wie Mg2+stabilisiert wird.

Durch Verringerung der Mg2+-Konzentrationen im Bindepuffer nimmt das γptamer vermehrt die

weniger bevorzugte offene Konformation ein. γuch die Bindung des VEGF drängt das γptamer in

eine offenere und damit prinzipiell ungünstigere Konformation, die durch γnwesenheit des VEGF

stabilisiert wird [113].

Die Aptamere VEa5, Del5-1 und SL2B

Das γptamer VEa5 wurde 2008 von Hasegawa et al. auf Basis der γptamer-Blotting-Methode selek-

tiert und seine Bindeaffinität zum VEGF wurde per SPR analysiert. Für das 63-Nukleotid-γptamer

wurde ein KD-Wert von 130 nM ermittelt und seine thermodynamisch günstigste Sekundärstruktur

wurde vorhergesagt. Sie ist in γbbildung 2.8 dargestellt und besteht aus insgesamt drei Stem-Loop-

Strukturen, die vermutlich an der γptamer-Target-Bindung beteiligt sind. Das γptamer wurde auf die

Stem-Loop-bildenden Nukleotide verkürzt und als Del5-1 bezeichnet. Die per Mfold [125] berechne-

ten thermodynamisch bevorzugten Sekundärstrukturen des Del5-1 sind in γbbildung 2.8 dargestellt.

Per Dot-Blot-γnalyse wurde die γptamer-VEGF-Bindung des Del5-1 nachgewiesen [118]. 2013 be-

stimmten Kanakaraja et al. die Dissoziationskonstante per FP-γnalyse. Es wurde ein KD-Wert von

20,7 nM für die Interaktion im γptamer-Selektionspuffer ermittelt. Vergleichsexperimente mit ei-

ner Zufalls-DNγ-Sequenz zeigten, dass diese das VEGF mit einer geringfügig schwächeren γffinität

bindet. Sowohl die γffinität des γptamers als auch die der Zufalls-DNγ zum VEGF sind von der Io-

nenstärke des Puffers abhängig und nehmen mit steigender NaCl-Konzentration ab. γufgrund dieser

Ergebnisse wurde vermutet, dass die Del5-1-VEGF-Bindung auf nur gering sequenzspeziischen elek-

trostatischen Interaktionen beruht. Das VEGF besitzt einen leicht basischen isoelektrischen Punkt (pI

= 7,6) und trägt imγptamerbindepuffer (pH 7) eine positive Nettoladung. Die positiv geladenenγmi-
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Abbildung 2.8: ermodynamisch begünstigte Sekundärstrukturen der γptamere VEa5, Del5-1 und SL2B berechnet mit
Mfold [125].

nosäureseitenketten insbesondere innerhalb des Clusters der Heparinbindedomäne könnten dabei

mit den negativ geladenen Phosphatgruppen des γptamer-Rückgrats wechselwirken. Zum basischen

Vergleichsprotein Lysozym traten hingegen keine unspeziischen Bindungen des Del5-1 auf [117].

Eine weitere γrbeitsgruppe beschäftigte ebenfalls mit demUrsprungsaptamer VEa5mit demZiel, die

VEGF-bindenden Nukleotide des γptamers zu identiizieren [119]. Dazu wurde die γptamersequenz

in unterschiedliche Fragmente gespalten und für jedes die Bindung an das immobilisierte VEGF per

SPR untersucht. Es wurde festgestellt, dass der in γbbildung 2.8 markierte Stem-Loop 2 (SL2) eine

hohe γffinität zum VEGF aufweist, während der isolierte Stem-Loop 1 (SL1) keinerlei Bindung zeig-

te. Er ist jedoch in der Lage, die VEGF-Bindung von SL2 zu unterstützen. Die höchste Bindeaffinität

der analysierten Sequenzen wies somit das γptamer SL2B auf, das aus der SL2 und einigen Nukleo-
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tiden von SL1 besteht. Es wurde ein KD-Wert von 0,5 nM ermittelt [119] und die thermodynamisch

begünstigten Sekundärstrukturen wurden berechnet (γbbildung 2.8).

Das Aptamer V7t1

Das γptamer V7t1 wurde 2010 von Nonaka et al. selektiert und ist das einzige bekannte VEGF-

bindende γptamer, das gegen die Rezeptorbindedomäne des VEGF gerichtet ist. Um dies zu errei-

chen, wurde im γptamer-Selektionsprozess das VEGF in seiner Isoform 121, die keine Heparinbin-

dedomäne besitzt, als Targetprotein eingesetzt. Nach γbschluss des SELEX-Prozesses wurde das 63

Nukleotid-lange γptamer Vap7 identiiziert, das sowohl das VEGF165 als auch das VEGF121 bindet.

Seine Bindespeziität zum VEGF wurde nachgewiesen und per SPR wurde ein KD-Wert von 20 nM

ermittelt. Im Gegensatz dazu wurde keine Bindung an die Kontrollproteine Bovines Serum γlbumin

(BSγ),yroglobulin und Pyrrolochinolinchinon-Glucose-Dehydrogenase beobachtet. Durch seinen

hohen Guanin-γnteil faltet sich das γptamer in eine G-Quadruplex, die als Protein-bindendes Struk-

turmotiv identiiziert wurde. Um mögliche konkurrierende γptamerfaltungen auszuschließen und

somit die VEGF-Bindung zu optimieren, wurde das Vap7 auf diese G-Quadruplex-bildende Sequenz

reduziert, woraus das aus 25 Nukleotiden bestehende γptamer V7t1 resultierte. Der per SPR ermit-

telte KD-Wert reduzierte sich hierdurch auf 1,4 nM. γuf Basis theoretischer Strukturvorhersagen und

γnalysen per Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie wurde vermutet, dass sich das γptamer in ei-

ne parallele G-Quadruplex-Struktur faltet, die in γbbildung 2.9 γ links schematisch dargestellt ist

[120].

Strukturanalysen zeigten jedoch, dass das γptamer mehrere verschiedene Quadruplexstrukturen an-

nimmt, die sich in einemdynamischenGleichgewicht beinden.DurchErsetzen einigerDNγ-Nukleo-

tide desV7t1 durch entsprechende 2‘-4‘ verbrückteLocked-Nucleic-Acid- oder hochlexibleUnlocked-

Nucleic-Acid-Nukleotide, konnte eine dieserQuadruplexstrukturen stabilisiertwerdenund ihre Struk-

tur per NMR-Spektroskopie aufgeklärt werden [28]. Es ergab sich die in γbbildung 2.9 γ (rechts)

schematisch dargestellte G-Quadruplex, die aus drei Quartett-Ebenen besteht. γbbildung 2.9 B zeigt

die Kristallstruktur dieser G-Quadruplex, wobei die Quadruplex-bildenden Guanine hervorgehoben

sind. Wie viele weitere G-Quadruplex-Strukturen vom V7t1 gebildet werden und welche die höchste

γffinität zum VEGF besitzt, ist bislang unbekannt.

Anwendung VEGF-bindender Aptamere

γnwendung inden die VEGF-bindenden γptamere überwiegend in der Diagnostik, wobei sie zur

Quantiizierung des VEGF im Blut oder Gewebe dienen sollen. Die Konzentration des VEGF im
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Abbildung 2.9: Mögliche Sekundärstrukturen des γptamers V7t1.
γ: Schematische Darstellung zweier möglicher Quadruplexstrukturen des γptamers V7t1: Dargestellt ist die von Nonaka
et al. postulierte G-Quadruplexstruktur (links) bestehend aus zwei Quartett-Ebenen [120] und die von Marusic et al. durch
Einführung modiizierter Nukleotide stabilisierte G-Quadruplex mit drei Quartett-Ebenen (Mitte) [28]. Darüber hinaus
kann das γptamer weitere Quadruplex-Strukturen einnehmen.

B: Struktur der vonMarusic et al. stabilisiertenγptamerkonformation desV7t1 in Lösung. In blau ist dasγptamer-Rückgrat

schematisch dargestellt, in gelb sind die Quadruplex-bildenden Guanine eingezeichnet.

Blutplasma eines gesunden Patienten beträgt ca. 25 pg/mL (0,54 pM). Sie kann in Folge von meta-

stasierenden Krebserkrankungen auf über 150 pg/mL ansteigen und somit ein Indikator für eine fort-

schreitende Krebserkrankung sein [126]. Da die zu detektierenden VEGF-Konzentrationen im Blut

sehr gering sind, erfordert dieDiagnostik sensitiveDetektionsassays, diemöglicherweisemitγptame-

ren realisiert werden können. Hierzu wurden in der Vergangenheit diverse Detektionssysteme entwi-

ckelt, wobei nebenγptamer-Microarrays [127, 74, 128] und analytischenVEGF-Separationssystemen

[129, 130] vor allemγptasensoren eingesetzt wurden. Hier wurden sowohl optisch-basierte [131, 132,

133, 134, 135] als auch elektrochemische Systeme [136, 137, 138, 139, 140, 141, 142] entwickelt. Die

Sensitivität der γssays variiert stark, wobei einige bereits physiologisch relevante Nachweisgrenzen

erreichten [131, 140, 141].

Eine weitere γnwendung VEGF-bindender γptamere ist der Einsatz als erapeutikum. Das RNγ-

γptamer Pegaptanib oder NX1838, das 1998 von Ruckman et al. selektiert wurde [114], bindet an

die Heparinbindedomäne des VEGF und inhibiert damit die Wechselwirkung des VEGF mit den

VEGF-Rezeptoren. In Folge dessen inhibiert es die γngiogenese und erzielt somit die gleiche Wir-

kung wie typische Krebsmedikamente [143]. Seit 2004 ist das γptamer von der FDγ zur Behandlung

der altersabhängigenMakula-Degeneration zugelassen undwird unter demMarkennamenMacugen®

vertrieben. Um den schnellen enzymatischen γbbau in vivo zu verhindern, enthält das Pegaptanib

2’-Fluoropyrimidine und einige 2’-Methoxy-Nukleotide, die den γngriff der Nukleasen inhibieren.
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Weiterhin wurde durch Kopplung des γptamers an Polyethylenglycol (PEG) die Biostabilität erhöht

[20]. γuf dieseWeise wurde ein therapeutischwirksamesOligonukleotid entwickelt, das ein Vorreiter

für weitere γptamer-basierte erapien sein könnte.
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3 Bereitstellung des Targetproteins VEGF

Ziel des praktischen Teils dieser γrbeit ist die Entwicklung γptamer-basierter Methoden zur Pro-

teindetektion und -aufreinigung, die in Kapitel 5 und Kapitel 6 beschrieben werden. Der humane

Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor VEGF-γ in seiner Isoform 165 (VEGF-γ165) dient als Mo-

dellprotein für alle im Rahmen dieser γrbeit entwickelten Methoden. Zur Vereinfachung wird er im

Folgenden mit VEGF bezeichnet. Um genügend Proteinmaterial zu Verfügung zu stellen, wurde zu-

nächst das VEGF rekombinant in Escherichia coli (E. coli) produziert, chromatographisch aufger-

einigt und es wurde ein biologischer γktivitätstest durchgeführt. Dies ist den folgenden γbschnit-

ten beschrieben. In Kapitel 4 wird die γuswahl der VEGF-bindenden γptamere erläutert und die

γptamer-VEGF-Bindung in Lösung untersucht. Das VEGF und die VEGF-bindenden γptamere wur-

den im γnschluss zur Entwicklung von γptamer-Microarrays zur VEGF-Detektion (Kapitel 5) und

einer γptamer-basierten γufreinigungsstrategie des VEGF (Kapitel 6) eingesetzt. Die Protokolle zur

Durchführung der Experimente inden sich in γnhang B.

3.1 Klonierung

Da die rekombinante Expression glycosylierter Proteine nur mittels eukaryotischer Zellen wie z. B.

mancher Hefen oder CHO-Zellenmöglich und damit sehr aufwändig ist, wurde für die rekombinante

VEGF-Produktion auf die Proteinglycosylierung verzichtet. γls Expressionswirt wurde das Bakteri-

um E. coli gewählt, das sich durch einfache und kostengünstige Kultivierungsbedingungen und hohe

Proteinausbeuten auszeichnet. Da Prokaryoten wie E. coli humane Sekretionssignale nicht erkennen

und die Signalsequenz nicht vomPeptid abspalten können, wurde nur die genetische Information, die

für das reife VEGF165-Peptid codiert, in das Bakterium eingebracht. Dazu wurde ein künstliches Gen

synthetisiert, das für einen N-terminalen His-Tag, eine enzymatische Spaltstelle und das VEGF165-

Peptid (Teile des Exons 2, Exon 3–5, 7, 8) codiert. Das Gen wurde in einen pET Expressionsvektor

kloniert und der Vektor in den kompetenten E. coli Expressionsstamm BL21(DE3) transformiert. Im

γnschluss wurde das synthetischeGen als 185γminosäuren langes Fusionspeptid exprimiert undmit

Hilfe des His-Tags aufgereinigt. Die enzymatische Spaltstelle ermöglicht es, mit der Protease Xa den

His-Tag proteolytisch vom VEGF165 abzuspalten. Diese Spaltstelle ist so angeordnet, dass nach der

enzymatischen Spaltung keine zusätzliche γminosäure mehr am VEGF165-Peptid verbleibt, so dass
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3.1 Klonierung

die Proteinsequenz exakt der des reifen humanen VEGF165entspricht. Die natürliche Expression des

humanen VEGF165 sowie die rekombinante Expression in E. coli sind in γbbildung 3.1 schematisch

dargestellt.

Im Folgendenwird auf die Verwendung des Indexes 165 verzichtet, so dass sich die BezeichnungVEGF

immer die Isoform 165 bezieht.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der natürlichen Expression des humanen VEGF165, dessen Gensequenz unter
NCBI γccession Number (γcc-No).: NM_001171626.1 verfügbar ist, sowie die rekombinante Expression in E. coli.

3.1.1 Gensynthese

γls Grundlage zur Konstruktion des synthetischen VEGF-Gens dienten die proteincodierenden Be-

reiche der humanenGensequenz (NCBI-γcc-No.: M32977.1), die anschließend für die rekombinante

Expression in E. colimodiiziert wurden. Da im genetischen Code 64 Codons aber nur 20 verschiede-

ne γminosäuren verankert sind, können einige γminosäuren von mehreren Codons codiert werden.

Die korrespondierenden tRNγs werden jedoch nicht in allen Organismen in gleicher Häuigkeit ex-

primiert. Um die im humanen Organismus synthetisierten tRNγs mit den in E. coli gebildeten abzu-

gleichen, wurde eine Codon-γnalyse durchgeführt. Dabei wurden die im humanen VEGF-Gen ver-

wendeten Basentriplette mit einer Codon Usage Tabelle für den Expressionswirten E. coli K12 [144]
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abgeglichen. Die γnalyse zeigte, dass in der humanen VEGF-Gensequenz Codons genutzt wurden,

deren korrespondierende tRNγs in E. coli kaum oder gar nicht synthetisiert werden. Da dieser tRNγ-

Mangel zur Verzögerung oder zum γbbruch der rekombinanten Proteinsynthese führen würde, wur-

den diese seltenen Codons durch in E. coli häuiger vorkommende Codons ersetzt. Insgesamt wurden

107 Basenaustausche in 95 Codons vorgenommen, wie im Sequenzalignment in γbbildung 3.2 dar-

gestellt ist.

Abbildung 3.2: Sequenzalignment der natürlichen und der Codon-optimierten Gensequenzen des VEGF165.

Übereinstimmende Basen sind orange markiert, die Positionen, an denen Basenaustausche vorgenommen wurden, sind

unmarkiert.

Dem Codon-optimierten VEGF-Gen wurde am 5’-Terminus des codierenden Stranges eine Basen-

sequenz angehängt, die für einen proteolytisch abspaltbaren His-Tag codiert. Zusätzlich wurden am

5’-Terminus eine Restriktionsschnittstelle für das Restriktionsenzym NcoI und am 3’-Terminus eine

Restriktionsschnittstelle für XhoI eingebracht, die unter Berücksichtigung des korrekten Leserasters

die Klonierung des Gens in einen Expressionsvektor ermöglichten. Die komplette Gensequenz des

Inserts ist in γnhang C.1 dargestellt. Das entsprechende Polynukleotid wurde nach γbschluss der

theoretischen Konstruktion per Festphasensynthese von der Firma MWG-Biotech hergestellt.

3.1.2 Konstruktion des Expressionsvektors

Zum Einbringen des VEGF-Gens in den E. coli Expressionsstamm wurde der pET16b-Expressions-

vektor der Firma Merck verwendet. Der Vektor trägt ein γmpicillin-Resistenzgen und eine multi-

ple Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS), die stromabwärts des T7-Promotors liegt, der ur-

sprünglich aus dem Bakteriophagen T7 stammt.

Der T7-Promotor wird speziisch von der T7-RNγ-Polymerase, nicht aber von der bakteriellen RNγ-

Polymerase, gebunden. Das eingebrachte VEGF-Gen wird daher nur von Bakterienstämmen trans-

latiert, die die T7-RNγ-Polymerase exprimieren, wie dem in dieser γrbeit verwendeten Expressi-

onsstamm E. coli BL21(DE3). Da der T7-Promotor des Plasmids zusätzlich unter der Kontrolle des
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lac-Operators liegt, der vom konstitutiv exprimierten Lac-Repressorprotein blockiert wird, wird die

rekombinante Proteinexpression unter normalen Kultivierungsbedingungen unterdrückt. Durch Zu-

gabe von Isopropyl- -D-thiogalactopyranosid (IPTG) kann die Expression des rekombinanten Pro-

teins gezielt induziert werden, da das IPTG an das lac-Repressorprotein bindet und dadurch dessen

Blockierung der Operatorregion verhindert. Die Translation des VEGF-Gens kann somit stattinden

[145].

Die induzierbare Proteinexpression ermöglicht große γusbeuten in der rekombinanten Proteinpro-

duktion, da die E. coli Kultivierung in eine Wachstumsphase und eine Produktionsphase geteilt wer-

den kann. Während der Wachstumsphase wird zunächst Biomasse produziert, bevor die Proteinpro-

duktion induziert wird. Da der T7-Promotor ein sehr starker Promotor ist, transkribieren die Bak-

terien nach der Induktion fast ausschließlich das in den pET-Vektor eingebrachte VEGF-Gen und

produzieren das von diesem Gen codierte Protein.

Das VEGF-Gen wurde in Zusammenarbeit mit der Firma MWG-Biotech wie in γbbildung 3.3 dar-

gestellt mit Hilfe der Restriktionsenzyme NcoI und XhoI gerichtet in den Vektor kloniert, so dass das

VEGF-Gen unter Kontrolle des T7-Promotors steht. Die korrekte Basenabfolge des Inserts wurde im

γnschluss an die Klonierung per Sequenzierung bestätigt.

Abbildung 3.3: Expressionsvektor zur Produktion des VEGF-His-Fusionsproteins.

3.1.3 Transformation

Der pET16b-Vektor mit VEGF-Insert (pET16b-VEGF-His) wurde in den E. coli Expressionsstamm

BL21(DE3) transformiert, der das Gen für die T7-RNγ-Polymerase „λDE3“ in sein Genom integriert

hat. Das „λDE3“-Gen steht dabei genau wie das in den pET-Vektor eingebrachte VEGF-Gen unter
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3.2 Kultivierung und Proteinexpression

Kontrolle des lac-Operators und wird erst nach Zugabe von IPTG translatiert. Durch diese doppel-

te Expressionskontrolle wird die Basalexpression des rekombinanten Gens minimiert. Der Vektor

pET16b-VEGF-Hiswurde perHitzeschocktransformation in chemisch kompetenteE. coliBL21(DE3)

eingebracht. γnschließend wurde die Bakteriensuspension auf eine LB-γgarplatte mit γmpicillin

ausgestrichen und über Nacht inkubiert. Es wurden insgesamt fünf Einzelkolonien gepickt und per

Kolonie-PCR mit VEGF- und Vektor-speziischen Primern ampliiziert. γnschließend wurden die

γmpliikate per Gelelektrophorese aufgetrennt und die Banden angefärbt. γbbildung 3.4 zeigt die

DNγ-Banden der VEGF- undVektor-γmpliikate. In allen fünf Proben konnte ein eindeutiges VEGF-

γmpliikat bei ca. 200 Basenpaaren (bp ) und ein Vektorampliikat bei ca. 700 bp nachgewiesen wer-

den. Die Positionen der Banden stimmen mit denen der Positivkontrolle, bei der der isolierte Vek-

tor pET16b-VEGF-His als Template eingesetzt wurde, überein und entsprechen der erwarteten Se-

quenzlängen (VEGF 202 bp, Vektor 692 bp). γls Negativkontrolle wurden untransformierte E. coli

BL21(DE3) eingesetzt. Hier konnte weder der Vektor noch das VEGF nachgewiesen werden. Mit den

Kolonien 1 und 2 wurde jeweils eine Flüssigkultur angeimpft, aus der dann mehrere Gefrierkulturen

angelegt wurden.

Abbildung 3.4: Nachweis der erfolgreichen Hitzeschocktransformation per Kolonie-PCR.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M) und die γmpliikate der gepickten Kolonien 1-5, des aufger-

einigten Vektors (Pos) sowie des untransformierten E. coli BL21(DE3) (Neg) jeweils mit VEGF- und Vektor-speziischen

Primern.

3.2 Kultivierung und Proteinexpression

Die E. coli Kultivierungen zur VEGF-Produktion wurden im Schüttelkolben bei 37 °C und 170 rpm

durchgeführt. Bei einer optischen Dichte bei 600 nm Wellenlänge (OD600) von ca. 0,6 wurde die Pro-

teinexpression durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1mM) induziert und es wurde für meh-

rere Stunden weiterkultiviert. Zum Nachweis der Expression des eingebrachten VEGF-Gens wurde

vor der Induktion sowie zu verschiedenenZeitpunkten nach der Induktion 2mLBakteriensuspension

entnommen und die Zellen wurden per Zentrifugation geerntet. γnschließendwurde aus jedemZell-
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3.2 Kultivierung und Proteinexpression

pellet die RNγ isoliert und in cDNγ revers transkribiert. Es wurde eine PCR mit VEGF-speziischen

Primern durchgeführt, um die γnwesenheit von VEGF-mRNγ zu untersuchen. Zur Kontrolle wurde

aus jeder Probe zusätzlich die bakterielle 16S-rRNγ ampliiziert. Die DNγ-Banden nach der Gelelek-

trophorese sind in γbbildung 3.5 dargestellt.

Das Gel zeigt in den nicht-induzierten Zellen keine VEGF-Bande, nach Zugabe von IPTG ist dagegen

zu allen untersuchten Zeitpunkten eine deutliche VEGF-Bande sichtbar. Dies weist auf eine nicht

nachweisbare Basalexpression des VEGF und eine erfolgreiche Induktion der Proteinexpression hin.

γnhand der Bandenstärke ist erkennbar, dass die Proteinexpression über mehrere Stunden konstant

aktiv ist. Die stärkste Expression wird dabei nach 1 h erreicht. Im Gegensatz zum VEGF wird die 16S-

rRNγ konstitutiv und somit auch vor IPTG-Zugabe exprimiert. Die 16S-rRNγ ist als Bestandteil der

bakteriellen Ribosomen direkt an der Proteinbiosynthese beteiligt. Um die Überexpression des VEGF

nach IPTG-Induktion zu gewährleisten, wird auch sie in größerem Maße exprimiert, was anhand der

zunehmenden Bandenstärke deutlich wird.

Abbildung 3.5: Nachweis der Expression des rekombinanten VEGF-Gens in E. coli per PCR.

γufgetragen wurden jeweils die γmpliikate der PCR mit VEGF- und 16srRNγ-speziischen Primern vor Induktion der

Proteinexpression (o. I.) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion mit IPTG. Zusätzlich wurde eine Kontrolle

ohne Template-DNγ (Non template control, NTC) aufgetragen.

Rekombinant exprimierte Proteinewerden in E. coli häuig nicht korrekt oder nur unvollständig gefal-

tet, wodurch sie ausfallen und unlösliche Proteinaggregate, so genannte Einschlusskörperchen oder

Inclusion Bodies (IB), bilden. Dieses Phänomen tritt besonders häuig bei der hohen Proteinsynthe-

serate während einer rekombinanten Überexpression auf. Daher wurde zunächst untersucht, ob das

rekombinant exprimierte VEGF sich in der löslichen Fraktion des Zelllysats oder in der unlöslichen

Fraktion beindet. Zur Untersuchung der unlöslichen Fraktion muss diese abgetrennt und mit einem

denaturierenden Puffer in Lösung gebracht werden. Dabei wird das Protein durch die harschen Puf-

ferbedingungen insbesondere durch die Pufferbestandteile Harnstoff und Dithiothreitol (DTT) ent-
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faltet und die Löslichkeit so erhöht.Harnstoff ist eine chaotropeVerbindung, dieWasserstoffbrücken-

bindungen stört und damit die γusbildung von Sekundär- und Tertiärstrukturen des Proteins ver-

hindert. DTT ist ein Reduktionsmittel, das die Disulidbrücken zwischen zwei Cystein-Seitenketten

zerstört und ihre Neubildung verhindert. Hierdurch werden sowohl intramolekulare Faltungen als

auch Oligomerisierungen mehrerer Peptide verhindert. Die Entfaltung der Proteine wird durch den

basischen pH-Wert des Puffers unterstützt und die Löslichkeit des Proteins durch Zugabe einzelner

γminosäuren erhöht.

Die plasmidhaltigen E. coli wurden wie oben beschrieben kultiviert und zum einen vor der Indukti-

on der Proteinexpression mit IPTG und zum anderen mehrere Stunden nach der Induktion geern-

tet. Nach dem Zellaufschluss wurde die lösliche Fraktion jeweils per Zentrifugation abgetrennt. Die

unlöslichen Fraktionen wurden mit Puffer gewaschen und anschließend mit einem denaturierenden

Puffer in Lösung gebracht. γlle Fraktionen wurden per SDS-PγGE analysiert. γbbildung 3.6 zeigt die

Gele nach Färbung mit Coomassie Brilliant Blue.

Abbildung 3.6:Nachweis des rekombinant in E. coli exprimierten VEGF im Zelllysat (Lösliche Fraktion, LF) und in unlös-
lichen Einschlusskörpern (Inclusion Bodies, IB).

γufgetragen wurden links die lösliche Fraktion (LF) und die Waschfraktion (WF) zur γufarbeitung der Inclusion Bodies

vor und nach der Induktion mit IPTG. Das Gel rechts zeigt die solubilisierte Inclusion-Bodies-Fraktion (IB) vor Induktion

sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion.

Das Bandenmuster der löslichen Fraktion und der Waschfraktion vor der Induktion ist identisch mit

dem Bandenmuster der jeweiligen Fraktion vier Stunden nach Induktion. Dagegen ist in der unlösli-

chen Fraktion nach IPTG-Zugabe die Überexpression eines Proteins bei ca. 25 kDa erkennbar. Dies

entspricht etwa der erwarteten Größe des rekombinant exprimierten VEGF-His-Monomers, die bei

21,5 kDa liegt.
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Um die Identität der Bande eindeutig zu klären, wurde die Inclusion-Bodies-Fraktion erneut per SDS-

PγGE analysiert und das VEGF mittels Western Blot mit einem γnti-VEGF-γntikörper speziisch

nachgewiesen. Zum Vergleich wurde kommerzielles, rekombinant produziertes VEGF analysiert.

γbbildung 3.7 zeigt die gefärbte Western Blot Membran sowie das Proteingel nach Silberfärbung.

In der unlöslichen Fraktion konnte das VEGF-Fusionsprotein eindeutig nachgewiesen werden. Das

VEGF-His-Monomer wird durch eine starke Bande bei ca. 25 kDa repräsentiert. Darüber hinaus ist

ebenfalls eine Bande bei ca. 55 kDa sichtbar, die durch das VEGF-Dimer entsteht und darauf hinweist,

dass das Protein im Probenauftragspuffer nicht vollständig reduziert wurde. Die sehr schwachen Ban-

den bei 13 und 15 kDa resultieren vermutlich aus nicht vollständig translatierten VEGF-Peptiden. Das

zum Vergleich analysierte kommerzielle VEGF wurde in Insektenzellen produziert, die mit einem

Baculovirus transiziert wurden. Das kommerzielle Protein besteht aus den 165 γminosäuren des

reifen VEGF ohne zusätzlichen Protein-Tag. Hieraus resultiert ein theoretisches Molekulargewicht

von 19,4 kDa pro Monomer. In der Western Blot γnalyse wurden zwei Monomerbanden zwischen

15 und 25 kDa detektiert. Diese Heterogenität der VEGF-Monomere ist laut Herstellerangaben auf

unterschiedliche Glycosylierungszustände zurückzuführen.

Abbildung 3.7: Nachweis des VEGF in der Inclusion-Bodies-Fraktion per Western Blot γnalyse.

γufgetragenwurden dermolekulareGrößenstandard (M), kommerzielles VEGF (V) und die solubilisierte Inclusion-Bodies-

Fraktion (IB).

3.3 Proteinaufreinigung

Während der Solubilisierung der Inclusion Bodies wurde das VEGF entfaltet und liegt in dieser Form

imProteinrohextrakt vor. Die Faltung des VEGF erfolgt durch Verdünnung und Pufferaustauschwäh-

rend des γufreinigungsvorgangs, wobei es auch zu fehlerhaften Faltungen kommen kann [146]. Ziel
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der Proteinaufreinigung ist es daher nicht nur, das VEGF aus dem Proteinrohextrakt zu isolieren,

sondern auch das fehlgefaltete VEGF abzutrennen. Um dies zu gewährleisten, wurden zwei Chro-

matographieschritte durchgeführt. Zunächst wurde das VEGF über seinen Histidin-γffinitäts-Tag

per Metallchelatchromatographie (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography, IMγC) aus dem

Proteinrohextrakt isoliert. Die Chromatographiepuffer sind frei von DTT und Harnstoff, so dass sich

während des Pufferaustauschs die typische Proteinstruktur ausbilden und sich das VEGF falten kann.

Im γnschluss wurde eine Heparin-γffinitätschromatographie durchgeführt, bei der nur die VEGF-

Moleküle mit korrekt gefalteter Heparinbindedomäne an die γffinitätssäule binden können. Das auf

diese Weise aufgereinigte Fusionsprotein wurde für die in dieser γrbeit beschriebenen Versuche ein-

gesetzt.

Falls für speziische γnwendungen das VEGF in seiner nativen Sequenz ohne zusätzliche γmino-

säuren benötigt wird, ist es möglich den γufreinigungsvorgang um eine enzymatische Spaltung und

einen zusätzlichen γufreinigungsschritt zu erweitern. Der γffinitäts-Tag kann durch enzymatische

Spaltung mit dem Faktor Xa entfernt werden und in einem dritten Chromatographieschritt kann

dann entweder per IMγC oder per Größenausschlusschromatographie das native VEGF aufgereinigt

werden.

Nickel-Chelatchromatographie

Im ersten γufreinigungsschritt wurde der VEGF-haltige Proteinrohextrakt per Nickel-Chelatchro-

matographie aufgetrennt. Das Trennprinzip der Metallchelatchromatographie basiert auf der γffini-

tät zweiwertiger Metallionen zu bestimmten γminosäuren, besonders dem Histidin. Die γffinitäts-

säule besteht aus kovalent an das Säulenmaterial gebundenen mehrzähnigen Liganden, die mit den

zweiwertigen Metallionen einen Chelatkomplex bilden. Die freien Koordinationsstellen des Metalls

können mit bestimmten funktionellen Gruppen an der Oberläche eines Peptids oder Proteins, z. B.

dem Imidazolring der Histidinseitenkette, inWechselwirkung treten. Da das rekombinant produzier-

te VEGF einen Histidin-γffinitäts-Tag aus insgesamt acht Histidinresten trägt, ist seine γffinität zum

Säulenmaterial höher als die der Fremdproteine, wodurch die γufreinigung per IMγC ermöglicht

wird.

Zur γufreinigung des VEGF wurde eine γffinitätssäule aus modiizierter Sepharose mit einem Bett-

volumen von 1mL verwendet, diemit Nickel-Ionen beladen war. Der Probenauftrag erfolgte in einem

Phosphatpuffer mit 300mM NaCl bei pH 8 und das gebundene Protein wurde mit einem optimierten

Stufengradienten bei 240mM Imidazol eluiert. γbbildung 3.8 zeigt das Chromatogramm der VEGF-

γufreinigung per IMγC sowie das entsprechende Gel der SDS-PγGE-γnalyse ausgewählter Frak-

tionen. Es verdeutlicht die erfolgreiche γffinitätsaufreinigung des VEGF, wobei in den Elutionsfrak-

tionen jeweils eine Bande des VEGF-Monomers und des Dimers sichtbar wird. Die densitometrisch
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Abbildung 3.8: γufreinigung von VEGF-His-8 per Nickel-Chelatchromatographie.

Links ist das Chromatogramm dargestellt, rechts das Gel der SDS-PγGE-γnalyse der einzelnen Fraktionen. γufgetragen

wurden die aufzureinigende Inclusion-Bodies-Fraktion (γ), die Fraktionen des Durchlusses und der Elution.

bestimmte Reinheit des VEGF beträgt nach der γufreinigung 92,1t im Vergleich zu 61,3t im Ro-

hextrakt.

Abbildung 3.9: Bestimmung der maximalen VEGF-Bindekapazität der Nickel-Chelat-Säule.

γufgetragen ist die Gesamtmenge des eluierten Proteins in γbhängigkeit zum Injektionsvolumen der aufzureinigende

Inclusion-Bodies-Fraktion. Die maximale Bindekapazität der Säule lag bei 6,5 mg promL Säulenvolumen.

Zur Optimierung des γufreinigungsprozesses wurde die maximale VEGF-Bindekapazität der Nickel-

Chelat-γffinitätssäule bestimmt, indem der IMγC-Lauf mit unterschiedlichen Injektionsvolumina

wiederholt wurde. Nach jedem Lauf wurde die Gesamtproteinmenge in den Elutionsfraktionen be-

stimmt und gegen das Injektionsvolumen aufgetragen (γbbildung 3.9). Die maximale Bindekapazität

der Säule lag bei 6,5 mg promL Säulenmaterial.
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Heparin-Affinitätschromatographie

Im zweiten γufreinigungsschritt wurden die vereinigten Elutionsfraktionen der IMγC per Heparin-

γffinitätschromatographie aufgetrennt. Es wurde eine γffinitätssäule aus Heparin-modiizierter Se-

pharose mit einem Bettvolumen von 5mL verwendet. Der Probenauftrag erfolgte in einem Phos-

phatpuffer (Phosphate-buffered saline with Tween 20, PBST, pH 8), die Elution mit einem optimier-

ten Stufengradienten bei 650mM NaCl. Das Chromatogramm und die SDS-PγGE-γnalyse sind in

γbbildung 3.10 dargestellt.

Abbildung 3.10: γufreinigung von VEGF-His per Heparin-γffinitätschromatographie.

Links ist das Chromatogramm dargestellt, rechts das Gel der SDS-PγGE-γnalyse der einzelnen Fraktionen. γufgetragen

wurden das verdünnte Eluat der Ni-Chelatchromatographie (γ), die Fraktionen des Durchlusses und der Elution.

Es zeigt, dass im vereinigten Eluat der IMγC noch einige Verunreinigungen vorhanden sind, die erst

im silbergefärbten Proteingel sichtbar werden. Diese Verunreinigungen sowie vermutlich fehlgefalte-

tes VEGF inden sich im Durchluss und konnten per Heparin-γffinitätschromatographie abgetrennt

werden. Ein Großteil des VEGF wurde dagegen von der γffinitätssäule gebunden, was auf eine kor-

rekte Proteinfaltung hinweist.

Für die biologische γktivität des VEGF ist neben der korrekten Faltung der Heparinbindedomäne

auch die Verknüpfung zweier VEGF-Peptide zum Homodimer notwendig. Um diese Dimerisierung

des VEGF nachzuweisen, wurde das VEGF nach der γufreinigung per Heparin-γffinitätschromato-

graphie unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen jeweils per SDS-PγGE analy-

siert. Die zugehörigen silbergefärbten Gele sind in γbbildung 3.11 dargestellt. Während unter re-

duzierenden Bedingungen die VEGF-Bande zwischen 20 und 25 kDa sichtbar ist, was der Größe

des VEGF-Monomers entspricht, liegt diese Bande unter nicht-reduzierenden Bedingungen bei ca.

50 kDa. Hier sind die beiden Disulidbrücken, die die beiden VEGF-Ketten kovalent miteinander ver-

knüpfen, ausgebildet, so dass das VEGF als Dimer vorliegt.
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Abbildung 3.11: Nachweis der Dimerisierung des VEGF zum Homodimer per SDS-PγGE-γnalyse.

Links: SDS-PγGE-γnalyse unter reduzierenden Bedingungen zum Nachweis des VEGF-Monomers und unter nicht-

reduzierendenBedingungen zumNachweis desVEGF-Dimers. Rechts: Kristallstruktur der dimerenRezeptorbindedomäne

des VEGF. Die verbrückenden Disulidbrücken sind in gelb dargestellt.

Zusammenfassung

Durch die rekombinante Expression des VEGF in E. coli und die anschließende chromatographische

γufreinigung wurde VEGF im Milligrammmaßstab bereitgestellt. Wie Tabelle 3.1 zusammenfassend

darstellt, wurden durch Solubilisierung der intrazellulären Inclusion Bodies 83,2mg Proteinrohex-

trakt aus einem Liter Flüssigkultur gewonnen. Der γnteil des VEGF im Rohextrakt beträgt 61t des

Gesamtproteins, was ca. 51mg VEGF entspricht. Davon konnten nach dem ersten Chromatogra-

phieschritt 79 t des VEGF eluiert werden. Durch Verluste während des Umpufferns in den Hepa-

rinbindepuffer und die γbtrennung des fehlgefalteten VEGF konnten nach der Heparin-γffinitäts-

chromatographie 19,5mg VEGF gewonnen werden, wobei das VEGF wie in seiner natürlichen Form

als Homodimer vorliegt. Per Densitometrie wurde eine Reinheit von 93,2t ermittelt, wobei ein Teil

der „Verunreinigungen“ auf nicht reduzierte VEGF-Dimere zurückzuführen ist.

Tabelle 3.1: Proteinausbeute und -reinheit während der γufreinigung des VEGF.

Gesamtprotein

[mg/L Flüssigkultur]
Reinheit*

VEGF-Gesamtmenge**

[mg/L Flüssigkultur]
Ausbeute

Solubilisierte Inclusion Bodies 83,2 61,3% 51,0 100%

Nach Ni-IMAC 43,9 92,1% 40,4 79,3%

Nach Heparin-Affinitätsaufreinigung 19,5 93,2% 18,2 35,6%

*Die Reinheit wurde densitometrisch bestimmt.

**Die VEGF-Gesamtmenge wurde aus der Reinheit und dem Gesamtprotein berechnet.
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3.4 Proteincharakterisierung

3.4.1 Biochemische Eigenschaften

Das rekombinant produzierte VEGF unterscheidet sich durch seinen N-terminalen His-Tag und die

fehlendeGlycosylierung vomnatürlich vorkommenden humanenVEGF165. Daher ist esmöglich, dass

die biochemischen Eigenschaften wie z. B. der isoelektrische Punkt abweichen, was Einluss auf die

späteren γnalysen haben könnte. Es wurden einige physikochemische Eigenschaften der Proteinse-

quenzen mit Hilfe des Expasy ProtParam-Tools [147] vorhergesagt. In Tabelle 3.2 sind diese Eigen-

schaften für das selbst hergestellte und das natürliche VEGF im Vergleich dargestellt. Zusätzlich sind

der isoelektrische Punkt und die Hydrophobizität für die Heparinbindedomäne und die Rezeptorbin-

dedomäne des VEGF aufgeschlüsselt. Es fällt auf, dass die beiden VEGF-Typen sich kaum in ihren

Proteineigenschaften unterscheiden. Lediglich die erwartete in vivo Halbwertszeit wurde durch γn-

hängen des N-terminalen His-Tags deutlich erhöht, was die biologische γktivität positiv beeinlussen

könnte.

Tabelle 3.2: Proteineigenschaften des nativen und rekombinant exprimierten VEGF.

VEGF VEGF-His Heparinbindedomäne

A131…R185

Rezeptorbindedomäne

E33…R130

Molekulargewicht, Monomer unmod. 19,2 kDa 21,5 kDa

Molekulargewicht, Dimer (unglyc.) - 43,0 kDa

Molekulargewicht, Dimer (glyc.) 47,0 kDa -

Isoelektrischer Punkt 7,60 7,58 9,27 5,29

In vivo Halbwertszeit in tierischen

Zellen

4,4 h 30 h

Durchschnittliche Hydrophobizität -0,9 -0,989 -1,482 -0,539

Innerhalb des VEGF-Moleküls ist hingegen deutlich ein unterschiedlicher Charakter der Heparin-

und Rezeptorbindedomäne erkennbar. So liegt der isoelektrische Punkt (pI) der Heparinbindedomä-

ne imbasischenMilieu imGegensatz zum sauren pI der Rezeptorbindedomäne.Die durchschnittliche

Hydrophobizität klassiiziert das VEGF als schwach hydrophiles Protein, wobei die Heparinbindedo-

mäne einen hydrophileren Charakter aufweist als die Rezeptorbindedomäne. Die durchschnittliche

Hydrophobizität beschreibt dabei denMittelwert der nachKyte undDoolittle bestimmtenHydropho-

bizitätswerte aller γminosäuren, wobei das Isoleucin als meist hydrophobe γminosäure einen Wert

von 4,5 einnimmt und das γrginin als hydrophilste γminosäure den Wert -4,5 [148].

Sowohl die Hydrophobizität als auch die mit dem isoelektrischen Punkt verbundene Nettoladung der

Proteindomäne sind möglicherweise für die VEGF-γptamer-Bindung von Bedeutung. Sie begünsti-

gen elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen. Die meisten der in Tabelle 2.3 zusammen-
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3.4 Proteincharakterisierung

gefassten bekannten VEGF-bindenden γptamere sind gegen die Heparinbindedomäne des Proteins

gerichtet, wobei das einzige γptamer, das bekanntermaßen an die Rezeptorbindedomäne gerichtet

ist, unter Verwendung der VEGF-Isoform 121 selektiert wurde, die keine Heparinbindedomäne be-

sitzt. Dies deutet, genau wie die aufgezeigten Proteineigenschaften darauf hin, dass die Heparinbin-

dedomäne sich besonders für eine γptamer-Protein-Bindung eignet.

3.4.2 Biologische Aktivität

Die biologische in vivo γktivität des VEGF beruht auf seiner Fähigkeit, das Wachstum verschiedener

Endothelzellen aus γrterien, Venen und Lymphgefäßen zu stimulieren und so die Neubildung (Vas-

kulogenese) und das Wachstum (γngiogenese) der Blutgefäße zu induzieren [149]. Das VEGF wirkt

dabei als Cytokin und bindet an speziische Rezeptoren auf der Zelloberläche, wodurch eine intrazel-

luläre Signalkaskade ausgelöst wird. Für die erfolgreiche Cytokin-Rezeptor-Bindung ist die korrekte

dreidimensionale Faltung des VEGF eine Grundvoraussetzung.

Da das VEGF in vitro die Proliferation und die Migration endothelialer Zellen stimuliert [150], kann

die biologische γktivität mittels Zellkultur-basierter γssays nachgewiesen werden. Mittels eines sol-

chen γktivitätstests wurde das rekombinant produzierte VEGF analysiert, um Rückschlüsse auf die

Proteinkonformation zu ziehen. Da es im Vergleich zum natürlich vorkommenden humanen VEGF

einen His-Tag trägt und es nicht glycosyliert ist, sollte insbesondere geklärt werden, ob die struktu-

rellen Unterschiede die biologische γktivität beeinlussen.

Für den γktivitätstest wurden humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (Human Umbilical

Vein Endothelial Cells, HUVEC) eingesetzt, die sich aufgrund ihrer guten Verfügbarkeit als Stan-

dardtestsystem zur Bestimmung der VEGF-Bioaktivität etabliert haben. γls Medium wurde das En-

dothelial Cell Growth Medium 2 (EGM-2) der Firma Promocell gewählt, da es die Kultivierung bei

geringen Serumkonzentrationen ermöglicht und alle weiteren Supplemente desMediums einzeln zu-

gegeben werden können. Für den γktivitätstest wurde das EGM-2 Basalmedium mit 0,2t Fetalem

Kälber Serum (FCS) supplementiert und als Kontrollmedium eingesetzt. Zur Bestimmung der VEGF-

Bioaktivität wurde das Kontrollmedium zum einen mit selbst hergestelltem zum anderen mit kom-

merziell verfügbarem VEGF jeweils in einer Endkonzentration von 20 ng/mL versetzt. Die HUVEC

wurden im jeweiligen Medium für zwei oder fünf Tage kultiviert, anschließend wurde die Zellviabi-

lität mittels CellTiter-Blue (CTB) γssay bestimmt. γbbildung 3.12 zeigt die relative Zellviabilität in

den unterschiedlich supplementierten Medien nach zwei- und fünftägiger Kultivierung.

Da in der Vergangenheit bereits gezeigt wurde, dass das VEGF die Proliferation von Endothelzellen

in geringerem Maße stimuliert als andere Wachstumsfaktoren [151, 152], war für die ausschließliche

Supplementierung mit VEGF ein geringerer Effekt zu erwarten. Die Zellviabilität im VEGF-haltigen

Medium war sowohl nach 2 als auch nach 5 Tagen etwa doppelt hoch wie im Kontrollmedium. Die
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Abbildung 3.12: Nachweis der biologischen γktivität des VEGF-His-Fusionsproteins im Vergleich zu kommerziell erhält-
lichem VEGF per CTB-Zellviabilitätstest.

Untersucht wurde die proliferationsförderndeγktivität des rekombinant in E. coli produziertenVEGF-His-Fusionsproteins

(VEGF-His) in einer Endkonzentration von 20 ng/mL im Vergleich zu kommerziellem VEGF (rCYT-26982, Dianova) in

gleicher Konzentration. Das Kontrollmedium enthielt 0,2 t FCS ohne weitere Supplemente.

proliferationsfördernde γktivität des in E. coli produzierten VEGFwar dabei vergleichbar mit der des

kommerziell erhältlichenVEGF, das rekombinant in Insektenzellen produziertwurde.Die biologische

γktivität des selbst hergestellten VEGF konnte somit nachgewiesen werden und scheint durch die

strukturellen Unterschiede zum natürlichen VEGF nicht beeinlusst zu werden.
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4 Bereitstellung VEGF-bindender Aptamere

4.1 Auswahl der Aptamere

Zur Entwicklung γptamer-basierterMethoden zur γufreinigung und zur Detektion des VEGFwurde

auf bereits selektierte γptamere zurückgegriffen. γus der Vielzahl der publizierten γptamersequen-

zen, die in γbschnitt 2.4.2 vorgestellt wurden, wurden zunächst alle DNγ-γptamere ausgewählt, da

sie eine höhere chemische Stabilität als RNγ-Oligonukleotide aufweisen. Dies ist besonders zur De-

tektion des VEGF in Zelllysaten oder zur γufreinigung des Proteins entscheidend, da im Zelllysat

eine Vielzahl von Nukleasen vorhanden sind, denen die γptamere ausgesetzt sind. γus den zur Ver-

fügung stehenden vier DNγ-γptamerfamilien (zum γuswahlzeitpunkt waren die von Yoshida et al.,

Jing et al. Kimoto et al. und Meng et al. selektierten γptamere noch nicht publiziert), wurde jeweils

die γptamersequenz mit der höchsten Bindeaffinität zum VEGF ausgewählt. Sie sind in Tabelle 4.1

aufgelistet. Während die γptamere V7t1, Del5-1 und 33t5 aus unterschiedlichen Selektionsprozessen

stammen, handelt es sich beim SL2B um eine verkürzte Form des γptamers Del5-1.

Tabelle 4.1: γusgewählte VEGF-bindende DNγ-γptamere.

Aptamer Sequenz *KD Spezifität Quelle

33t5 CCC GTC TTC CAG ACA AGA GTG CAG GG 10,9 nM unbekannt [111, 112]

V7t1 TGT GGG GGT GGA CGG GCC GGG TAG A 1,4 nM RBD [120]

Del5-1 ATA CCA GTC TAT TCA ATT GGG CCC GTC CGT ATG

GTG GGT GTG CTG GCC AG

20,7 nM HBD [118]

SL2B CAA TTG GGC CCG TCC GTA TGG TGG GT 0,5 nM HBD [119]

* KD-Wert laut Literaturangabe

Die ausgewählten γptamere bestehen aus 25 bis 50 Nukleotiden und unterscheiden sich aufgrund

ihrer unterschiedlichen Sequenzen in ihrer Faltungsstruktur. γls Kontroll-Oligonukleotide wurden

das 63-nt γptamer 266, das gegen das Fc-Fragment eines γntikörpers gerichtet ist, sowie eine Zufalls-

DNγ-Sequenz aus 47Nukleotiden eingesetzt. Die Längen der beidenKontrollsequenzen entsprechen

damit etwa der Länge des längstenVEGF-bindendenγptamersDel5-1. γlleγptamere binden dasVE-

GFmit Dissoziationskonstanten (KD-Werte) im niedrigen nanomolaren Bereich. Es ist zu berücksich-

tigen, dass dieDissoziationskonstantenwie inγbschnitt 2.4.2 beschriebenmitHilfe unterschiedlicher

Methoden ermittelt wurden und somit nicht direkt vergleichbar sind. Je nach Messmethode wurde
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4.2 Nachweis der γptamer-Protein-Bindung in Lösung

die Bindeaffinität entweder in Lösung oder mit einem immobilisierten Bindungspartner bestimmt,

was die Interaktion zwischen Protein und γptamer beeinlussen kann.

DieγptamereV7t1 undDel5-1/SL2Bwurden inTRIS-gepufferter Salzlösungmit EDTγ (TRISbuffered

saline with EDTA, TBSE) selektiert, das 33t5 in Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS). Für das 33t5

wurde jedoch festgestellt, dass sich TRIS-basierte Puffer positiv auf die Bindeaffinität auswirken [111]

und divalente Ionen wie beispielsweise Mg2+ γptamerkonformationen stabilisieren, die nicht in der

Lage sind, VEGF zu binden [113]. TBSE enthält keine zweiwertigen Ionen und das EDTγ kann als

Chelator mögliche eingebrachte zweiwertige Ionen abfangen, so dass sich der Puffer auch für das

γptamer 33t5 als γptamerbindepuffer eignet. Die im Rahmen dieser γrbeit durchgeführten Expe-

rimente wurden daher unabhängig vom eingesetzten γptamer mit TBSE (teilweise mit Zusatz von

0,05t Tween 20, bezeichnet als TBSET) als γptamerbindepuffer durchgeführt.

4.2 Nachweis der Aptamer-Protein-Bindung in Lösung

Zu Beginn der experimentellen γrbeiten wurde die Bindung der ausgewählten γptamere an das re-

kombinant hergestellteVEGFperElectrophoreticMobility Shift Assay (EMSγ) analysiert. Hierzuwur-

den die mit dem Fluorophor Cyanin 3 (Cy3) markierten γptamere im entsprechenden Bindepuffer

mit VEGF im Überschuss inkubiert und anschließend per γgarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Die freien γptamere sind zwischen 7,9 und 15,4 kDa groß und somit in der Lage, die Poren des Gels

zu penetrieren, während die γptamer-Protein-Komplexe aufgrund ihrer Größe und ihrer Ladung das

Gel nur sehr langsam durchwandern. Per UV-Licht wurden die markierten γptamere visualisiert,

während reine Proteinbanden unsichtbar blieben. Die Ergebnisse des EMSγ sind in γbbildung 4.1

dargestellt. Die Gelbilder zeigen für alle vier eingesetzten VEGF-γptamere eine deutliche γptamer-

bande im unteren Gelbereich. Das γptamer V7t1 bildet eine Doppelbande, die möglicherweise aus

den unterschiedlichen Faltungsstrukturen resultiert. Nach Inkubationmit VEGF liegen die Banden in

unmittelbarer Nähe zur Beladungstasche des Gels und weisen somit die erfolgreiche Bindung an VE-

GF nach. Die Proben der γptamere Del5-1 und SL2B zeigen nach Inkubationmit VEGF zwei Banden:

Eine liegt in der Nähe der Beladungstasche und eine auf Höhe des ungebundenen γptamers, was auf

eine nicht vollständige Bindung an VEGF und möglicherweise eine unter den Versuchsbedingungen

geringere Bindeaffinität hinweist.

Zur Bestimmung der Speziität der γptamer-VEGF-Bindung wurden die γptameremit drei Kontroll-

proteinen inkubiert, die unterschiedliche isoelektrische Punkte und somit unterschiedliche Nettola-

dungen aufweisen: Es wurden die Proteine BSγ (pI 4,7), Myoglobin (pI 6,8/7,2) und -Chymotrypsin

(pI 8,8) eingesetzt. Hierdurch sollten insbesondere elektrostatische Wechselwirkungen zum negativ

geladenen Zucker-Phosphat-Rückgrat des γptamers untersucht werden, die schon in anderen γrbei-

ten als kritische Faktoren für die Bindespeziität identiiziert wurden [153]. Wie in γbbildung 4.1 für
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Abbildung 4.1: Nachweis der γptamer-Protein-Bindung per EMSγ.

γufgetragen wurden links: die γptamere V7t1 und Del5-1 (Endkonzentration je 2 µM) jeweils ohne Proteinzugabe (-)

und in Kombination mit VEGF, Myoglobin (Myo), -Chymotrypsin (Chy) und BSγ (Proteinkonzentration je 14,25 µM).

Rechts wurden die γptamere 33t5, SL2B und 266 (je 2 µM) jeweils ohne Proteinzugabe (-) und in Kombination mit VEGF

(14,25 µM) aufgetragen.

dieγptamereV7t1 undDel5-1 beispielhaft gezeigt, war keine unspeziischeBindung anBSγ,Myoglo-

bin und -Chymotrypsin zu beobachten. Zusätzlichwurde dasVEGFmit demγptamer 266 inkubiert,

das nicht gegenVEGF sondern das Fc-Fragment eines humanenγntikörpers gerichtet ist. γuch dieses

Oligonukleotid war in der Lage, das VEGF zu binden. Diese Ergebnisse bestätigen die Beobachtungen

von Kanakaraja et al. [117], dass das γptamer das VEGF selektiv bindet, im Gegensatz zu verschiede-

nen Kontrollproteinen. Ebenfalls wir jedoch deutlich, dass das VEGF nicht ausschließlich sequenz-

speziisch gebunden wird. Möglicherweise ist die Heparinbindedomäne des VEGF nicht nur in der

Lage, Wechselwirkungen mit dem Zuckerpolymer Heparin sondern auch mit dem Zuckerphosphat-

Rückgrat der DNγ einzugehen, während die Interaktion mit einzelnen Basen eine untergeordnete

Rolle spielen.

4.3 Bestimmung von Affinitäten in Lösung

γnhand der beiden Beispielaptamere V7t1 und Del5-1 werden im Folgenden die Bindeaffinitäten der

γptamere zum VEGF in Lösung bestimmt. Dabei sollen zum einen die Bindeaffinitäten der beiden

γptamere verglichen werden, zum anderen soll der Einluss von γptamermodiikationen, wie zum

Beispiel die Konjugation mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 untersucht werden. Darüber hinaus wer-

den mögliche γviditätseffekte, eine multivalente Bindung zum VEGF durch Einsatz mehrerer mitein-

ander verbundener γptamere analysiert.

γlle Bindeaffinitäten in Lösung wurden thermophoretisch per MST (Microscaleermophoresis) be-
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stimmt. DieMST beruht auf einem alsermophorese bezeichneten physikalischen Effekt in Fluiden,

der die Bewegung von Molekülen innerhalb eines Temperaturgradienten beschreibt. Die Bewegung

ist von den Moleküleigenschaften wie Größe, Ladung und Hydrophobizität abhängig und ändert sich

somit durch Bindung eines Liganden. Die ermophorese kann mit Hilfe eines Lasers durch punktu-

elles Erhitzen des Fluids in einer Kapillare induziert werden, und die thermophoretische Bewegung

eines luoreszenzmarkiertenMoleküls kann durch zeitliche Änderung des Fluoreszenzsignals gemes-

senwerden [154]. DurchTitrationsexperimente ist esmöglich, dieÄnderung der thermophoretischen

Bewegung mit steigender Ligand-Rezeptor-Interaktion zu messen und diese in einer Bindungskurve

darzustellen.

Die Bindungskurven der Interaktion der unmodiizierten γptamere V7t1 und Del5-1 mit luores-

zenzmarkiertemVEGF sind inγbbildung 4.2 dargestellt. Sie bestätigen die per EMSγnachgewiesene

γptamer-Protein-Bindung undweisen auf eine hoheγffinität beider γptamere zumVEGFhin. Durch

nicht-lineare Kurvenanpassung nach demMassenwirkungsgesetz wurde für die V7t1-VEGF-Bindung

ein KD-Wert von 15,8 nM und für die Del5-1-VEGF-Bindung ein KD-Wert von 65,4 nM ermittelt.

Abbildung 4.2: Bindungskurven der VEGF-V7t1 und VEGF-Del5-1 Bindung.

Dargestellt ist die Änderung des normierten Fluoreszenzsignals ΔFnorm während der ermophorese in γbhängigkeit der

γptamer-Konzentration.

4.3.1 Einfluss von Aptamermodifikationen auf die Affinität

Modiikationen des γptamers wie Konjugation mit Fluorophoren oder die Immobilisierung auf einer

festen Oberläche sind für den Einsatz der γptamere in Microarray-Experimenten oder zur Protein-

aufreinigung notwendig, bergen jedoch die Gefahr, die γptamerfaltung und somit die Targetbindung

zu stören. γnhand des γptamers V7t1 wurde daher der Einluss der γptamermodiikation auf die

VEGF-Bindeaffinität untersucht. Zum einen wurde Cy3-modiiziertes V7t1 eingesetzt zum anderen

wurdenQuantum-Dot-gekoppelte γptamere untersucht. Cy3 ist ein organisches Fluorophor undmit

einemMolekulargewicht von 0,77 kDa gegenüber demV7t1mit einemMolekulargewicht von 7,9 kDa
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ein vergleichsweise kleines Molekül. Es ist terminal in einer 1:1-Stöchiometrie kovalent an das V7t1

gebunden. Ein Quantum Dot ist dagegen eine anorganische Nanokristallstruktur, die etwa die Größe

eines großen Makromoleküls wie z. B. eines Proteins besitzt. Über eine terminale γminomodiizie-

rung können mehrere V7t1-γptamere an einen Quantum Dot gekoppelt werden.

Konjugation mit Cyanin 3

Zunächst wurde zur Bestimmung der Bindeaffinität des Cy3-gekoppelten γptamers V7t1 zum VEGF

eine Bindungskurve aufgenommen, die in γbbildung 4.3 dargestellt ist. Der ermittelte KD-Wert von

63,7 nM ist zwar um das 4,5-fache größer als der des unmodiizierten V7t1, liegt jedoch weiterhin

im niedrigen nanomolaren Bereich. Somit scheint die terminale Modiikation des γptamers die Bin-

dung des VEGF zu beeinlussen, aber nicht zu verhindern. Es zeigt, dass Cy3-markierte γptamere als

Detektionsmoleküle in den nachfolgenden Microarray-Experimenten eingesetzt werden können.

Abbildung 4.3: Bindungskurve der Interaktion von VEGF mit Cy3-markiertem V7t1.

Konjugation mit Quantum Dots

Quantum Dots sind anorganische Nanokristallstrukturen, die ähnlich wie organische Fluorophore

durch Licht einer bestimmtenWellenlänge angeregt werden können und bei Rückkehr in den Grund-

zustand längerwelliges Licht emittieren. Sie können ebenfalls zurMarkierung vonMolekülenwie z. B.

γptameren eingesetzt werden, wobei je ein Quantum Dot mit mehreren γptamermolekülen modii-

ziert werden kann. Dies erlaubt es nicht nurmehrere γptamere eines Typs sondern auchmehrere γp-

tamertypen auf einem Quantum Dot zu immobilisieren. Binden diese γptamertypen unterschiedli-

che Epitope des VEGF, so ist esmöglich, einenmultifunktionalenγptamerliganden zu generieren, der

das VEGF von verschiedenen Seiten bindet (γbbildung 4.4). Dies hat eine erhöhte γvidität, die Ge-

samtheit aller γffinitäten, zur Folge. Ob diese γviditätseffekte bei Kopplung zweier γptamere auftre-

ten und die Bindeaffinität zum VEGF beeinlussen, soll anhand von V7t1- und Del5-1-modiizierten
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Quantum Dots untersucht werden.

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der γvidität zweier Quantum-Dot-gekoppelter γptamere.

Dazu wurde zunächst die Bindeaffinität von V7t1-modiizierten Quantum Dots und Del5-1-modii-

ziertenQuantumDots zumVEGFbestimmt. γus den inγbbildung 4.5 dargestellten Bindungskurven

wurden KD-Werte von 8,9 nM für V7t1 und 47,9 nM für Del5-1-modiizierte Quantum Dots ermit-

telt. Diese KD-Werte sind nicht mit denen vergleichbar, die für Cy3-markierte γptamere bestimmt

wurden, da sie sich auf die Quantum-Dot-Konzentration, nicht die γptamerkonzentration beziehen.

Eine Umrechnung wäre nur möglich, wenn die γnzahl der immobilisierten γptamere pro Quantum

Dot bekannt wäre. Diese konnte jedoch nicht ermittelt werden.

V7t1 Del5-1

Abbildung 4.5: Bindungskurve der Interaktion von VEGF mit V7t1- oder Del5-1-modiizierten Quantum Dots.

γnschließend wurden Quantum Dots mit einer Mischung aus V7t1- und Del5-1-γptameren konju-

giert und die Bindeaffinität bestimmt. Die entsprechende Bindungskurve ist in γbbildung 4.6 darge-
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stellt.

Abbildung 4.6: Bindungskurve der Interaktion von VEGF mit V7t1- und Del5-1-modiizierten Quantum Dots.

Wie der ermittelte KD-Wert von 37,2 nM zeigt, konnte die Bindeaffinität durch den zweizähnigen γp-

tamerliganden nicht wie erwartet verbessert werden. Stattdessen entspricht der ermittelte KD-Wert

näherungsweise demMittelwert der KD-Werte der einzelnenγptamer-Quantum-Dot-Konjugate. Die

γvidität scheint somit keinen positiven Einluss auf dieVEGF-γptamer-Bindung zu haben.Da dieγn-

zahl der γptamere, die an einenQuantumDot gebunden sind, zusätzlich variieren kann und nicht ge-

nau bestimmt werden kann, eignen sich die γptamer-Quantum-Dot-Konjugate nicht als Detektions-

moleküle für die folgenden Microarray-Experimente. Stattdessen wurden Cy3-markierte γptamere

eingesetzt.
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5 Entwicklung von Aptamer-Microarrays zur

Detektion von VEGF

Die derzeit verfügbaren kommerzielle Protein-Microarrays zur simultanen γnalyse verschiedener

Komponenten einer komplexen Probe setzen γntikörper als Detektionsmoleküle ein. Wie in γb-

schnitt 2.2 gezeigt wurde, stellenγptamere eine vielversprechendeγlternative als Fänger- undDetek-

tionsmolekül dar. Während γntikörper oft gegen Peptide entwickelt werden und diese über Epitope

binden, die aus ca. 10‒15 γminosäuren bestehen, werden zur γptamerselektionmeist die kompletten

Proteine eingesetzt. Die γptamer-Protein-Erkennung indet dabei über eine größere Fläche verteilt

statt, die auch als „γptatop“ bezeichnet wird. γptamere erkennen somit die Oberläche des Prote-

ins und können möglicherweise auch Konformationsänderungen des Proteins detektieren. Im Rah-

men dieser γrbeit soll ein Protein-Microarray zur Detektion von VEGF mittels γptameren etabliert

werden. Hierzu wurden zwei verschiedene Microarray-Formate getestet, deren Funktionsprinzip in

γbbildung 5.1 schematisch dargestellt sind: der Reverse Phase und der Sandwich Microarray.

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung eines Reverse Phase und eines Sandwich Microarrays.

Im Reverse Phase Format wird das Zielprotein oder die komplexe Proteinprobe auf einem beschichte-

ten Glasobjektträger immobilisiert und anschließend mit dem luoreszenzmarkierten Detektionsap-

tamer inkubiert. Dieses Format erlaubt es, mit einem Microarray-Experiment ein Zielprotein paral-

lel und unter identischen experimentellen Bedingungen in einer Vielzahl von Proben nachzuweisen
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[155]. Ein kritischer Schritt ist die Immobilisierung der komplexen Probe, da die Proteine hierbei

denaturieren können, wobei die γptatope, an die die γptamere binden, zerstört werden könnten.

Die Immobilisierung des Zielproteins ist im Sandwich Microarray-Format nicht notwendig, statt-

dessen wird ein Fängeraptamer auf den Glasobjektträger aufgebracht und anschließend mit der Pro-

teinprobe inkubiert. Das Zielprotein wird vom Fängeraptamer gebunden und die Detektion erfolgt

mittels eines weiteren Zielprotein-bindenden γptamers, das luoreszenzmarkiert ist. Die beiden ver-

wendeten γptamere müssen gegen unterschiedliche γptatope des Zielproteins gerichtet sein, damit

sie ihr Target gleichzeitig binden können. Durch die doppelte Protein-γptamer-Interaktion ist die Se-

lektivität eines Sandwich Microarrays deutlich höher als die eines Reverse Phase γssays [156]. Durch

γufkonzentrieren des Proteins imSpot nachBindung an das Fängeraptamerweist derγssayweiterhin

eine verbesserte Sensitivität auf.

Zunächst wurde ein Reverse Phase Microarray etabliert und anhand dessen die Eignung der vier aus-

gewählten VEGF-bindenden γptamere als Detektionsmoleküle untersucht.Weiterhin wurde das VE-

GF in komplexen Proteinproben detektiert. Im γnschluss wurden die etablierten Methoden auf das

Sandwich Format übertragen, um eine γlternative zum Reverse Phase Microarray aufzuzeigen.

5.1 Etablierung eines Reverse Phase Aptamer-Microarrays

Ein Reverse Phase Microarray-Experiment gliedert sich in vier γrbeitsschritte, die in γbbildung 5.2

schematisch dargestellt sind und von denen jeder einzelne von verschiedenen Parametern beeinlusst

wird.

Abbildung 5.2: γblauf eines Reverse Phase Microarray-Experiments und Möglichkeiten zur Optimierung.
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Zunächst wird die Proteinlösung auf Glasobjektträgern immobilisiert. Im Rahmen dieser γrbeit wer-

den dazu Nitrocellulose-beschichtete Objektträger verwendet. Insgesamt beinden sich 16 einzelne

Nitrocellulosemembranen auf einemObjektträger, auf diemitHilfe eines vollautomatischen Spotting-

Systems das Protein tropfenweise aufgebracht wird. Dabei kann die Gesamtmenge des aufgebrachten

Proteins variiert werden und die Immobilisierung kann bei verschiedenen Temperaturen und Luft-

feuchtigkeiten stattinden. Darüber hinaus ist es möglich, unterschiedliche Spotting-Puffer einzuset-

zen und ihren Einluss auf die Immobilisierung zu untersuchen. γuf jede der Membranen wird wäh-

rend des Spotting-Vorgangs ein identisches Muster aus maximal 10 × 10 Spots aufgebracht, wobei

im Rahmen dieser γrbeit jedes Protein als Zehnfachreplikat gespottet wurde. Nachdem der Spotting-

Puffer komplett eingetrocknet ist, werden verbleibende freie Bindungsplätze auf der Nitrocellulose-

membran geblockt. Hierzu werden Substanzen genutzt, die möglichst irreversibel an die Nitrocel-

lulose adsorbieren und nicht mit den Detektionsaptameren interagieren, um das Hintergrundsignal

auf ein Minimum zu reduzieren. Sowohl die gewählte Blocksubstanz als auch der Blockpuffer und

die Temperatur, bei der der Blockvorgang durchgeführt wird, können hierauf Einluss nehmen. γls

dritter γrbeitsschritt folgt die Inkubation der Detektionsaptamere. Hierzu können die einzelnen Ni-

trocellulosemembranen mit einem Inkubationsrahmen in einzelne Subarrays abgetrennt werden, die

sich jeweils in einer eigenen Inkubationskammer beinden. Jede Kammer kann individuell mit De-

tektionslösung befüllt werden, so dass parallel 16 verschiedene Inkubationsbedingungen analysiert

werden können. Wichtige Parameter, die die Bindung des Detektionsaptamers an das Targetprotein

beeinlussen, sind die Konzentration des Detektionsaptamers, die Zusammensetzung des Inkubati-

onspuffers, die Inkubationstemperatur und -zeit. Das Fluoreszenzsignal der gebundenen Detektions-

aptamere wird abschließend mit einem Laser-Scanner detektiert, wobei die Laserintensität und die

Signalampliizierung per Photoelektronenvervielfacher (Photomultiplier Tube, PMT) variiert werden

können. Um Schäden an der Nitrocellulosemembran zu verhindern, wurden alle Reverse Phase Mi-

croarrays bei einer Laserintensität von 33t gescannt und lediglich das PMT-Gain an das maximale

Fluoreszenzsignal angepasst, so dass dies knapp unterhalb der Sättigung lag.

5.1.1 Proteinimmobilisierung

Wie in γbbildung 5.2 dargestellt, ist ein Reverse Phase Microarray-Experiment von diversen Para-

metern abhängig, so dass in jedem der vier γrbeitsschritte dieses Detektions-γssays Optimierungs-

potential besteht. Im Folgenden wird die Proteinimmobilisierung genauer betrachtet. Hierbei wur-

den die Proteinlösungen mit Hilfe eines kontaktfreien Spotting-Systems (Nanoplotter NP 2.1, Ge-

SiM) tropfenweise auf die Nitrocellulosemembran aufgebracht. Das Volumen eines einzelnen Trop-

fens des Nanoplotters beträgt laut Herstellerangaben in Kombination mit der verwendeten Spitze

NanoTip γ–J zwischen 0,2 und 0,4 nL. Das exakte Volumen ist dabei von den eingestellten Spotting-

Parametern wie der Spannung und Frequenz abhängig, die bei allen Slides konstant bei 70 V und 100
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s-1 lagen. γußerdem wird es von der Viskosität der Probe beeinlusst. Die Gesamtmenge des auf die

Nitrocellulose gespotteten Proteins ist durch die γnzahl der Tropfen, die pro Spot abgegeben werden,

und die Proteinkonzentration regulierbar.

Das Blockieren der Nitrocellulosemembran wurde nicht verändert und jeweils mit 1t BSγ in PBS

durchgeführt. Um die Vergleichbarkeit der Signalintensitäten zu gewährleisten, wurden alle Micro-

arrays bei einer Laserintensität von 33t und einem PMT-Gain von 280 gescannt.

γls Maß für die Spotqualität wurde das Signal-Rausch-Verhältnis (SNR) eines jeden Spotsignals nach

Formel B.2 berechnet. Es ist durch die mittlere Intensität des Nutzsignals im Verhältnis zum mittle-

ren Rauschen des Störsignals deiniert [157] und es beschreibt in welchem Maß sich das Spotsignal

vom Hintergrund abhebt. In der DNγ-Microarray-Technologie wird das Detektionslimit eines Spots

durch eine minimale SNR von 3 deiniert [158].

Um die optimale Proteinmenge pro Spot zu identiizieren, wurde VEGF in einer Konzentration von

400 µg/mL auf vier Microarrays gespottet, wobei die Tropfenzahl pro Spot variiert wurde. Die Pro-

teinimmobilisierung wurde bei einer Luftfeuchtigkeit von 70t durchgeführt, da bereits in vorherge-

henden γrbeiten gezeigt wurde, dass die erhöhte Luftfeuchtigkeit positiven Einluss auf das spätere

Microarray-Signal hat [159]. γnschließend wurde der Microarray mit verschiedenen Konzentratio-

nen V7t1 inkubiert und es wurde sowohl die SNR als auch die Signalintensität der Spots betrachtet.

Die Ergebnisse sind in γbbildung 5.3 dargestellt.

Abbildung 5.3: Einluss der immobilisierten Proteingesamtmenge auf die SNR und Signalintensität.

Das beste Signal-Rausch-Verhältnis ist abhängig von der Konzentration des Detektionsaptamers und

wurde bei 6–10 Tropfen pro Spot erzielt, wobei sich bei niedrigen γptamerkonzentrationen eher ei-

ne höhere Tropfenzahl und bei hohen Konzentrationen eine niedrigere Tropfenzahl eignet. Mit stei-

gender Tropfenzahl nahm die Intensität des Fluoreszenzsignals aufgrund der höheren Probenmenge

zu. Gleichzeitig wurde das schnelle Eintrocknen des Spots verhindert, wodurch die Spotläche zu-

nahm. Wie γbbildung 5.3 rechts zeigt, nimmt die Intensität des Fluoreszenzsignals mit steigender
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Konzentration des Detektionsaptamers zu und geht bei einer V7t1-Konzentration von ca. 250 nM in

die Sättigung über. Die Signalintensität nimmt mit steigender Tropfenzahl zu, wobei die Kurve des

Microarrays mit 10 Tropfen pro Spot nach Erreichen des Maximums deutlich absinkt, während bei

geringerem Proteingehalt pro Spot die Signalintensität nahezu konstant bleibt. Dies ist vermutlich auf

Quenching-Effekte aufgrund der hohen Fluorophorkonzentration in den Spots zurückzuführen. Für

eine mittlere γptamerkonzentration liefert die Proteinimmobilisierung mit 8 Tropfen pro Spot das

qualitativ beste Signal und gleichzeitig hohe Signalintensitäten ohne deutliche Quenching-Effekte.

Daherwurde dieser Spotting-Parameter für die folgendenReverse PhaseExperimente verwendet.Hier

wurde zunächst der Einluss des Spotting-Puffers auf die Signalintensität untersucht.

Der Spotting-Puffer kann in zweierlei Hinsicht Einluss auf das Microarray-Signal nehmen. Zum

einen ist er das Solvens in dem das Protein gelöst ist und wirkt durch seine Puffereigenschaften

wie dem pH-Wert oder der Ionenstärke direkt auf die Konformation und Stabilität des Proteins ein.

Zum anderen können Zusätze im Spotting-Puffer seine physikalischen Eigenschaften verändern und

so die Benetzung der Nitrocellulosemembran oder das Eintrocknen des Puffers beeinlussen. Dies

kann sich sowohl positiv als auch negativ auf die Proteinimmobilisierung und in Folge dessen auf

das Fluoreszenzsignal auswirken. In einer vergleichenden γnalyse wurden verschiedene Zusätze zum

Spotting-Puffer gegeben, die laut Literatur die Konformation von Proteinen in Lösung stabilisieren

[160, 161, 162, 163] und das VEGF (Konz. 400 µg/mL)wurde in diesenmodiizierten Spotting-Puffern

auf den Microarray gespottet. γls Kontrolle wurden die Puffer ohne Proteinzusatz ebenfalls auf den

Microarray gespottet. Nach Inkubation mit dem Detektionsaptamer V7t1 wurde die Signalintensität

der VEGF-Spots verglichen.

Wie γbbildung 5.4 verdeutlicht, haben Polyethylenglycol (PEG) 200 und Saccharose einen positiven

Einluss auf die Proteinimmobilisierung. BSγ und Glycerol bewirkten keine Änderung des Fluores-

zenzsignals imVergleich zumStandard-Spotting-PufferTBSET-Puffer (TRIS-buffered salinewith ED-

TA and Tween 20) und der Einluss von Trehalose im Bindepuffer ist als negativ zu bewerten. Wie

insbesondere auf den Bildern des Microarray-Scans deutlich wird, wird das Fluoreszenzsignal am

stärksten durch Zugabe von L-γrginin zum Spotting-Puffer ampliiziert, jedoch sind auch für die rei-

ne Puffersubstanz deutliche Spots zu erkennen. Vermutlich geht die basische γminosäure (pI 10,8)

unspeziische elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Detektionsaptamer ein. Gleiches ist für

den denaturierenden Puffer zu beobachten, der als γlternative zum Spotting-Puffer TBSET-Puffer

getestet wurde und ebenfalls γrginin (100 mM) enthält. Beide Puffer sind somit als Spotting-Puffer

ungeeignet. Sowohl PEG 200 als auch Saccharose können hingegen zur Verbesserung des Fluores-

zenzsignals als Supplemente im Spotting-Puffer eingesetzt werden.
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Abbildung 5.4: Einluss des Spotting-Puffers auf die Signalintensität.

γls Standard-Spotting-Puffer wurde TBSET-Puffer verwendet. Ihm wurden 0,5t Trehalose (Tre), 5 t Glycerol (Gl), 5 t

PEG 200 (PEG), 0,5 t BSγ, 0,5t Saccharose (Sac) oder 100mM L-γrginin (γrg) zugegeben und die Signalintensität mit

TBSET-Puffer ohne γdditiv (-) verglichen. Zusätzlich wurde ein denaturierender Puffer (D) als Spotting-Puffer getestet.

5.1.2 Entwicklung des Detektionsassays

Untersuchung der Detektionsbedingungen

Der zweite kritischeγrbeitsschritt einesReverse PhaseMicroarray Experiments ist die Inkubation des

Detektionsaptamers. Die Bedingungen während der Detektionmüssen die Faltung des γptamers und

die Bindung an das Targetprotein ermöglichen, und gleichzeitig unspeziische Bindungen an Nicht-

Targetproteine oder die Nitrocellulosemembran weitestgehend verhindern. Neben dem Detektions-

aptamer, seinem Inkubationspuffer, der optimalen γptamerkonzentration sowie der γptamermodi-

ikation sind die Inkubationszeit und -temperatur entscheidende Faktoren für die Qualität des gene-

rierten Fluoreszenzsignals.

Der Einluss der Inkubationszeit und der -temperatur wurde anhand des γptamers V7t1 untersucht.

γlle γptamer-speziischen Detektionsparameter werden im folgenden Kapitel genauer betrachtet.

Wie in γbbildung 5.5 dargestellt, wird die beste Signalqualität bei 4 °C und einer Inkubationsdau-

er des Detektionsaptamers von zwei Stunden erzielt. Die γptamer-Protein-Bindung scheint bei 4 °C

gegenüber 20 °C begünstigt zu sein, weiterhin ist das Gleichgewicht der Bindung bereits nach zwei
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Stunden erreicht, so dass eine Verlängerung der Inkubationszeit nicht zur Steigerung des Fluores-

zenzsignals führte, sondern stattdessen zu einem verstärkten Hintergrundsignal und in Folge dessen

zu einem γbfall der SNR.

Abbildung 5.5: γbhängigkeit der Signalqualität von der Inkubationsdauer und Temperatur.

Untersucht wurde jeweils die Bindung des γptamers V7t1 an VEGF (800 µg/mL) bei einer Inkubationstemperatur von 4 °C

und 20 °C und einer Inkubationszeit von 2 h bzw. 12 h. Die Konzentration des Detektionsaptamers betrug 100 nM.

Untersuchung der Bindespezifität

Zur Untersuchung der VEGF-Bindespeziität des γptamers V7t1 im Reverse Phase Microarray-Ex-

periment wurde zunächst reines VEGF (200 µg/mL) im Spotting-Puffer PBS auf Nitrocellulose-be-

schichteten Microarrays immobilisiert. Weiterhin wurden als Negativkontrollen PBS ohne Protein-

zusatz sowie die Kontrollproteine Myoglobin und BSγ auf den Objektträger gespottet. Myoglobin

und BSγ weisen unterschiedliche isoelektrische Punkte auf, wobei das BSγ mit einem pI von 4,7

saure Proteine repräsentiert und das Myoglobin (pI 6,8/7,2) einen ähnlichen isoelektrischen Punkt

wie das VEGF besitzt. Um die unspeziischen Bindungen unter realen Bedingungen zu untersuchen,

wurden die Kontrollproteine in höherer Konzentration (1mg/mL) als das VEGF gespottet, da auch in

einer komplexen Probe ein Überschuss an Fremdprotein zu erwarten ist. Nach Blockieren der Mem-

bran mit 1t BSγ ins PBS wurden alle Proteine parallel mit verschiedenen Konzentrationen des De-

tektionsaptamers V7t1 im Bindepuffer TBSE inkubiert. Nach Scannen der Slides wurde die relative

Signalintensität der einzelnen Spots aus der Differenz des mittleren Spotsignals und des mittleren

Hintergrundsignals berechnet. Im Folgenden wird dies verkürzt als „Signalintensität“ bezeichnet. Die

Proteinspots bei niedriger, mittlerer und hoher γptamerkonzentration sowie die entsprechenden Si-

gnalintensitäten sind in γbbildung 5.6 dargestellt. Es wird deutlich, dass das γptamer V7t1 an VE-

GF bindet, jedoch keine Wechselwirkungen mit der Nitrocellulosemembran oder Bestandteilen des

Spotting-Puffers PBS eingeht. Bei niedriger und mittlerer γptamerkonzentration sind ebenfalls keine

Interaktionenmit BSγ nachweisbar, lediglich eine hohe Konzentration des Detektionsaptamers führt
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zu unspeziischen Bindungen. Das Fluoreszenzsignal des Myoglobins hingegen ist im niedrigen und

mittleren Bereich mit dem des VEGF vergleichbar und übersteigt dieses bei hoher Konzentration um

mehr als das doppelte. Mit dem Ziel diese unspeziischen Bindungen zu minimieren, werden sie im

folgenden γbschnitt genauer charakterisiert.

Abbildung 5.6: Nachweis der Bindung des V7t1 an VEGF per Reverse Phase Microarray.

Das VEGF wurde in einer Konz. von 0,2mg/mL gespottet, BSγ und Myoglobin jeweils in einer Konz. von 1,0mg/mL.

Charakterisierung unspezifischer Wechselwirkungen

Um die unspeziischen Wechselwirkungen des γptamers V7t1 mit dem Myoglobin genauer zu un-

tersuchen, wurde der oben beschriebene γssay mehrfach wiederholt wobei die γptamerinkubation

sowie die Waschschritte nach der Inkubation variiert wurden. Durch stringenteres Waschen durch

verlängerte Waschzeiten und Erhöhung der Ionenstärke im Waschpuffer konnte das Fluoreszenzsi-

gnal für Myoglobin zwar reduziert werden, allerdings verringerte sich gleichzeitig das Signal für VE-

GF (Daten nicht gezeigt). Es war nicht möglich, die unspeziisch gebundenen γptamere wieder vom

Myoglobin zu lösen. Daher wurde der Fokus auf die γptamerinkubation gerichtet. Da die unspezii-

schen Wechselwirkungen zum Myoglobin (pI 6,8/7,2), nicht aber zum BSγ (pI 4,7) auftreten, wurde

aufgrund der unterschiedlichen isoelektrischen Punkte und der daraus resultierenden unterschiedli-

chen Ladungen der Proteine vermutet, dass die Bindung durch elektrostatische Wechselwirkungen

vermittelt wird. Daher wurde durch Zusatz von Natriumchlorid zum Bindepuffer die Ionenstärke er-

höht, wodurch elektrostatische Wechselwirkungen verringert werden. Da hierdurch das Signal des

Myoglobins nicht signiikant reduziert wurde (Daten nicht gezeigt), konnten unspeziische elektro-

statische Wechselwirkungen ausgeschlossen werden.

Stattdessen wurde der Einluss hydrophober Wechselwirkungen analysiert, indem diese durch Zu-

satz von 0,05t Tween 20 zum Bindepuffer gehemmt wurden. Wie γbbildung 5.7 zeigt, reduzierte

sich die maximale Signalintensität des VEGF durch Zusatz von Tween 20 auf 50t, die des Myoglobin
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Ohne Tween 20 Mit Tween 20

Abbildung 5.7: Reduktion unspeziischer Wechselwirkungen zwischen V7t1 und Myoglobin durch Zusatz von 0,05t
Tween 20 zum Bindepuffer.

Das VEGF wurde in einer Konz. von 0,2mg/mL gespottet, BSγ und Myoglobin jeweils in einer Konz. von 1,0mg/mL.

auf 2,5t im Vergleich zum Bindepuffer ohne Tween 20. Hydrophobe Wechselwirkungen scheinen

somit sowohl an der Bindung des γptamers an VEGF als auch an das Myoglobin beteiligt zu sein.

Da die unspeziischen Wechselwirkungen mit dem Myoglobin auf diese Weise unterbunden werden

konnten, wurden alle weiteren Microarray-Experimente mit Zusatz von Tween 20 im Bindepuffer

durchgeführt. Dieser modiizierte Bindepuffer wird im Folgenden als TBSET (TBSE+Tween 20) be-

zeichnet.

Mit dem veränderten Bindepuffer wurde der Reverse PhaseMicroarray γssay auf elektrostatisch kon-

trollierte unspeziische Bindungen gegenüberNicht-Targetproteinen, sowie unspeziische Bindungen

gegenüber einer komplexen Proteinprobe untersucht. γls Kontrollproteine wurden zum einen BSγ

als Repräsentant für negativ geladene Proteine, Myoglobin als neutrales Protein und -Chymotrypsin

als positiv geladenes Protein eingesetzt. γls komplexe Negativkontrolle diente FCS, das aus einem

Gemisch von Blutserumproteinen besteht, unter denen sich einige Wachstumsfaktoren und somit

VEGF-ähnliche Proteine beinden. Für eine Vergleichbarkeit der Signalintensitäten wurden alle Pro-

teine in einer Konzentration von ca. 500 µg/mL gespottet. Wie γbbildung 5.8 zeigt, wurde keine un-

speziische Bindung an BSγ, Myoglobin und FCS, jedoch eine starke Bindung an -Chymotrypsin

nachgewiesen. Eine solche Protein-DNγ-Interaktion wurde für das -Chymotrypsin bereits in Ver-

bindungmit genomischerDNγbeschrieben. γnhand vonVerdrängungsexperimentenwurde gezeigt,

dass die DNγ über positiv geladene basische γminosäuren auf der Proteinoberläche gebunden wird,

wobei keine speziische Binderegion identiiziert wurde [164].

γufgrund seiner positiven Ladung unter den gegebenen Detektionsbedingungen ist es möglich, dass

die Bindung des -Chymotrypsins an dasγptamerV7t1 auf elektrostatischenWechselwirkungen zum

negativ geladenen Zucker-Phosphat-Rückgrat des γptamers basiert. Um diese eorie zu bestätigen,
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Abbildung 5.8: Untersuchung der Bindung von V7t1 an VEGF und Nicht-Targetproteine im Reverse Phase Microarray.

γlle Proteine wurden in einer Konzentration von ca. 500 µg/mL gespottet.

wurden dieDetektionsexperimentemitmodiiziertemγptamerbindepufferwiederholt.Mit demZiel,

die elektrostatischen Wechselwirkungen zu verringern, wurde zum einen durch Erhöhung der Natri-

umchloridkonzentration die Ionenstärke des Bindepuffers erhöht, zum anderen wurde der pH-Wert

variiert, der die Ladung der Proteine direkt beeinlusst. γbbildung 5.9 stellt links die Signalintensität

des VEGF- und -Chymotrypsin in γbhängigkeit von der Natriumchloridkonzentration im Binde-

puffer dar. Mit steigender Ionenstärke des Puffers nimmt sowohl die Signalintensität des VEGF als

auch des -Chymotrypsin ab, was in beiden Fällen auf eine elektrostatisch kontrollierte Interaktion

zwischen γptamer und Protein hinweist. Unabhängig vom Salzgehalt des Puffers ist das Signal des

-Chymotrypsins dabei mehr als doppelt so hoch wie das des VEGF, was aufgrund des basischen

isoelektrischen Punktes von 8,75 im Vergleich zum VEGF (pI 7,58) erklärbar ist.

Abbildung 5.9: γbhängigkeit unspeziischer Bindungen des V7t1 vom Salzgehalt und pH-Wert des Bindepuffers.

γlle Proteine wurden in einer Konzentration von ca. 500 µg/mL gespottet.

In γbbildung 5.9 ist die γbhängigkeit der Protein-γptamer-Interaktion vom pH-Wert des Bindepuf-

fers dargestellt. Es wird deutlich, dass mit sinkendem pH-Wert die unspeziischen Bindungen des
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γptamers stärker werden. Während bei pH 7, dem pH-Wert des ursprünglich verwendeten Binde-

puffers, nur ein Signal für VEGF und -Chymotrypsin detektiert wurde, ist bei pH 4 auch eine schwa-

che, aber detektierbare Interaktion des V7t1 mit Myoglobin, BSγ und FCS vorhanden. Mit steigen-

dem pH-Wert nimmt sowohl die Signalintensität des VEGF als auch die des -Chymotrypsins ab,

wobei wiederum unabhängig vom pH-Wert das Signal des -Chymotrypsins stärker ist als das des

VEGF. Die γbhängigkeit der Signalintensitäten vom pH-Wert des Bindepuffers bestätigt die eorie

einer elektrostatisch kontrollierten Protein-γptamer-Interaktion und zeigt gleichzeitig die Grenzen

eines γptamer-basierten Reverse Phase γssays auf: Hohe Konzentrationen basischer Proteine kön-

nen die speziische Detektion des VEGF in einer komplexen Probe verhindern. Daher ist es notwen-

dig entsprechende Negativkontrollen durchzuführen und störende Proteine gegebenenfalls vor dem

Microarray-Experiment abzutrennen.

5.1.3 Charakterisierung der Aptamer-Protein-Bindung

Die Optimierung der Spotting- und Detektionsbedingungen während des Reverse PhaseMicroarray-

Experiments wurden anhand des Modellaptamers V7t1 durchgeführt, ohne andere γptamere zu be-

trachten. Für eine speziische und sensitive Detektion des Targetproteins VEGF ist die Wahl des rich-

tigen Detektionsmoleküls mit möglichst hoher γffinität zum VEGF entscheidend. Daher wurde die

γffinität der vier ausgewähltenVEGF-bindendenγptamere sowie des Kontrollaptamers 266 zumVE-

GF untersucht.Während in 4.3 bereits die γptamer-VEGF-Bindung in Lösung analysiert wurde, wird

hier die γffinität zum immobilisierten VEGF betrachtet. Da die Konjugation des γptamers mit dem

Fluorophor Cy3 unerlässlich ist, jedoch möglicherweise die γptamerfaltung beeinlusst, wurde jedes

γptamer jeweils mit Fluoreszenzmarkierung am 3’- und 5’-Terminus getestet. γnschließend wurde

für jedes γptamer die optimale Konzentration zur VEGF-Detektion bestimmt und unter Berücksich-

tigung der optimierten Bedingungen wurde die unspeziische Bindung an BSγ, Myoglobin und -

Chymotrypsin untersucht.

Aptamer-Affinitäten zum VEGF

Zur Bestimmung der γffinität der einzelnen γptamere zum VEGF wurde das Protein unter Berück-

sichtigung der optimierten Parameter auf den Microarray gespottet und anschließend bei 4 °C für 2

Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen des Detektionsaptamers inkubiert. Nach dem Scan-

nen desMicroarrays wurde die Signalintensität der VEGF-Spots bestimmt und wie in γbbildung 5.10

dargestellt gegen die γptamerkonzentration aufgetragen. Durch nicht-lineare Kurvenanpassung un-

ter Verwendung der Hill-Gleichung B.3 [165] wurde die Dissoziationskonstante KD
* der Interaktion

zwischen γptamer und VEGF berechnet. Im Gegensatz zur Charakterisierung der γffinität per MST
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V7t1 Del5-1

33t5 SL2B

266

Abbildung 5.10: Bindungskurven der Interaktion von VEGF mit den VEGF-bindenden γptameren V7t1, Del5-1, 33t5,
SL2B sowie dem Kontrollaptamer 266.
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(γbschnitt 4.3) war es im Microarray-Format nicht möglich, den KD-Wert per Massenwirkungsge-

setz zu berechnen, da die Gesamtmenge des auf dem Microarray immobilisierten VEGF nicht exakt

bestimmt werden kann. ImGegensatz zumKD-Wert, der einMaß für die γffinität darstellt, das unab-

hängig von der Konzentration der beiden Bindungspartner ist, beschreibt der KD
*-Wert die Konzen-

tration eines Bindungspartners, der einen halbmaximalen Effekt erzielt [166], [167]. Im hier durchge-

führtenMicroarray-Experiment entspricht dies der γptamerkonzentration, bei der die halbmaximale

Intensität des Fluoreszenzsignals erreicht wird. Der KD
*-Wert ist von der Gesamtmenge des immo-

bilisierten VEGF abhängig und somit nur systemintern vergleichbar.

Wie in γbbildung 5.10 ersichtlich, weist das γptamer V7t1 unabhängig von der Position der Fluo-

reszenzmarkierung am 3’ oder 5’-Terminus mit KD
*-Werten von 4,8 nM und 18,4 nM eine hohe Bin-

deaffinität zum VEGF auf. Das γptamer 33t5 mit Fluoreszenzmarkierung am 3’-Terminus weist mit

3,1 nM die höchste γffinität auf, erreicht jedoch eine deutlich schwächere maximale Fluoreszenzin-

tensität als das 5’-markierte γptamer, dessen γffinität mit 68,9 nM ebenfalls im niedrigen nanomola-

ren Bereich liegt. Dies ist möglicherweise auf unterschiedliche Markierungseffizienzen der γptame-

re zurückzuführen. Das γptamer SL2B zeigte ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal und ist daher

kaum als γffinitätsligand zur VEGF-Detektion geeignet. Eine präzise Bestimmung der Bindeaffini-

tät war aufgrund der geringen Signalintensität nicht möglich, so dass die ermittelten KD
*-Werte von

581,4 nM± 324,1 nM (Cy3-Markierung am 3’-Terminus) und 345,9 nM± 202,3 nM (Cy3-Markierung

am 5’-Terminus) Standardabweichungen von über 50t aufwiesen. Für das γptamer Del5-1 konnte

keine Bindung zum VEGF nachgewiesen werden. Die Intensitäten der Fluoreszenzsignale waren ver-

gleichbar mit denen des γptamers 266, das als Negativkontrolle eingesetzt wurde und dessen Bin-

dungskurve ebenfalls in γbbildung 5.10 dargestellt ist.

Im Gegensatz zum EMSγ wurden somit im Reverse Phase Microarray-Format Unterschiede in der

Bindeaffinität der verschiedenenγptamere zumVEGF sichtbar.Möglicherweise sind diese auf die Im-

mobilisierung des VEGF zurückzuführen, bei der das Protein seine Konformation verändert. Die γp-

tamere Del5-1 und SL2B gehen aus dem gleichen Ursprungsaptamer hervor und sind daher vermut-

lich gegendas gleicheγptatop gerichtet.Möglicherweisewird dieseswährendderVEGF-Immobilisie-

rung zerstört oder unzugänglich, so dass keine Bindung der γptamere mehr stattinden kann.

ImGegensatz dazu erwiesen sich die γptatope, gegen die V7t1 und 33t5 gerichtet sind, auch nach der

Immobilisierung als stabil. γufgrund ihrer geringen KD
*-Werte eignen sich diese γptamere als Detek-

tionsmoleküle im Reverse Phase Microarray-Experiment. Im folgenden γbschnitt wird ihre optimale

Konzentration zur Detektion von VEGF ermittelt.
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Optimale Konzentration des Detektionsaptamers

Die Wahl der richtigen Konzentration des Detektionsmoleküls ist für die Sensitivität eines Protein-

detektions-γssays entscheidend. Bei geringer γptamerkonzentration ist das Fluoreszenzsignal ge-

ring, bei hoherγptamerkonzentration besteht dieGefahr der unspeziischenBindung anNicht-Target-

proteine sowie ein hohes Hintergrundsignal. Um die optimale Konzentration für die einzelnen γp-

tamere zu identiizieren wurde die SNR der VEGF-Spots bei verschiedenen γptamerkonzentrationen

verglichen. Dies ist in γbbildung 5.11 dargestellt.

Abbildung 5.11: Bestimmung der optimalen γptamerkonzentration zur Detektion von VEGF.

Für beide γptamere nahm die SNR mit steigender γptamerkonzentration zu. Für das γptamer V7t1

erreichte sie ihr Maximum bei einer Konzentration von 94 nM (Cy3-Markierung am 3’-Terminus)

und 375 nM (Cy3-Markierung am 5’-Terminus). Im Falle des γptamers 33t5 war das Maximum erst

bei 1500 nM erreicht. Bei weiterer Steigerung der γptamerkonzentration sank die SNR aufgrund des

steigenden Hintergrundsignals und möglicherweise auch aufgrund von Quenching-Effekten wieder.

Die SNR-Werte des 5’-Cy3-markierten γptamers 33t5 sind trotz eines ca. doppelt so hohen Fluo-

reszenzsignals (siehe γbbildung 5.10) deutlich geringer als die des 3’-Cy3-markierten 33t5. Dies wird

durch ein hohes Rauschen desHintergrundsignals verursacht. γmPunkt dermaximalen SNR liegt die

optimale Konzentration des jeweiligen Detektionsaptamers. In den folgenden Experimenten diente

sie als Orientierung in welcher Konzentration welches γptamer zur VEGF-Detektion eingesetzt wird.

Sie sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

Spezifität der Detektionsaptamere

Für die Detektion des VEGF in einer komplexen Proteinprobe ist die Bindespeziität des Detektions-

aptamers ein entscheidender Faktor. Diese soll bei den optimierten Detektionsbedingungen für die

vier γptamervarianten anhand der Proteine BSγ, Myoglobin und -Chymotrypsin untersucht wer-
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Abbildung 5.12: Untersuchung der Bindespeziität der γptamere V7t1 und 33t5 gegenüber BSγ, Myoglobin und -
Chymotrypsin.

den.Hierzuwurden die jeweiligen Proteine in einer Konzentration von 400 µg/mL auf denMicroarray

gespottet und mit den unterschiedlichen γptameren im jeweils optimierten Konzentrationsbereich

inkubiert. γnschließend wurde die Signalintensität des Fluoreszenzsignals verglichen. Eine graische

Darstellung ist in γbbildung 5.12 gezeigt.

Es zeigt, dass alle vier γptamervarianten an VEGF, aber kaum an BSγ und Myoglobin binden. Da-

gegen treten, wie bereits in γbbildung 5.8 für das γptamer V7t1 deutlich wurde, starke Wechselwir-

kungen mit dem -Chymotrypsin auf, die zu einem bis zu 9-fach stärkeren Fluoreszenzsignal führen.

Lediglich das 33t5 mit Modiikation am 3’-Terminus zeigt ein vergleichsweise geringes Signal für -

Chymotrypsin. Gleichzeitig ist jedoch auch das VEGF-Signal deutlich schwächer als das der anderen

γptamerkandidaten.Die sequenzunabhängige Bindungdes -Chymotrypsins an alleγptamere bestä-

tigt die eorie von Narayanan und Pal, die von unspeziischen elektrostatischen Wechselwirkungen

zwischen DNγ und -Chymotrypsin ausgehen [164]. Insgesamt weist das γptamer V7t1 mit Cy3-

Modiikation am 3’-Terminus die höchste Speziität zum VEGF auf. Gegenüber dem VEGF zeigt es

die zweithöchste Signalintensität, die Bindung an BSγ undMyoglobin ist dagegen kaumnachweisbar.

Zusammenfassung

DurchOptimierung verschiedener γssay-Parameter wurde ein γptamer-Microarray im Reverse Pha-

se Format etabliert, der zur Detektion vonVEGF in komplexen Proben eingesetzt werden kann. Ist die

Probe reich an basischem Fremdprotein, können dabei unspeziische Wechselwirkungen auftreten.

Je nach Zusammensetzung der Probe ist es möglicherweise notwendig, die störenden Komponenten

vor Durchführung des Microarray-Experiments abzutrennen. γls optimale Bedingungen zur Prote-

inimmobilisierung haben sich das kontaktlose Spotten bei erhöhter Luftfeuchtigkeit mit 8 Tropfen

pro Spot und Zusatz von PEG 200 im Spotting-Puffer TBSET-Puffer erwiesen. Die Detektion wurde
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bei 4 °C für zwei Stunden durchgeführt. γußerdem wurde für die γptamere V7t1 und 33t5 die opti-

male Konzentration zur VEGF-Detektion ermittelt. Diese sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst. Die

γnalysen zeigten weiterhin, dass die beiden γptamere Del5-1 und SL2B sich nicht zum Einsatz als

Detektionsmolekül im Reverse Phase Format eignen.

Tabelle 5.1: Bindeaffinität und Optimale γptamerkonzentration zur Detektion im Reverse Phase Microarray.

Aptamer Position des

Fluorophors

KD* [nM] Optimale

Aptamerkonz. zur

Detektion [nM]

Eignung zur VEGF-

Detektion im Reverse Phase

Format

V7t1 3’ 4,8 ± 0,5 94 Ja

V7t1 5’ 18,4 ± 4,4 375 Ja

Del5-1 3’ Keine Bindung - Nein

Del5-1 5’ Keine Bindung - Nein

33t5 3’ 3,1 ± 0,6 375–1500 Bedingt*

33t5 5’ 68,9 ± 23,9 1500 Ja

SL2B 3’ 581,4 ± 324,1 - Nein

SL2B 5’ 345,9 ± 202,3 - Nein

*γufgrund der geringen Signalintensität (siehe γbbildung 5.10)

5.1.4 Detektion von VEGF

Bestimmung der Nachweisgrenze und des dynamischen Bereichs

Zwei wichtige Kennwerte zur Beurteilung der Leistungsfähigkeit eines Detektions-γssays sind die

Nachweisgrenze und der dynamische Bereich. Die Nachweisgrenze ist einMaß für die Sensitivität des

γssays und wird in γnlehnung zur DNγ-Microarray-Technologie durch eine SNR>3 deiniert [158].

γb diesem Signal-Rausch-Verhältnis hebt sich das Fluoreszenzsignal eines Proteinspots signiikant

vom Rauschen des Hintergrundsignals ab. Oberhalb der Nachweisgrenze beginnt der dynamische

Bereich des γssays. Er beschreibt den Konzentrationsbereich des γnalyten, innerhalb dessen eine

Signalintensität eindeutig einer γnalytenkonzentration zugeordnet werden kann. Im Idealfall kann

der Zusammenhang zwischen Detektionssignal und Proteinkonzentration mit einer linearen Funk-

tion beschrieben werden, die in der Regel an der unteren und oberen Grenze des dynamischen Be-

reichs in eine Kurve übergeht. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze und des dynamischen Bereichs

des Microarray-γssays unter Verwendung der verschiedenen γptamere wurde VEGF in einer 1:2-

Verdünnungsreihe gespottet und anschließend mit dem jeweiligen γptamer inkubiert. γnschließend

wurden die SNR und die Signalintensität berechnet und gegen die VEGF-Konzentration aufgetragen.

Sie sind in γbbildung γbbildung 5.13 dargestellt.

Wie aus der γuftragung der SNR gegen die VEGF-Konzentration deutlich wird, lag die Nachweis-

grenze des V7t1 unabhängig von der Position der Cy3-Markierung bei 50 µg/mL (1,1 µM). Der dyna-

mische Bereich erstreckte sich bis zu einer Konzentration von 750 µg/mL (17 µM), wobei die Kurve
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V7t1

33t5

Abbildung 5.13: Nachweisgrenzen und dynamische Bereiche der VEGF-Detektion mit den γptameren V7t1 und 33t5.

des 3’-terminal markierten V7t1 bereits ab einer Konzentration von 400 µg/mL deutlich erkennbar

ablachte. Die Kurve des 5’-Cy3 markierten V7t1 hingegen war im gesamten untersuchten Konzen-

trationsbereich linear, was vermuten lässt, dass der dynamische Bereich über eine Konzentration von

800 µg/mL hinausreicht.

Die Nachweisgrenze bei Verwendung des Detektionsaptamers 33t5 war ebenfalls unabhängig von der

Position des Fluorophors und lag mit einer Konzentration von 200 µg/mL (4,4 µM) deutlich über der

des V7t1. Der dynamische Bereichwurde hier ebenfalls nur bis zu einer Konzentration von 800 µg/mL

untersucht. Der Kurvenverlauf deutet allerdings darauf hin, dass die obere Grenze des dynamischen

Bereichs deutlich oberhalb dieser Konzentration lag.

Im Vergleich der beiden γptamere ist das V7t1 aufgrund seiner geringeren Nachweisgrenze für ei-

ne sensitive VEGF-Detektion besser geeignet als das 33t5. In den folgenden Versuchen zur VEGF-

Detektion aus komplexen Proteinlösungen wurde daher das V7t1 als Detektionsmolekül eingesetzt.
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VEGF-Detektion in komplexen Proteinproben

Zur Untersuchung der γnwendbarkeit des Reverse Phase Microarrays zur VEGF-Detektion wurden

zunächst verschiedene komplexe Proteinproben aus einer jeweils deinierten Menge FCS und VEGF

hergestellt. FCS besteht zu großen Teilen aus BSγ, enthält aber auch diverse Wachstumsfaktoren,

Immunglobuline und kleine Moleküle wie Hormone, γminosäuren, Saccharide und Lipide [168]. Die

komplexen Proben wurden mit Hilfe des etablierten Reverse Phase Microarrays unter Verwendung

von V7t1 als Detektionsaptamer analysiert. Zum einen wurde VEGF in einer Endkonzentration von

400 µg/mL zu FCS in verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,125 und 2mg/mL gegeben, um eine

mögliche Limitierung der Proteinbindekapazität derNitrocellulosemembran zu untersuchen. Sowohl

die VEGF-haltigen FCS-Proben als auch reine FCS-Proben gleicher Konzentration wurden auf den

Microarray gespottet. Zum anderen wurde VEGF in verschiedenen Konzentrationen zwischen 50

und 800 µg/mL zur einer 500 µg/mL FCS-Lösung gegeben und sowohl die VEGF-FCS-Gemische als

auch die reinen VEGF-Lösungen auf den Microarray gespottet. Hierdurch sollte untersucht werden,

ob die Quantiizierung von VEGF in einer komplexen Probe möglich ist. γbbildung 5.14 zeigt die

ermittelten Signalintensitäten in γbhängigkeit von der FCS-Konzentration (links) und der VEGF-

Konzentration (rechts).

Abbildung 5.14: Detektion von VEGF in einem komplexen Proteingemisch aus FCS.

Es wird deutlich, dass das FCS in niedrigen Konzentrationen keine und in höheren Konzentrationen

ab 0,5 mg/mL nur geringe unspeziische Wechselwirkungen mit dem Detektionsaptamer V7t1 ein-

geht. Weiterhin wird das VEGF-Signal durch γnwesenheit des FCS nicht beeinlusst. Dies zeigt, dass

bis zu einer Gesamtproteinkonzentration von 2,4 mg/mL und dem gewählten Spotting-Parameter

von 8 Tropfen pro Spot die Beladungskapazität der Nitrocellulosemembran noch nicht erreicht ist.

Es ist somit theoretisch möglich, auch höher konzentrierte Lösungen zu analysieren.

Wie γbbildung 5.14 rechts zeigt, ist die Detektion von VEGF in der komplexen Probe möglich. Die

Signalintensität der VEGF-FCS-Probe unterscheidet sich nur unwesentlich von der des reinen VE-
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GF und beide zeigen einen nahezu linearen Zusammenhang zwischen Signalintensität und VEGF-

Konzentration. γnhand einer Kalibrationskurve könnte somit die VEGF-Konzentration in einer un-

bekannten FCS-Probe ermittelt werden.

VEGF-Detektion in Zelllysaten

Nachdem die Detektion von VEGF in FCS-Lösungen erfolgreich getestet wurde, wurde das oben be-

schriebene Experiment mit einem Gemisch aus VEGF und Zelllysat durchgeführt. Im Vergleich zum

FCS ist die Komplexität des Zelllysats höher, da es eine größere Vielfalt an Proteinen beinhaltet und

diverse DNγ- und RNγ-Moleküle enthält. Das Zelllysat wurde durch Kultivierung des plasmidfreien

E. coli-Stamms BL21(DE3) und anschließendem Zellaufschluss per Ultraschall gewonnen. Das Lysat

wurde auf Gesamtproteinkonzentrationen von 0,16 bis 2,5 mg/mL verdünnt und mit VEGF in einer

Endkonzentration von 400 µg/mL versetzt. Wie γbbildung 5.15 links verdeutlicht, wird das Lysat un-

speziisch vom Detektionsaptamer V7t1 gebunden. Dabei ist die Signalintensität des reinen Zelllysats

nahezu konzentrationsunabhängig höher als das des mit VEGF supplementierten Lysats. Ähnlich wie

die in γbschnitt 5.1 beschriebenen unspeziischen Bindungen gegenüber -Chymotrypsin sind die-

se falsch-positiven Signale vermutlich auf elektrostatische Wechselwirkungen mit positiv geladenen

Lysatbestandteilen, z. B. mit basischen Proteinen zurückzuführen.

Abbildung 5.15: Detektion von VEGF in einem komplexen Proteingemisch aus Zelllysat.

Im zweiten Teil des Experiments wurde das auf 400 µg/mL verdünnte Zelllysat mit VEGF in verschie-

denen Konzentrationen versetzt und die Signalintensität mit der des reinen VEGF gleicher Konzen-

tration verglichen. γbbildung 5.15 rechts stellt die Signalintensitäten in γbhängigkeit von der VEGF-

Konzentration dar. Sowohl für die komplexe Proteinprobe als auch für das freie VEGFwar ein nahezu

linearer Zusammenhang zu beobachten, wobei die Signalintensität des VEGF im Lysat durchschnitt-

lich um 10.000 relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) höher war als die des reinen VEGF. γufgrund

dieses hohen Hintergrundsignals ist die Detektion des VEGF im Zelllysat unter der Voraussetzung
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möglich, dass die sonstige Zusammensetzung des Lysats konstant bleibt und eine entsprechende Ne-

gativkontrolle berücksichtigt wird. Dennoch entsteht schon durch kleine Ungenauigkeiten, wie z.B.

in der Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration, ein vergleichsweise großer Messfehler. Zur De-

tektion des VEGF aus Zelllysat ist der entwickelte γssay daher nur bedingt geeignet.

Das im Rahmen dieser γrbeit rekombinant hergestellte VEGF wurde wie in Kapitel 3 beschrieben

während der Produktion in E. coli Einschlusskörperchen eingelagert. Zur Isolation des VEGF wur-

den die Proteinaggregate solubilisiert wobei der entstehende Inclusion-Bodies-Rohextrakt weniger

Fremdprotein enthält als das Zelllysat. Es wurde getestet, ob es möglich ist, die Produktion des VE-

GF zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der Proteinexpression mit Hilfe des Reverse Phase

Microarrays zu überwachen. Hierzu wurde der E. coli BL21(DE3)-Stamm mit pET16b-VEGF-His-

Plasmid kultiviert, die VEGF-Expression mit IPTG induziert und vor der Induktion sowie zu meh-

reren Zeitpunkten nach der Induktion etwas Zellsuspension entnommen. Die Zellen wurden auf-

geschlossen, der Inclusion-Bodies-Rohextrakt isoliert und solubilisiert. Die Proben wurden anschlie-

ßend per SDS-PγGE und per Reverse Phase Microarray analysiert. Die Microarray-γnalysen zeigen

einen deutlichen γnstieg der Signalintensität in Folge der Induktion der Proteinexpression (darge-

stellt in γbbildung 5.16). Das Signal steigt bis 4 Stunden nach Induktion der Expression an und sinkt

bei 20 h wieder ab. Dieses Ergebnis wird durch das Bandenmuster im Proteingel gestützt. γuch hier

ist in der γusgangsprobe kaum Protein detektierbar, in den Proben zwischen 1 h und 4 h nach In-

duktion der Expression ist eine starke VEGF-Bande sichtbar, die in der 20 h Probe noch deutlich

vorhanden ist, jedoch an Intensität verloren hat. Diese Resultate zeigen, dass die Beobachtung der

VEGF-Produktion im Inclusion-Bodies-Solubilisat mit Hilfe des Reverse Phase Microarrays möglich

ist.

Abbildung 5.16: Detektion der VEGF-Produktion per Reverse Phase Microarray und SDS-PγGE.

Hiermit zeigt sich ein mögliches Einsatzgebiet für das Reverse Phase Microarray-Format. Im Gegen-

satz zur γnalytik, wo eine hohe Sensitivität des γssays notwendig ist, werden in der rekombinanten

Proteinproduktion hohe Proteinkonzentrationen erzielt. γufgrund der hohenBeladungskapazität der
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Nitrocellulosemembran ist es mit Hilfe eines Reverse PhaseMicroarrays möglich diese Proben zu un-

tersuchen ohne sie verdünnen zumüssen, während sich sensitivere γssay-Formate wie z. B. ein ELISγ

bereits in der Sättigung beinden würden. Weiterhin ist es denkbar, den anschließenden γufreini-

gungsprozess per Reverse Phase Microarray zu überwachen.

Zusammenfassung

Unter Verwendung des Cy3-markierten Detektionsaptamers V7t1 wurde ein Detektions-γssays im

Reverse PhaseMicroarray-Format zumNachweis von VEGF entwickelt. Der optimierte γssay ermög-

licht die Detektion von VEGF mit einer Nachweisgrenze von 50 µg/mL (1,1 µM) und einem dynami-

schen Bereich bis mindestens 800 µg/mL (17,5 µM). Er wurde erfolgreich zur Detektion von VEGF

in einer komplexen FCS-Probe und in Inclusion-Bodies-Solubilisaten eingesetzt. Die unspeziischen

Bindungen an -Chymotrypsin sowie Bestandteilen des E. coli-Zelllysats hingegen zeigen die Gren-

zen des Reverse Phase Microarrays auf: Sie sind möglicherweise auf die hohe effektive Konzentration

des Proteins in den Spots zurückzuführen, die unspeziische Interaktionen begünstigt [50]. Weiter-

hin ist die Sensitivität des γssays mit einem Detektionslimit von 50 µg/mL im Vergleich zu einem

Detektionslimit von ca. 2,5 µg/mL, das bereits mit einem γptamer-basierten Sandwich γssay erzielt

wurde [74], relativ gering. Dies ist auf die unterschiedlichen γssay-Formate zurückzuführen, da das

Targetprotein im Sandwich Microarray im Spot aufkonzentriert wird.

5.2 Entwicklung eines Sandwich Aptamer-Microarrays

Im Rahmen eines Sandwich γssays wird das Targetprotein durch ein Fängeraptamer gebunden, das

direkt auf dem Glasobjektträger immobilisiert ist, so dass keine Nitrocellulose-beschichteten Ober-

lächen benötigt werden. Nach Inkubation der Proteinlösung erfolgt die Detektionmittels eines zwei-

ten VEGF-bindenden γptamers mit Fluoreszenzmarkierung. Durch die doppelte Protein-γptamer-

Interaktion ist die Selektivität eines Sandwich Microarrays größer als die eines Reverse Phase γs-

says [156], so dass die Gefahr falsch-positiver Signale reduziert wird. Weiterhin wird das Target-

protein durch Bindung an das Fängeraptamer aufkonzentriert, so dass ein geringeres Detektionsli-

mit zu erwarten ist. Daher wurde er als alternative Detektionsmethode zum Nachweis von VEGF

im Microarray-Format getestet, wobei zwei verschiedene Experimentabläufe verglichen wurden, die

schematisch in γbbildung 5.17 dargestellt sind.

Im klassischen γblauf eines Sandwich γssays (dargestellt in γbbildung 5.17 γ) wird der mit dem

Fängeraptamermodiizierte Slide in zwei Schritten zunächstmit demTargetprotein und anschließend

mit dem Detektionsaptamer inkubiert. γls γlternative wurde die Präinkubation des Targetproteins

und des Detektionsaptamers getestet (γbbildung 5.17 B). Hier werden zunächst das Targetprotein
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und das Detektionsaptamer im Reaktionsgefäß gemischt und erst im γnschluss mit dem Microarray-

Slide inkubiert. Falls die γptamer-Protein-Bindung an der Microarray-Oberläche sterisch gehindert

ist, kann dieses Format die Detektion des Targetproteins positiv beeinlussen , da eine der γptamer-

Protein-Bindungen in Lösung stattindet.

Zur Entwicklung eines Sandwich γssays ist zunächst die γuswahl geeigneter γptamere als Fänger-

und Detektionsmoleküle notwendig. Hier wurden die bereits für den Reverse Phase Microarray ein-

gesetzten VEGF-bindenden γptamere getestet. Bei der Wahl der Oberläche und der Methode zur

Immobilisierung des Fängeraptamers wurde darauf geachtet, die γptamerfaltung und in Folge dessen

die VEGF-Bindung des γptamers nach der Immobilisierung in möglichst geringem Maße zu beein-

trächtigen. Weiterhin wurden verschiedene Bedingungen wie Pufferzusammensetzung, Inkubations-

temperatur und -zeit während des Blockierens der Glasoberläche sowie der Protein- und γptamer-

inkubation getestet und die Scan-Parameter zur Detektion des Fluoreszenzsignals angepasst.

5.2.1 Auswahl geeigneter Microarray-Oberflächen und Aptamere

Die Immobilisierung der VEGF-bindenden γptamere auf dem Microarray soll über eine terminale

γminogruppe erfolgen, die es erlaubt, die γusrichtung des γptamers auf der Glasoberläche zu kon-

trollieren und somit die γptamerfaltung inmöglichst geringemMaße zu beeinlussen. Dennoch kann

durch sterische Hinderung an der festen Oberläche die molekulare Flexibilität des γptamers einge-

schränkt und somit die γptamerfaltung in ihre typische dreidimensionale Konformation behindert

werden. In diesem Fall wird die Erkennung und Bindung des Targetproteins inhibiert. Durch Einsatz

von Spacern zwischen γptamer und Oberläche können mögliche sterische Hinderungen reduziert

werden, da die Spacer wie ein lexibler γrm den γbstand zwischen γptamer und Oberläche ver-

größern. Die Spacer-Moleküle können entweder während der Oligonukleotidsynthese zwischen die

γptamersequenz und die terminale γminogruppe eingebracht werden, oder durch chemische Modi-

izierung derGlasoberläche auf dieser verankert werden. Zur Entwicklung des SandwichMicroarrays

wurden 3D-γldehyd-Slides (Polyγn GmbH, Berlin) verwendet. Hierbei handelt es sich um Glasob-

jektträger, die mit einer dreidimensionalen Matrix aus langkettigen Polymeren beschichtet sind, die

als Spacer-Moleküle dienen. Die Polymere sind kovalent mit der Glasoberläche verbunden und bil-

den wie in γbbildung 5.18 dargestellt eine baumartige Struktur mit Ästen aus γldehydgruppen. Die

Distanz zwischen Glasoberläche und γldehydgruppen beträgt laut Herstellerangaben bis zu 50 nm.

Die γldehydgruppen ermöglichen die direkte Immobilisierung von aminomodiizierten γptameren

in einem Reaktionsschritt. Bei der Wahl von γptameren zum Einsatz im SandwichMicroarray-γssay

wurde auf die bereits im Reverse Phase Format getesteten VEGF-bindenden γptamere V7t1, Del5-1,

SL2B und 33t5 zurückgegriffen. Prinzipiell sind zwei γptamere notwendig, die das Zielmolekül mit

möglichst hoher Speziität und γffinität binden und gegen unterschiedliche γptatope des Targets ge-
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richtet sind, damit sie das Molekül gleichzeitig binden können. Daher bietet sich die Kombination

des γptamers V7t1, das gegen die Rezeptorbindedomäne des VEGF gerichtet ist, mit einem der γp-

tamere Del5-1 oder SL2B an, die an die Heparinbindedomäne binden. Des Weiteren wurde das V7t1

in Kombination mit 33t5 getestet, dessen Binderegion noch nicht zweifelsfrei identiiziert wurde.

Da es sich beim VEGF um ein homodimeres Protein handelt, ist es darüber hinaus ebenfalls mög-

lich das Protein mit zwei identischen γptameren zu binden. γufgrund der antiparallelen γnordnung

der VEGF-Monomere liegen die γptatope dabei an gegenüberliegenden Seiten des Moleküls, so dass

sterische Hinderungen unwahrscheinlich sind.

5.2.2 Immobilisierung des Fängeraptamers

Die Immobilisierung der Fängeraptamere erfolgte nach dem in γbbildung 5.19 dargestellten Reak-

tionsschema. Die aminomodiizierten γptamere wurden in PBS verdünnt und mit dem GeSiM Na-

noplotter kontaktlos mit 6 Tropfen pro Spot, bei einer Spannung von 75 V und einer Frequenz von

100 s-1auf den Slide gespottet, so dass sie in Kontakt mit den γldehydgruppen auf der Glasoberläche

traten. Die Immobilisierungsreaktion beginntmit einemnukleophilenγngriff der terminalenγmino-

gruppe des γptamers auf das Carbonylkohlenstoffatom der γldehydgruppe. Das entstehende Halba-

min stabilisiert sich durch γbspaltung von Wasser zum Imin. Dabei wird das Gleichgewicht der Re-

aktion durch Entfernung von Wasser beim Eintrocknen der Spots auf die Seite der Produkte verscho-

ben. In einem zweiten Reaktionsschritt wurden die nicht abreagierten γldehydgruppen mit TRIS (2-

γmino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol ) geblockt.Die Reaktion verläuft nachdemselbenMecha-

nismus wie die γptamerimmobilisierung und wurde über 2 h bei Raumtemperatur durchgeführt. Um

den Erfolg der γptamerimmobilisierung zu überprüfen, wurden die γptamere mit SYBR Green II an-

gefärbt, einem Fluoreszenzfarbstoff, der einzelsträngige DNγ bindet. γbbildung 5.19 rechts zeigt ei-

nen γusschnitt des Microarray-Scans nach SYBR Green II Färbung. Es wurden die VEGF-bindenden

γptamere V7t1 und Del5-1, das Kontrollaptamer 266 und reine Pufferlösung ohne γptamer gespot-

tet. Dieγptamerspots zeigten imGegensatz zur Pufferlösung deutlich erkennbare Fluoreszenzsignale,

deren Intensitäten je nachγptamer variierten. Dies ist vermutlich auf die unterschiedliche γnfärbung

der verschiedenen γptamerstrukturen zurückzuführen. Weiterhin ist es möglich, dass die γptamere

in unterschiedlicher Effizienz auf den Slide immobilisiert wurden.

5.2.3 Blockierung der Glasoberfläche

Da dasVEGFwie viele andere Proteine anGlasoberlächen adsorbiert und somit für ein hohesHinter-

grundsignal sorgen würde, wurden die Objektträger vor Durchführung des Microarray-Experiments

in einer Proteinlösung inkubiert, um die freien Bindungsplätze zu besetzen. Hierzu wird vielfach das
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Protein BSγ eingesetzt, das im Rahmen dieses γssays jedoch die VEGF-γdsorption nicht komplett

unterbinden konnte. Das Milchprotein ß-Casein wird wie das BSγ als „weiches“ Protein klassiiziert,

das eine instabile Proteinstruktur besitzt und in Folge dessen dazu neigt, an jegliche Oberlächen zu

adsorbieren [169]. Caseine wurden daher als alternatives Blockreagenz getestet. Weiterhin wurde der

Einluss des Blockpuffers und der Temperatur während des Prozesses untersucht. Hierzu wurden un-

modiizierte Microarray-Slides in eine Inkubationskammer eingespannt und jeder hierdurch entste-

hende Subarray wurde bei unterschiedlichen Bedingungen geblockt. γnschließend wurden die Slides

zunächst für 2 h mit VEGF dann für 2 h mit dem luoreszenzmarkierten γptamer V7t1 inkubiert und

bei einer Wellenlänge von 532 nm gescannt. Das durchschnittliche Hintergrundsignal wurde für jede

Bedingung aus dem mittleren Hintergrundsignal an je zehn zufällig ausgewählten Flächen des Slides

bestimmt.

γbbildung 5.20 zeigt drei γusschnitte des Scans eines Glasobjektträgers nach Inkubation mit VEGF

undV7t1. Sie zeigen je einen Subarray der entweder nicht geblockt, mit BSγ geblockt odermit Casein

geblockt wurde. Das Hintergrundsignal wird durch den Blockingvorgang stark reduziert, wobei sich

Casein deutlich besser als Blockreagenz eignet als BSγ. Dies wird zusätzlich durch γbbildung 5.21

verdeutlicht, die die Signalintensität des Hintergrunds in γbhängigkeit von den Blockbedingungen

darstellt. Durch Blockieren mit BSγ wurde das Hintergrundsignal je nach verwendetem Puffer auf

27t–43t reduziert, durch Blockieren mit Casein auf 4t–7t. Der verwendete Puffer hat nur einen

geringen Einluss auf die Effizienz des Blockvorgangs, wobei PBS (pH 7,4) und TBSET-Puffer (pH

7,0) besser geeignet sind als SBB (pH 9,0). Weiterhin wird deutlich, dass durch Erhöhung der Blo-

ckingtemperatur auf 30 °C das Hintergrundsignal nochmals reduziert wurde. Der Einluss der Inku-

bationsdauer im Blockpuffer wurde nicht untersucht, der Vorgang wurde standardmäßig über Nacht

durchgeführt. Für die folgenden Versuche wurde TBSET als Blockpuffer verwendet, da somit das γb-

sättigen der Glasoberläche und das Blockieren nicht abreagierter γldehydgruppen zu einem Schritt

zusammengefasst werden konnte.

5.2.4 Entwicklung des Detektions-Assays

Nachweis der VEGF-Bindung

In einem ersten Sandwich Microarray-Experiment wurde das VEGF-bindende γptamer V7t1 und

als Negativkontrolle das γptamer 266 auf einen Microarray-Slide immobilisiert. γnschließend wur-

den sie in verschiedenen Subarrays mit VEGF, Myoglobin oder reiner Pufferlösung inkubiert und im

nachfolgenden Detektionsschritt mit dem Cy3-markierten γptamer Del5-1 inkubiert. Der Slide wur-

de bei 532 nm Wellenlänge und 100t Laserintensität gescannt und die Signalintensitäten der ein-

zelnen Spots wurden berechnet. Die Ergebnisse des Experiments sind in γbbildung 5.22 dargestellt.

Mit dem Fängeraptamer V7t1 war es möglich, das VEGF auf der Microarray-Oberläche zu binden
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und mit dem Detektionsaptamer Del5-1 wurde das Protein erfolgreich detektiert. Die γptamerkom-

bination aus V7t1 und Del5-1 zeigte jedoch auch unspeziische Bindungen gegenüber dem Kontroll-

protein Myoglobin, wobei die Signalintensität ca. 63t des VEGF-Signals betrug. Weiterhin waren

Wechselwirkungen zwischen Fängeraptamer und Detektionsaptamer (Signalintensität ca. 25t des

VEGF-Signals) nachweisbar. Im Gegensatz dazu zeigte das Fängeraptamer 266 weder eine Bindung

an VEGF oder Myoglobin noch Wechselwirkungen mit dem Detektionsaptamer Del5-1. Die spezi-

ische VEGF Bindung in Sandwich Microarray-γssay wurde somit prinzipiell nachgewiesen, wobei

ebenfalls deutlich wurde, dass der γssay genauer charakterisiert und optimiert werden muss.

Vergleich der Experimentabläufe

Während der Durchführung der Sandwich Microarray-Experimente wurde festgestellt, dass das VE-

GF nicht nur an die immobilisierten γptamere sondern trotz Blockierung des Slides mit Casein auch

an die Glasoberläche bindet, was in einem erhöhten Hintergrundsignal resultierte. Um dies zu ver-

hindern, wurden demBindepufferwährend der Proteininkubation BSγoderγmmoniumsulfat in ver-

schiedenen Konzentrationen zugegeben. BSγ soll als Trägerprotein die Stabilität des VEGF in Lösung

erhöhen. γmmoniumsulfat kann als kosmotropes Salz in niedrigen Konzentrationen die Löslichkeit

der Proteine erhöhen [170]. Weiterhin wurden die in γbbildung 5.17 vorgestellten Vorgehenswei-

sen zur Durchführung eines Sandwich Microarray-γssays verglichen. Dazu wurde ein Experiment

im klassischen zweistuigen Sandwich γssay durchgeführt, bei dem die Protein- und die Detekti-

onsaptamerlösung in zwei Schritten nacheinander mit dem Slide inkubiert wurden. Unter gleichen

Bedingungen wurde ein zweites Experiment durchgeführt, in dem Protein und Detektionsaptamer

zunächst im Reaktionsgefäß gemischt und anschließend gemeinsam auf dem Slide inkubiert wurden.

γbbildung 5.23 stellt die Signalintensität und die SNR als Maß für die Signalqualität der VEGF-Spots

in γbhängigkeit zum Bindepuffer dar. Der Zusatz von BSγ zum Bindepuffer erhöhte die Signalinten-

sität leicht, wobei in nachfolgenden Experimenten geklärt werden müsste, ob es sich hierbei mögli-

cherweise um unspeziische Bindungen der γptamere mit BSγ handelt. Die γdsorption des VEGF

an die Glasoberläche wurde nicht inhibiert, so dass die SNR sich durch γnwesenheit des BSγ kaum

veränderte. Der Zusatz von γmmoniumsulfat zum Bindepuffer hingegen steigerte sich die SNR ins-

besondere im Präinkubations-γssay signiikant gegenüber der Vergleichsprobe obwohl gleichzeitig

die Signalintensität abnahm. Das γmmoniumsulfat inhibierte somit nicht nur die Wechselwirkungen

zwischen VEGF und Glasoberläche sondern auch die γptamer-VEGF-Bindung. γufgrund der ver-

besserten Signalqualität wurden die folgenden Experimente als Präinkubationsassay durchgeführt.

Zusätzlich bietet der Zusatz geringer Mengen γmmoniumsulfat zum Bindepuffer in einer Konzen-

tration von maximal 50mM möglicherweise einen γnsatz, die Signalqualität weiter zu verbessern.

Dieser wurde im Rahmen dieser γrbeit jedoch nicht weiterverfolgt.
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Vergleich verschiedener Detektionsaptamere

Für die Funktion eines Detektions-γssays im Sandwich Format sind zwei kompatible γptamere not-

wendig, die das Targetprotein an unterschiedlichen Regionen und im Idealfall von sich gegenüber-

liegenden Seiten aus binden. In den vorhergehenden Versuchen wurde ein Sandwich Microarray-

Experiment mit dem Fängeraptamer V7t1 und dem Detektionsaptamer Del5-1 erfolgreich durchge-

führt. Im folgenden Experiment sollen beide γptamere als Fängeraptamere in Kombination mit den

anderen VEGF-bindenden γptameren untersucht werden.

Wie γbbildung 5.24 verdeutlicht, ist das γptamer V7t1 als Fängeraptamer mit allen anderen anti-

VEGF-γptameren als Detektionsaptamer kompatibel. Lediglich in Kombination mit der Kontrollse-

quenz 266 wurde kein Signal detektiert. In Kombination mit Sl2B, Del5-1, 33t5 und auch dem V7t1

war esmöglich, das VEGF zu detektieren, wobei die höchste Signalintensität mit SL2B als Detektions-

aptamer erzielt wurde.Die erfolgreicheVEGF-DetektionmitV7t1 als Fänger- undDetektionsaptamer

ist mit der Struktur des VEGF erklärbar. Das Protein bildet ein Homodimer, wobei das V7t1 ver-

mutlich nur die Rezeptorbindedomäne eines Monomers bindet, so dass ein zweites Cy3-markiertes

V7t1-γptamer das andere Monomer binden kann.

Im Gegensatz zum V7t1 ist das Del5-1 lediglich mit dem Detektionsaptamer V7t1 kompatibel. Das

Del5-1 bindet genau wie das SL2B an die Heparinbindedomäne des VEGF und verhindert möglicher-

weise, dass dort ein weiteres γptamer binden kann. Da das γptamer 33t5 mit dem V7t1, nicht aber

mit dem Del5-1 kompatibel ist, ist zu vermuten, dass es ebenfalls gegen die Heparinbindedomäne des

VEGF gerichtet ist.

Unabhängig von der γptamerkombination ist zu beobachten, dass alle Sandwich-Microarray-Experi-

mente, die eine VEGF-Detektion erlauben, gleichzeitig unspeziische Wechselwirkungen gegenüber

Myoglobin zeigen. Dabei beträgt die Signalintensität der Myoglobin-Proben je nach γptamer zwi-

schen 10t und 48t der des VEGF-Signals. Diese unspeziischen Bindungen werden im folgenden

γbschnitt genauer untersucht.

Untersuchung unspezifischer Bindungen

Der Präinkubationsassay (γbbildung 5.17) wurde auf unspeziische Bindungen gegenüber Casein, -

Chymotrypsin, Myoglobin und BSγ untersucht. Hierzu wurde jeweils eine 50 nM VEGF-Lösung mit

einer Endkonzentration von 1 µM Kontrollprotein versetzt und im Sandwich γssay mit dem Fän-

geraptamer V7t1 und dem Detektionsaptamer SL2B inkubiert. Weiterhin wurde die gleiche Men-

ge Kontrollprotein im Bindepuffer ohne VEGF gelöst und ebenfalls per Sandwich Microarray-γssay

analysiert. Wie das Balkendiagramm in γbbildung 5.25 zeigt, sind im Gegensatz zum klassischen

Microarray-γblauf (γbbildung 5.22) kaum unspeziische Bindungen an die Negativkontrollproteine
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vorhanden, obwohl diese in deutlichem Überschuss vorliegen. Dennoch beträgt die Signalintensität

in allen VEGF-freien Proben unabhängig vom Protein im Bindepuffer ca. 1500 RFU, was ca. 30t

des höchsten VEGF-Signals entspricht. Dieses Signal entsteht vermutlich durch Wechselwirkungen

zwischen Fänger- und Detektionsaptamer. Es ist zu vermuten, dass auch die detektierten Signale

der Myoglobinproben im vorhergehenden Experiment auf diese Wechselwirkungen zurückzuführen

sind. Weiterhin wird deutlich, dass die Kontrollproteine zwar keine unspeziischen Signale im γssay

hervorrufen, jedoch die Bindung des VEGF an die γptamere stören. Besonders effektiv inhibierte das

-Chymotrypsin die Bindung des VEGF, so dass die Signalintensität abzüglich des Puffersignals um

96t sank. Dies lässt darauf schließen, dass die Kontrollproteine entweder mit dem Fängeraptamer

V7t1 oder dem Detektionsaptamer SL2B, nicht aber mit beiden γptameren gleichzeitig interagieren.

Entsprechende Wechselwirkungen des -Chymotrypsin mit verschiedenen γptameren wurden be-

reits im Reverse Phase Microarray Format beobachtet (γbbildung 5.12). Weiterhin sind auch Wech-

selwirkungen mit dem VEGF denkbar.

Zusammenfassung

Der γufbau eines Sandwich γssays zur Proteindetektion ist aufgrund einer Vielzahl zu berücksichti-

gender Parameter deutlich komplexer und zeitaufwändiger als der eines Reverse Phase Microarrays.

Trotz unspeziischer Wechselwirkungen zwischen Fänger- und Detektionsaptamer oder der Störung

der γptamerbindung zum Targetprotein durch andere basische Proteine wie das -Chymotrypsin,

konnte gezeigt werden, dass ein Sandwich Microarray-γssay unter Verwendung der ausgewählten

VEGF-bindenden γptamere durchführbar ist. Dabei wurden in den bisherigen Experimenten nur ge-

ringe unspeziische Signale durch Bindungen von Nicht-Targetproteinen detektiert. Jedoch können

insbesondere basische Proteine die Detektion des VEGF behindern. Die Versuche zur Charakterisie-

rung des γssays wurden mit VEGF-Konzentrationen von 50–200 nM durchgeführt, was einer Mas-

senkonzentration von 2,25–10 µg/mL entspricht. Somit ist das bereits erzielte Detektionslimit min-

destens 20-mal niedriger als das Detektionslimit des optimierten Reverse Phase γssays. Nach Opti-

mierung des Sandwich γssays ist eine weiter verringerte Nachweisgrenze zu erwarten. Insbesondere

diese Sensitivität macht ihn zu einer vielversprechenden γlternative zum Reverse Phase Detektions-

γssay für die analytischer γnwendung.
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Abbildung 5.17: γbläufe der Microarray-Experimente im Sandwich Format.

γ: Im klassischen Experimentablauf wird der γptamer-modiizierte Microarray zunächst mit der Protein- dann mit der

Detektionsaptamerlösung inkubiert. γnschließend wird das Fluoreszenzsignal quantiiziert. B: Im Präinkubations-γssay

wird das Protein zunächst mit dem Detektionsaptamer inkubiert und das γptamer-Protein-Gemisch anschließend auf den

γptamer-modiizierten Microarray aufgetragen. Im γnschluss wird das Fluoreszenzsignal quantiiziert.
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Abbildung 5.18: Oberlächenmodiikation der verwendeten 3D-γldehyd Microarray-Substrate.

Abbildung 5.19: Reaktionsschema und Nachweis der γptamerimmobilisierung durch Färbung mit SYBR Green II.

Links: Das Reaktionsschema zeigt im ersten Schritt die Immobilisierung aminomodiizierter γptamere auf γldehyd-

Microarrays. Im zweiten Reaktionsschritt werden die nicht abreagierten γldehydgruppen mit TRIS blockiert. Rechts: Die

γptamere wurden in einer Konzentration von 25 µM unter Standard-Spotting-Bedingungen (siehe γnhang B.7.2) auf den

Slide gespottet. Die Färbung der einzelsträngigen DNγ erfolgte mit SYBR Green II, die Detektion bei 532 nm Wellenlänge

und einer Laserintensität von 100t.
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Abbildung 5.20: VEGF-Hintergrundsignal eines ungeblockten, mit BSγ geblockten und mit Casein geblockten Slides.
Die Slides wurden nach dem Blockieren erst mit 50 nM VEGF dann mit 50 nM V7t1 inkubiert. Die γusschnitte stammen
aus dem gleichen Scan bei identischen Kontrast- und Helligkeitseinstellungen.

Abbildung 5.21: Reduktion des Hintergrundsignals durch verschiedene Bedingungen während des Blockingvorgangs.

Links: Die Blockierung wurde bei Raumtemperatur durchgeführt. Rechts: Die Blockierung erfolgtemit 0,5t Casein in PBS.

Abbildung 5.22: Nachweis der Proteinbindung im Sandwich Microarray-Format mit dem Detektionsaptamer Del5-1.

Die Inkubation erfolgte zunächst mit 100 nM VEGF oder Myoglobin in TBSET oder reinem TBSET (ohne Protein), die

Detektion erfolgte mit je 100 nM Del5-1.
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Abbildung 5.23: Einluss des Inkubationspuffers und des Experimentablaufs auf die VEGF-Detektion im Sandwich

Microarray-Format.

Fängeraptamer V7t1 Fängeraptamer Del5-1

Abbildung 5.24: Untersuchung verschiedener Detektionsaptamere in Kombination mit dem Fängeraptamer V7t1 (links)
und Del5-1 (rechts).

Es wurden jeweils 50 nM VEGF und Myoglobin eingesetzt, die Detektion erfolgte mit je 100 nM des Detektionsaptamers.

Abbildung 5.25: Nachweis unspeziischer Bindungen im Präinkubations-Sandwich-Microarray-γssay.

Es wurden jeweils 50 nM VEGF eingesetzt, die Detektion erfolgte mit 100 nM SL2B.
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6 Entwicklung einer Aptamer-basierten

Aufreinigungsstrategie

Wie im γbschnitt 5.2 beschrieben, wurden VEGF-bindende γptamere erfolgreich auf Microarray-

Oberlächen immobilisiert, wobei ihre VEGF-Bindeaktivität erhalten blieb. Die Immobilisierung der

γptamere wird im Folgenden auf oberlächenmodiizierte Magnetpartikel übertragen, um eine γffi-

nitätsmatrix zur γufreinigung von VEGF herzustellen. Das Prinzip der γptamerimmobilisierung und

VEGF-γufreinigung ist in γbbildung 6.1 schematisch dargestellt.

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der γptamer-basierten γufreinigung von VEGF.

Die γptamere dienen als γffinitätsliganden zur Bindung von VEGF, dieMagnetpartikel als festes Trä-

germaterial, das per magnetischer Separation von den Proteinen in der lüssigen Phase abgetrennt

werden kann. Zur Herstellung der γffinitätsmatrix werden aminomodiizierte γptamere eingesetzt

und kovalent an dieMagnetpartikeloberläche gebunden. Die γminogruppe beindet sich am 3’- oder

5’-Terminus des Oligonukleotids und ermöglicht es wie im Microarray-γssay, die Orientierung der

immobilisierten γptamere zu kontrollieren. Dies kann fehlerhafte γptamerfaltungen verhindern, die
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zu verminderter Bindeaktivität führen würden [61]. Ihre funktional-aktive dreidimensionale Konfor-

mation nehmen die immobilisierten γptamere ein nachdem sie in den γptamer-spezifschen Selekti-

onspuffer gebracht werden. Sie werden anschließend mit einer VEGF-haltigen Lösung inkubiert und

können ihr Targetprotein binden. Nach erneuter magnetischer Separation sowie mehreren Wasch-

schritten kann das gebundene VEGF durch Änderung der Pufferbedingungen eluiert werden. Dies

kann durch Schwächung der Targetbindung oder durch Destabilisation der γptamerfaltung erfolgen.

Im Rahmen dieser γrbeit wurden zunächst die Einzelschritte der γptamer-basierten γufreinigung

des VEGF charakterisiert und optimiert, um ein möglichst effizientes γufreinigungssystem zu entwi-

ckeln. γnschließend wurde die γnwendbarkeit des optimierten Systems zur γufreinigung von VEGF

aus komplexen Proteingemischen untersucht.

6.1 Bereitstellung der Affinitätsmatrix

6.1.1 Auswahl geeigneter Magnetpartikeloberflächen

Zur Entwicklung neuer Systeme zur Proteinaufreinigung im Labormaßstab eignen sich Magnetparti-

kel als stationäre Phase, da sie mit Standardkopplungsreaktionen individuell modiiziert werden kön-

nen. Zusätzlich können sie mit einem Magnetständer einfach und effektiv von der lüssigen Phase

separiert werden, so dass γufreinigungsprozesse in kleinem Volumen von minimal 20 µL durchge-

führt werden können. Magnetpartikel, die für die γufreinigung von Proteinen verwendet werden,

haben typischerweise einen Durchmesser von 0,1–10 µm wodurch sie im Vergleich zu ihrem Volu-

men eine große Oberläche zur Immobilisierung von γffinitätsliganden bereitstellen. Ihr γufbau ist

in γbbildung 6.2 schematisch dargestellt.

Abbildung 6.2: γufbau und typische Oberlächenmaterialien von Magnetpartikeln.
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Die Partikel besitzen einen super-paramagnetischen Kern, der aus einem Gemisch von Maghemit

( -Fe2O3) und Magnetit (Fe3O4)-Partikeln besteht. Die Eisenoxidpartikel sind in das Oberlächenpo-

lymer eingebettet und zusätzlich mit einer eisenfreien Schicht aus Oberlächenpolymer überzogen.

Je nach Hersteller und Partikeltyp werden unterschiedliche Oberlächenmaterialien eingesetzt, wo-

bei häuig γgarose, Siliciumdioxid (Silica) oder Polystyrol verwendetet werden. Um die Kopplung

von Oligonukleotiden oder Proteinen zu ermöglichen, tragen die Oberlächenpolymere funktionelle

Gruppen, wie Carboxyl-, Hydroxyl- oder γminogruppen, teils in präaktivierter Form. Je nach Kom-

bination von Oberlächenmaterial und funktioneller Gruppe unterscheiden sich die Magnetpartikel

in ihren chemischen Eigenschaften, wie Hydrophobizität, Oberlächenladung oder Reaktivität.

Wie schon im Rahmen der Microarray-Experimente im Sandwich-Format (γbschnitt 5.2.3) gezeigt,

neigt das VEGF zur irreversiblen γdsorption an Oberlächen. Dies würde während der γufreinigung

zu erheblichem Proteinverlust führen und soll daher unterbunden werden. Die γdsorption wird zum

einen von den Proteineigenschaften zum anderen von der Beschaffenheit des Oberlächenmateri-

als und den γdsorptionsbedingungen beeinlusst. Daher wurde zunächst die VEGF-γdsorption auf

Silica-Magnetpartikeln bei unterschiedlichen Pufferbedingungen untersucht. Da mit Hinblick auf die

γnwendung in der γffinitätsaufreinigung, das γptamer auf seinen speziischen γptamerbindepuffer

angewiesen ist, wurden die Pufferbedingungen auf Grundlage des γptamerbindepuffers TBSE va-

riiert. Das VEGF wurde in TBSE mit verschiedenen Zusätzen mit carboxyfunktionalisierten Silica-

partikeln ohne γptamermodiikation inkubiert und die unspeziische VEGF-γdsorption wurde per

SDS-PγGE analysiert.

γbbildung 6.3 zeigt das silbergefärbte Proteingel nachDurchführung des Inkubationsexperiments. Es

Abbildung 6.3: VEGF-γdsorption an unmodiizierte Silica-Magnetpartikel.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M), die VEGF-Lösung vor Inkubation (V) und nach Inkubation (Ü)

mit den Magnetpartikeln.
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wurde für jeden Pufferzusatz jeweils die VEGF-haltige Lösung vor der Inkubation (V) und der Über-

standnach der Inkubationmit denMagnetpartikeln (Ü) aufgetragen. Eswird deutlich, dass nach Inku-

bation inTBSEohneZusätze das komplette Protein vonden Silica-Magnetpartikeln adsorbiertwurde,

so dass imÜberstand kein Proteinmehr nachweisbar war. Durch Zugabe von Tween 20 undNatrium-

chlorid zum Bindepuffer wurde die γdsorption kaum verhindert, die Zugabe von Harnstoff bzw. SDS

reduzierte dieγdsorption umca. 38t. Insgesamt kann somit keiner der Zusätze denγdsorptionspro-

zess an die Silica-Partikel effektiv verhindern, zumal Harnstoff und SDS in höheren Konzentrationen

das Targetprotein denaturieren würden. Da stärkere Veränderungen des Bindepuffers, z. B. die Va-

riation des pH-Werts, mit großer Wahrscheinlichkeit eine verminderte Bindeaktivität des γptamers

zur Folge hätten, wurde auf weitere Modiikationen des Bindepuffers verzichtet. Stattdessen wurde

anhand von Silica-, Polystyrol- und γgarose-Magnetpartikeln der Einluss des Oberlächenmaterials

auf die VEGF-γdsorption untersucht.

Abbildung 6.4: Konjugation von carboxylmodiizierten Magnetpartikeln mit TRIS.

Dazu wurden die verschiedenen Magnetpartikel zunächst wie in γbbildung 6.4 dargestellt mit TRIS

konjugiert, um elektrostatische Wechselwirkungen der Carboxylgruppen mit dem als Kation vorlie-

genden VEGF zu verhindern. Die Säuregruppen der Silica- und Polystyrol-Magnetpartikel wurden

dazumit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) aktiviert, so dass diese imγnschluss

von der γminogruppe des TRIS nukleophil angegriffen werden konnte. Die γgarose-Magnetpartikel

lagen bereits präaktiviert als NHS-Ester vor, der direkt vom TRIS substituiert werden konnte.

Die Magnetpartikel wurden jeweils mit VEGF im γptamerbindepuffer inkubiert, der Überstand wur-

de abgenommen und die Partikel wurden dreimal mit Bindepuffer gewaschen. γnschließend wurden

sie in SDS-Probenpuffer aufgekocht, umdas andieMagnetpartikel adsorbierte Protein abzulösen, und

alle Fraktionen wurden per SDS-PγGE analysiert. Das silbergefärbte Gel ist in γbbildung 6.5 darge-

stellt. Das VEGF adsorbierte während der Inkubation mit den Magnetpartikeln genauso stark an die

Oberlächen aus γgarose wie an die Silica-Partikel, so dass im Überstand kein Protein mehr detek-
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tierbar war. Dagegen wiesen die Magnetpartikelfraktionen (MP) jeweils eine starke VEGF-Bande auf.

Die VEGF-γdsorption an Polystyrol-Magnetpartikel war im Gegensatz deutlich schwächer. Im Pro-

teingel unterscheidet sich das Bandenmuster und die Intensität der γusgangslösung (V) nicht vom

Überstand nach Inkubation mit den Magnetpartikeln (Ü). In der Magnetpartikelfraktion ist den-

noch eine schwache VEGF-Bande erkennbar, die auf eine nur geringe VEGF-γdsorption hinweist.

Die Polystyrol-Magnetpartikel haben sich somit als das am besten geeignete Trägermaterial für die

VEGF-γufreinigung erwiesen und wurden für die nachfolgenden Experimente verwendet.

Abbildung 6.5: VEGF-γdsorption an verschiedene Magnetpartikeloberlächen.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M), die VEGF-Lösung vor Inkubation (V) und nach Inkubation (Ü)

mit den Magnetpartikeln, die letzte Waschfraktion (W) und das per SDS-Probenpuffer von den Magnetpartikeln abgelöste

Protein (MP).

Oberflächenmodifikation der Polystyrol-Magnetpartikel

Mit demZiel, die VEGF-γdsorption an die Polystyrol-Magnetpartikel vollständig zu verhindern, wur-

de zunächst der γdsorptionsvorgang an die Polystyrol-Oberläche genauer untersucht. Die γdsorp-

tion von Proteinen an Oberlächen ist ein komplexer Vorgang, der in der Regel aus einer Kombinati-

on von Van-der-Waals-Kräften, Wasserstoffbrückenbindungen sowie hydrophoben und elektrostati-

schen Wechselwirkungen zwischen Protein und Oberläche entsteht. Je nach Protein- und Oberlä-

chenstruktur kann die γdsorption durch eine dieser Wechselwirkungen kontrolliert werden, so dass

diese der geeignete γngriffspunkt ist, um den γdsorptionsvorgang zu inhibieren.

Um herauszuinden, welche der Wechselwirkungen einen besonders starken Einluss auf die VEGF-

γdsorption an die Polystyrol-Magnetpartikel hat, wurde die Salzabhängigkeit der γdsorption unter-

sucht. Während eine elektrostatisch kontrollierte γdsorption durch hohe Salzkonzentrationen inhi-

biert wird, kann eine aus anderen Wechselwirkungen resultierende γdsorption sogar verstärkt wer-
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den, da die intermolekulare γbstoßung abnimmt [171].

Es wurden im Experiment sowohl carboxylmodiizierte als auch gemäß γbbildung 6.4 hergestellte

TRIS-modiizierte Polystyrol-Magnetpartikel eingesetzt. Die Magnetpartikel wurden mit VEGF im

γptamerbindepuffer TBSE mit Zusatz von 100mM oder 300mM NaCl inkubiert, zweimal mit dem

Inkubationspuffer und anschließend mit stärker salzhaltigen Puffern (500mM, 1M, 2M NaCl) ge-

waschen. Wie das silbergefärbte Proteingel in γbbildung 6.6 zeigt, adsorbiert das VEGF (Bande bei

ca. 25 kDa) stärker an die carboxylmodiizierten als an die TRIS-konjugierten Magnetpartikel. Dar-

über hinaus wurde die γdsorption durch Erhöhung der Salzkonzentration im Bindepuffer zum einen

verringert, zum anderen konnte bereits adsorbiertes VEGF durch weitere Erhöhung der Salzkonzen-

tration wieder eluiert werden. γus diesen Ergebnissen kann ein elektrostatisch kontrollierter γdsorp-

tionsvorgang abgeleitet werden. Das als Kation im Bindepuffer vorliegende VEGF kann mit den anio-

nischen Carboxylgruppen elektrostatischeWechselwirkungen eingehen und so an die Oberläche ad-

sorbieren. Im Fall der TRIS-konjugierten Partikel ist es möglich, dass nicht alle Carboxylgruppen mit

TRIS umgesetzt wurden und die verbleibenden Säuregruppen weiterhin das VEGF binden.

Abbildung 6.6: Salzabhängige VEGF-γdsorption an Polystyrol-Magnetpartikel.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M), die VEGF-Lösung vor Inkubation (V) und nach Inkubation (Ü)

mit den Magnetpartikeln, die Waschfraktionen mit Bindepuffer (W1, W2), mit 500 mM NaCl (W3), 1 M NaCl (W4) und 2

M NaCl (W5) sowie das per SDS-Probenpuffer von den Magnetpartikeln abgelöste Protein (MP). Die Bande bei ca. 25 kDa

repräsentiert das VEGF, die Bande bei ca. 15 kDa resultiert vermutlich aus Degradationsprodukten von VEGF.

Um das Problem der elektrostatischen Wechselwirkungen zu umgehen, wurden statt carboxylmodi-

izierter Magnetpartikel hydroxylmodiizierte Partikel getestet, die präaktiviert als Tosylate vorlagen.

Dazu wurden die Tosylgruppen zunächst mit TRIS geblockt. Die Magnetpartikel wurden mit VEGF

im γptamerbindepuffer inkubiert, mit gleichem Puffer zweimal gewaschen und die Fraktionen per

SDS-PγGE analysiert. Zur besseren magnetischen Separation wurde dem Waschpuffer 0,05t (v/v)

Tween 20 zugegeben. Wie in γbbildung 6.7 links dargestellt ist, lagern sich die Magnetpartikel ohne

das Tensid aufgrund ihres hydrophoben Oberlächenmaterials auf den Wänden der aus Polypropylen
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bestehenden Mikroreaktionsgefäße ab und bilden einen dünnen Oberlächenilm. Dieser verhindert

die vollständige Separation der Magnetpartikel.

In γbbildung 6.7 rechts ist das silbergefärbte Gel der SDS-PγGE-γnalyse nach Durchführung des

Inkubationsexperiments dargestellt. Es zeigt, dass das VEGF nicht an die hydroxylmodiizierten Poly-

styrol-Magnetpartikel adsorbiert und stützt somit die ese eines elektrostatisch kontrollierten γd-

sorptionsvorgangs des VEGF an die Polystyrol-Magnetpartikel. Des Weiteren weist es die Eignung

der Magnetpartikel als Trägermatrix für die γffinitätsaufreinigung von VEGF nach. Für alle folgen-

den Experimente wurden daher Polystyrol-Magnetpartikel mit Tosylat-aktivierten Hydroxylgruppen

verwendet.

Abbildung 6.7: Magnetische Separation und VEGF-γdsorption an TRIS-geblockte Tosylat-aktivierte Polystyrol-
Magnetpartikel.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M), die VEGF-Lösung vor Inkubation (V) und nach Inkubation (Ü)
mit den Magnetpartikeln, die Waschfraktionen mit Bindepuffer (W1, W2), und das per SDS-Probenpuffer von den Ma-
gnetpartikeln abgelöste Protein (MP).

6.1.2 Funktionalisierung der Magnetpartikel

Um eine funktional aktive γffinitätsmatrix zur γufreinigung von VEGF zu erhalten, wurden γptame-

re als γffinitätsliganden auf die Magnetpartikeloberlächen immobilisiert. Die γptamere sollen kova-

lent an die Polystyrol-Magnetpartikel gebunden werden, um die γblösung des γptamers während

des γufreinigungsvorgangs zu verhindern. Dabei soll das γptamer auch nach der Immobilisierung

seine VEGF-Bindeaktivität erhalten. Um dies zu gewährleisten, wurde eine Methode zur γptamer-

immobilisierung per terminaler γminogruppe etabliert. Diese erlaubt es zum einen, die γusrichtung

des γptamers nach der Immobilisierung zu kontrollieren. Zum anderen wird durch die terminale Im-

mobilisierung die Flexibilität des Oligonukleotids, die für die korrekte γptamerfaltung nötig ist, am

wenigsten eingeschränkt. Falls nötig, ist es weiterhin möglich, einen Spacer zwischen γminogruppe

88



6.1 Bereitstellung der γffinitätsmatrix

und γptamer einzubringen, um sterischen Hinderungen vorzubeugen.

Auswahl des Fängeraptamers

Für die γptamer-basierte γufreinigung wurde das γptamer V7t1 als γffinitätsligand ausgewählt. Es

ist von den vier zu Verfügung stehenden VEGF-bindenden γptameren das am besten charakterisierte

γptamer. γußerdem besitzt es eine hohe γffinität zumVEGF und wurde im Rahmen derMicroarray-

Experimente im Sandwich-Format (γbschnitt 5.2) bereits erfolgreich auf Oberlächen immobilisiert.

γls Negativkontrolle wurde wie im Microarray-Experiment ein DNγ-Oligonukleotid mit zufälliger

Basensequenz verwendet.

Aptamerimmobilisierung

Die Immobilisierung des γptamers V7t1 wurde wie in γbbildung 6.8 dargestellt per nukleophiler

Substitution durchgeführt. Die Hydroxylgruppen auf der Oberläche der Magnetpartikel lagen in

präaktivierter Form als Tosylate vor. Unter basischen Bedingungen greift das γptamer mit seiner

terminalen γminogruppe die Tosylatgruppe der Magnetpartikel nukleophil an. Dabei wird das Tosy-

lat abgespalten und durch das γptamer ersetzt. Um nicht abreagierte Tosylatgruppen zu blockieren,

wurde in einem zweiten Reaktionsschritt erneut eine nukleophile Substitution durchgeführt. γls nu-

kleophiler Reaktand wurde TRIS im Überschuss eingesetzt, das die Tosylatgruppen nach gleichem

Mechanismus wie das γptamer angreift. Nach γbschluss der Reaktion wurden die Partikel mehrfach

gewaschen, um Reaktionsprodukte und nicht umgesetzte Reaktanden abzutrennen.

Abbildung 6.8: Immobilisierung von γptameren auf Tosylat-aktivierte Hydroxyl-Magnetpartikel.
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Nach Durchführung der Immobilisierungsreaktion wurde zunächst der Einluss der Reaktionszeit

undder eingesetztenγptamerkonzentration auf die Reaktion unddie resultierende Immobilisierungs-

dichte der γptamere auf den Magnetpartikeln untersucht. Dazu wurde in der γptamerausgangslö-

sung sowie dem Reaktionsüberstand und in allen Waschfraktionen die γptamerkonzentration spek-

trometrisch bestimmt. γus der Differenz der absoluten γptamermenge in der γusgangslösung und

in allen Fraktionen nach der Reaktion wurde die Menge des gebundenen γptamers berechnet. In

γbbildung 6.9 ist links die Immobilisierungsdichte der γptamere in γbhängigkeit von der Reakti-

onszeit dargestellt. Es wurden drei Reaktionsansätze mit γusgangskonzentrationen von 2 µM, 10 µM

und 30 µM γptamer über einen Zeitraum von 24 h untersucht. Dazu wurde zu deinierten Zeitpunk-

ten je eine Probe aus jedem Reaktionsansatz entnommen und vermessen. Wie das Diagramm zeigt,

wird das Gleichgewicht der Reaktion und somit die maximale γptamerdichte unabhängig von der

γptamerausgangskonzentration nach ca. 7,5 Stunden erreicht. Für eine möglichst effiziente Immobi-

lisierung wurde die Reaktion über Nacht für für mindestens 14 Stunden durchgeführt. Die so erzielte

maximale Immobilisierungsdichte ist von der eingesetzten γusgangskonzentration des γptamers ab-

hängig. ImUmkehrschluss bedeutet das, dass eine gewünschte γptamerdichte auf der Oberläche der

Magnetpartikel durch Variation der eingesetzten γptamerkonzentration eingestellt werden kann.

Wie γbbildung 6.9 rechts zeigt, steigt die γptamerdichte auf der Oberläche der Magnetpartikel mit

steigender γptamerausgangskonzentration. Es herrscht kein linearer Zusammenhang, da die Immo-

bilisierungseffizienzmit steigenderγptamerausgangskonzentration abnimmt.Da dieγnzahl der funk-

tionellenGruppen auf derMagnetpartikeloberläche begrenzt ist, ist ein Sättigungseffekt zu erwarten,

sobald das γptamer in deutlichem Überschuss eingesetzt wird.

Abbildung 6.9: Einluss von Reaktionszeit und γptamerkonzentration auf die γptamerimmobilisierung.

Wieweiterführende Experimente zeigten, ist die Immobilisierungsdichte zusätzlich von derγptamer-

sequenz und der Position der γminogruppe am 3’- oder 5’-Terminus abhängig. Die erzielten Im-

mobilisierungsdichten verschiedener γptamere bei einer γusgangskonzentration von 10 µM sind in

Tabelle 6.1 aufgelistet. Das γptamer V7t1 wird über den 3’-Terminus fast doppelt so effizient immo-
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bilisiert wie über die 5’-terminale γminogruppe, so dass eine γptamerdichte von 241,5 pmol/mg im

Vergleich zu 142,5 pmol/mg erzielt wird. Möglicherweise ist der 3’-Terminus weniger direkt in die

Sekundärstruktur des γptamers eingebunden, so dass die dortige γminogruppe für die Immobilisie-

rungsreaktion besser zugänglich ist. Durch Einbringen zusätzlicher Nukleotide, wie im Falle der 14B-

und 14T-Spacer, wird die sterische Hinderung weiter reduziert, so dass die Immobilisierungsdichte

weiter gesteigert werden kann. Das Einbringen des 12EG-Spacers hingegen beeinlusst die γptamer-

dichte auf der Oberläche nicht.

Tabelle 6.1: Immobilisierungsdichten verschiedener γptamere bei 10 µM γptamerausgangskonzentration.

Aptamer Position der NH2-Gruppe Immobilisierungsdichte [pmol/mg]

V7t1 3’ 241,5 ± 13,0

V7t1 5’ 142,5 ± 11,2

V7t1_14B 3’ 319,3 ± 16,0

V7t1_14T 3’ 316,0 ± 10,1

V7t1_12EG 3’ 260,0 ± 14,4

Zufalls-DNA 5’ 182,7 ± 6,7

Mit Hilfe des etablierten Verfahrens zur γptamerimmobilisierung wurden Magnetpartikel mit dem

γptamer V7t1 konjugiert, das mit verschiedenen Modiikationen versehen war. Weiterhin wurden

Magnetpartikel mit der Zufalls-DNγ-Sequenz modiiziert. Dabei wurde auf Basis der in Tabelle 6.1

dargestellten Daten die γptamerausgangskonzentration in den einzelnen Reaktionsansätzen so ge-

wählt, dass für die unterschiedlichen γptamer-Liganden vergleichbare Immobilisierungsdichten von

200–300 pmol/mg Magnetpartikel erzielt wurden. Sie wurden in den folgenden Experimenten auf

ihre Eignung als γffinitätsmatrix zur γufreinigung von VEGF untersucht.

6.2 Funktionstestung der Aptamer-Affinitätsmatrix

Eine γffinitätsmatrix zur γufreinigung von Proteinen muss in erster Linie in der Lage sein, ihr Tar-

getprotein speziisch zu erkennen und zu binden. Die Ligand-Target-Bindung muss dabei reversibel

sein, damit das Target anschließend durch Änderung der Pufferbedingungen wieder eluiert werden

kann. Das immobilisierte γptamer V7t1 wurde auf seine VEGF-Bindeaktivität getestet und hinsicht-

lich seiner Proteinbindekapazität optimiert. Hierzu wurden verschiedene Spacer zwischen γptamer

und Oberläche eingebracht, um die molekulare Flexibilität des γptamers zu erhöhen und somit die

Faltung zu unterstützen. γußerdemwurde der Einluss der Immobilisierungsdichte des γptamers auf

die Proteinbindekapazität analysiert, da hohe γptamerdichten auf denMagnetpartikeln zu sterischen

Hinderungen führen können.

γbschließendwurde eineMethode zur Elution des VEGF von der γptamer-γffinitätsmatrix etabliert.
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Dazuwurden diverse Pufferbedingungen getestet und inHinblick auf eine effiziente und proteinscho-

nende Elution verglichen.

6.2.1 Charakterisierung der Proteinbindung

ZumNachweis der Proteinbindungdes immobilisiertenγptamersV7t1wurdenV7t1-3’-NH2-modii-

zierte Magnetpartikel mit VEGF im Bindepuffer TBSET inkubiert. γnschließend wurden die Ma-

gnetpartikel mehrfach mit Bindepuffer gewaschen und die Fraktionen per SDS-PγGE analysiert. Zur

Untersuchung des an die Magnetpartikel gebundenen Proteins wurden die Partikel in SDS-Proben-

auftragspuffer aufgekocht, wobei das Protein von den Partikeln gelöst wird. Die Partikel wurden per

Zentrifugation abgetrennt und der Überstand ebenfalls per SDS-PγGE analysiert. γbbildung 6.10 γ

stellt das silbergefärbte Proteingel dar. Das Gel zeigt jeweils eine deutliche Proteinbande in der einge-

setztenVEGF-Lösung, demÜberstand und der Fraktion der in SDS-Probenauftragspuffer aufgekoch-

ten Magnetpartikel. Es weist somit die erfolgreiche Bindung des VEGF an die γptamer-modiizierten

Magnetpartikel nach. Die VEGF-Bande im Überstand resultiert aus dem Überschuss VEGF, der im

Experiment eingesetzt wurde. ImVergleichsexperimentmit unmodiiziertenMagnetpartikelnwurde,

wie in γbbildung 6.7 dargestellt, keine VEGF-γdsorption nachgewiesen. Die VEGF-Bindung erfolgt

somit mittels der immobilisierten γptamere.

Abbildung 6.10: Nachweis der Protein-Bindung V7t1-modiizierter Magnetpartikel per SDS-PγGE.

Es wurden V7t1-3’-NH2-modiizierte Magnetpartikel eingesetzt (Immobilisierungsdichte ca. 200 pmol/mg). γufgetra-

gen wurden jeweils der molekulare Größenstandard (M), die eingesetzte Proteinlösung (V -VEGF; Chy - -Chymotrypsin;

Myo -Myoglobin, BSγ - Bovines Serumγlbumin), der Überstand nach Inkubation (Ü), dieWaschfraktionen (W1;W3) und

das per SDS-Probenpuffer von den Magnetpartikeln abgelöste Protein (MP).

Um die Bindespeziität zwischen V7t1 und VEGF zu analysieren, wurden drei verschiedene Negativ-

kontrollproteine ausgewählt, die unterschiedliche isoelektrische Punkte aufweisen: -Chymotrypsin

(pI 8,8), BSγ (4,7) und Myoglobin (6,8/7,2). Wie bereits in anderen γrbeiten und im Rahmen der Re-

verse Phase Microarray-Experimente (5.1) gezeigt wurde, hat der isoelektrische Punkt und die damit
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verbundene Nettoladung des Proteins bei gegebenem pH-Wert Einluss auf die γptamer-Protein-

Bindung [153]. Insbesondere elektrostatische Wechselwirkungen zwischen einem positiv geladenem

Protein und dem negativ geladenen Desoxyribose-Phosphat-Rückgrat des γptamers können zu un-

speziischen Bindungen führen.

Die drei Negativkontrollproteine wurden wie oben beschrieben in einem Inkubationsexperiment mit

V7t1-modiizierten Magnetpartikeln eingesetzt. γbbildung 6.10 B zeigt die silbergefärbten Protein-

gele nach der SDS-PγGE γnalyse. Im Gegensatz zum VEGF waren die drei Negativkontrollproteine

jeweils in der γusgangslösung, dem Überstand und der ersten Waschfraktion nachweisbar. Sie wur-

den somit kaum von den γptamer-modiiziertenMagnetpartikeln gebunden und durchWaschenmit

γptamerbindepuffer wieder von den Magnetpartikeln gelöst, woraus die schwache Bande in der ers-

ten Waschfraktion resultiert. Unabhängig von der Ladung des Proteins wurde keine Bindungen zwi-

schen Protein und γptamer ausgebildet, so dass keine unspeziischen Wechselwirkungen auftraten.

Die Experimente weisen somit gegenüber den Proteinen -Chymotrypsin, BSγ und Myoglobin eine

speziische VEGF-γptamer-Bindung nach, was darauf hinweist, dass das 3’-aminomodiizierte γp-

tamer V7t1 auch nach der Immobilisierung auf die Magnetpartikel seine typische dreidimensionale

Konformation einnehmen kann, mit der es in der Lage ist, sein Targetprotein VEGF zu erkennen

und zu binden. γuf Basis dieser Ergebnisse wird im nächsten γbschnitt die VEGF-Bindekapazität der

V7t1-modiizierten Magnetpartikel bestimmt, wobei untersucht wird, ob diese durch Einsatz eines

Spacers gesteigert werden kann.

Einfluss von Spacern auf die Proteinbindung

Die Faltung des γptamers in seine sequenzspeziische dreidimensionale Konformation ist die Vor-

aussetzung für eine erfolgreiche Targetbindung. Sie erfordert eine gewisse Flexibilität der Oligonu-

kleotidkette, die während der Immobilisierung eingeschränkt wird. Zum einen wird das γptamer in

die unmittelbare Nähe einer festen Oberläche gebracht, wodurch es sterisch gehindert wird. Zum

anderen kann es mit benachbarten γptameren intermolekulare Wechselwirkungen eingehen, die mit

intramolekularenWechselwirkungen, aus denen die γptamerfaltung resultiert, konkurrieren. Die un-

vollständige γptamerfaltung führt dabei zu Einschränkungen in der Erkennung und Bindung des

VEGF. Durch den Einsatz von Spacer-Molekülen zwischen γptamer und Oberläche kann diese ste-

rische Hinderung reduziert werden [61, 54]. Die Spacer wirken wie lexible γrme, die die Distanz

zwischen γptamer und Oberläche vergrößern und damit die γptamerfaltung unterstützen. Die ver-

wendeten Spacer-Moleküle sind in γbbildung 6.11 schematisch dargestellt. Es handelt sich im Falle

der 14-ymidin (14T) oder 14-Nukleotid (14B)-Spacer um zusätzliche Nukleotide, die die Sequenz

des γptamers V7t1 am 3’-Terminus verlängern. Im Falle des Dodecaethlyenglycol (12EG)-Spacers

sind 12 Einheiten des Ethylenglycols am 3’-Terminus des γptamers verankert und mit einer termina-
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6.2 Funktionstestung der γptamer-γffinitätsmatrix

len γminogruppe modiiziert. Je nach Typ vergrößern die Spacer die Distanz zwischen γptamer und

Oberläche um 4,6 nm–7,3 nm (Tabelle 6.2).

Abbildung 6.11: Schematische Darstellung molekularer Spacer zwischen γptamer und Magnetpartikel.

UmdenEinluss der Spacer auf dieVEGF-Bindung zu untersuchen,wurde dasmit verschiedenen Spa-

cern modiizierte γptamer V7t1 sowie eine Zufalls-DNγ-Sequenz in einer Dichte von durchschnitt-

lich 225 pmol/mg auf die Magnetpartikel immobilisiert und anschließend mit einem Überschuss VE-

GF (ca. 2,5-fach) inkubiert. Für jeden γnsatz wurde die Proteinkonzentration in der γusgangslösung,

dem Überstand und allen Waschfraktionen bestimmt und daraus die Gesamtmenge des gebundenen

VEGF berechnet.

Wie in Tabelle 6.2 dargestellt, wurden vom γptamer V7t1 ohne Spacer 96,1 pmol VEGF pro mg Ma-

gnetpartikel gebunden, während die zufällige DNγ-Sequenz nur 35 pmol band. Durch Einbringen

von Nukleotid-Spacern 14T und 14B wurde die Bindekapazität des V7t1 um das 1,8-fache bzw. das

2,5-fache auf bis zu 245 pmol promg gesteigert. Der 14B-Spacer schafft eine theoretische Distanz von

5,29 nm zwischen γptamer und Magnetpartikeloberläche und ist damit nur marginal länger als der

Tabelle 6.2: VEGF-Bindekapazität des Spacer-modiizierten γptamers V7t1 nach Immobilisierung auf Magnetpartikeln.

Aptamer Spacer Spacer-Länge [nm]* Aptamerdichte

[pmol/mg]

Gebundenes VEGF

[pmol/mg]

V7t1 - - 230 ± 15 96,1

V7t1 12EG 4,58 247 ± 11 103,2

V7t1 14T 7,28 211 ± 9 175,4

V7t1 14B 5,29 231 ± 12 245,0

Zufalls- DNA - - 207 35,17

* Die Berechnung der Spacer-Längen ist in γnhang C.3 beschrieben.
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6.2 Funktionstestung der γptamer-γffinitätsmatrix

12EG-Spacer, dessen positiver Einluss auf die Bindekapazität sehr gering ist (1,1-fache Steigerung).

Der 14T-Spacer ist mit 7,28 nm der längste der drei Spacer-Moleküle, jedoch nicht der effektivste.

Obwohl zusätzlicher Raum, der durch einen längeren Spacer geschaffen wird, die molekulare Fle-

xibilität des γptamers erhöht, scheint dieser Effekt alleine die VEGF-Bindung nicht signiikant zu

verbessern. Stattdessen können benachbarte Nukleotide die Targetbindung verbessern, in dem sie,

wie bereits in der Literatur beschrieben, die Target-induzierte γptamerfaltung unterstützen [62]. Der

14B-Spacer, der sich aus 14Nukleotiden des ursprünglich selektiertenγptamer Vap7 zusammensetzt,

scheint dafür ambesten geeignet zu sein. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Basen entweder

die γptamerfaltung stabilisieren oder die Targetbindung in anderer Form unterstützen. Das γptamer

V7t1_14B wurde für alle weiteren Versuche verwendet.

Einfluss der VEGF-Konzentration auf die Proteinbindung

Zur genaueren Charakterisierung der VEGF-Bindung des Spacer-modiizierten V7t1_14B wurde das

oben beschriebene Inkubationsexperiment mit verschiedenen VEGF-Konzentrationen wiederholt,

so dass die Gesamtmenge des eingesetzten VEGF variierte. Die γptamerdichte betrug jeweils 275

pmol/mg. Für jeden γnsatz wurde die Proteinkonzentration in der γusgangslösung, dem Überstand

und allen Waschfraktionen per Micro-BCγ γssay bestimmt und daraus die Gesamtmenge und der

relative γnteil des gebundenen VEGF berechnet. Sie sind in γbbildung 6.12 dargestellt.

Abbildung 6.12: VEGF-V7t1_14B-Bindung in γbhängigkeit von der eingesetzten VEGF-Konzentration.

Die Immobilisierungsdichte des γptamers V7t1_14B auf den Magnetpartikeln betrug 275 pmol/mg.

Bei geringen VEGF-Konzentrationen liegt das γptamer als potentieller VEGF-Bindungspartner im

Überschuss vor, so dass nahezu das gesamte VEGF gebunden und aus der γusgangslösung entfernt

wird. Dies verdeutlicht die in γbbildung 6.12 dargestellte SDS-PγGE γnalyse. Mit steigender VEGF-

Konzentration steigt die absoluteMenge des gebundenenVEGF zunächst und geht dann in eine Sätti-

gung über. γn diesemPunkt ist diemaximale Bindekapazität auf derMagnetpartikeloberläche ausge-
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schöpft, die bei 231 pmol/mgMagnetpartikel (MP) liegt. Da sichmit steigender VEGF-Konzentration

das Mengenverhältnis zwischen VEGF und γptamer verändert, so dass das VEGF bei hohen Kon-

zentrationen im Überschuss vorliegt, sinkt gleichzeitig der relative γnteil des gebunden VEGF. Das

in Lösung verbleibende Protein kann somit im Überstand nachgewiesen werden.

Die maximale Bindekapazität von 231 pmol/mg wird bei einer VEGF-Konzentration von ca. 22 µM

erreicht, bei der das VEGF im vierfachen Überschuss zum γptamer V7t1 vorliegt. Bei dieser VEGF-

Konzentration haben 84t der immobilisierten γptamere ein VEGF-Molekül gebunden. Der γnteil

des immobilisierten γptamers, der ein VEGF-Molekül gebunden hat, wird im Folgenden als γp-

tameraktivität bezeichnet. Im oben beschriebenen Experiment lag die γptameraktivität bei einem

äquimolaren Verhältnis von VEGF und V7t1 bei ca. 51t. Für einen möglichst effizienten γufrei-

nigungsprozess ist es erstrebenswert, die Menge des vom γptamer gebundenen VEGF und damit

die Bindekapazität auf der Magnetpartikeloberläche zu maximieren. Weiterhin sollte die maximale

Beladungsdichte schon bei möglichst geringen VEGF-Konzentrationen erreicht werden. Dies kann

beispielsweise, wie im folgenden γbschnitt beschrieben, durch Veränderung der Ligandendichte er-

folgen.

Optimierung der Immobilisierungsdichte

Um den Einluss der γptamerdichte auf die VEGF-Bindung zu untersuchen, wurde das γptamer

V7t1_14B in unterschiedlichen Dichten zwischen 50 und 500 pmol/mg auf die Magnetpartikel im-

mobilisiert. γnschließend wurden die modiizierten Magnetpartikel wie oben beschrieben mit einer

äquimolaren Menge VEGF inkubiert. Die Menge des gebundenen VEGF und die γptameraktivität

wurden anschließend gegen die γptamerdichte aufgetragen.

Abbildung 6.13: Einluss der γptamerdichte des V7t1_14B auf die VEGF-Bindekapazität.

Das zugehörige Diagramm ist in γbbildung 6.13 links dargestellt. Es zeigt, dass die absolute Menge

des gebundenen VEGF mit steigender γptamerdichte stetig zunimmt. Es besteht ein nicht-linearer
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Zusammenhang, da dieγptameraktivitätmit steigenderγptamerdichte abnimmt.Dies bedeutet, dass

bei hohen γptamerdichten zwar viele Ligandenmoleküle zur Verfügung stehen, von denen jedoch

nur ein geringer γnteil ein VEGF-Molekül gebunden hat. Im Gegensatz dazu sind bei geringer γp-

tamerdichte der überwiegende Teil der γptamere an ein VEGF-Molekül gebunden. Möglicherweise

ist die eingeschränkte VEGF-Bindekapazität bei hohen γptamerdichten auf der Oberläche der Ma-

gnetpartikel, wie in γbbildung 6.13 rechts schematisch dargestellt, auf sterische Hinderungen und

Interaktionen benachbarter γptamere zurückzuführen. Diese verhindern die γusbildung der korrek-

ten dreidimensionalen Faltung des γptamers und beeinlussen somit die VEGF-Bindung. Bei nied-

rigen γptamerdichten ist der γbstand zwischen benachbarten γptameren größer und der Raum für

die typische γptamerfaltung ist daher ausreichend.

γnhand der in γbbildung 6.13 dargestellten Daten kann bei einer γptamerdichte von 275 pmol/mg

eineγptameraktivität von ca. 50t vorhergesagtwerden.Diese istmit den im vorherigenγbschnitt er-

mittelten und in γbbildung 6.12 dargestellten Daten vergleichbar. Durch Verringerung der γptamer-

dichte auf unter 200 pmol/mg kann die γptameraktivität auf über 80t gesteigert werden, wobei die

höchste γptameraktivität von 81,3t bei einer Dichte von 57 pmol promgMP erzielt wurde. γuf diese

Weise ist es somit möglich, hohe Beladungsdichten der Magnetpartikel bei äquimolarem Konzentra-

tionsverhältnis von γptamer und VEGF zu erreichen. Für eine effizienten Nutzung der immobilisier-

ten γptamere ist eine geringe γptamerdichte anzustreben, wohingegen die Proteinbindekapazität der

Magnetpartikel mit steigender γptamerdichte zunimmt. In Hinblick auf einen effizienten γufreini-

gungsprozess muss hier ein Kompromiss gefunden werden.

6.2.2 VEGF-Elution

Um das VEGF von der γffinitätsmatrix zu eluieren, muss seine γffinität zum γptamer reduziert wer-

den, wodurch das VEGF zurück in die lüssige Phase gedrängt wird. Dies kann zum einen durch Puffer

erfolgen, die die intramolekularen Wechselwirkungen zwischen Protein und γptamer inhibieren oh-

ne dabei einen der Bindungspartner zu schädigen. Zum anderen kann das Protein kompetitiv durch

Verdrängung mit einem strukturell ähnlichen Molekül eluiert werden [172]. Da die G-Quadruplex,

in die sich das γptamer V7t1 faltet, auf die γnwesenheit von stabilisierenden Kationen angewiesen

ist, ist es weiterhin denkbar, durch Veränderung der Salzkomponenten im Puffer die Faltungsstruktur

des γptamers zu destabilisieren und so die Elution des VEGF zu ermöglichen. Unabhängig von der

gewählten Elutionsstrategie ist darauf zu achten, dass die gewählten Elutionsbedingungen nicht zur

Denaturierung des VEGF führen.

Zur γnalyse geeigneter Elutionsbedingungen wurdenγptamer-modiizierteMagnetpartikel nach In-

kubation mit VEGF und anschließendem Waschen in sechs verschiedene potentielle Elutionspuffer

gebracht. Der Elutionsschritt wurde zweimal wiederholt und die erste und zweite Elutionsfraktion
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Abbildung 6.14: Vergleich verschiedener Pufferbedingungen zur Elution von VEGF.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M), die ersten und zweiten Elutionsfraktionen sowie dieMagnetpar-

tikelfraktion nach Inkubation mit TBSET+ 3M Harnstoff (1); TBSET ohne KCl (2); TBSET+ 1 M NaCl (3); PBST pH 4,5

(4); TBSET pH 9 (5); denaturierender Puffer mit Harnstoff und DTT pH 9,8 (6). Die Banden bei 10 kDa sind vermutlich ent-

weder auf γptamere oder auf Bestandteile der Magnetpartikel zurückzuführen, die beim γufkochen im SDS-Probenpuffer

vom Partikel gelöst werden.

sowie das verbleibende Protein auf den Magnetpartikeln wurde per SDS-PγGE analysiert. Wie in

γbbildung 6.14 dargestellt, wurde das VEGF durch Zugabe von Harnstoff und Natriumchlorid zum

Bindepuffer, sowie durch den denaturierenden Puffer von der γffinitätsmatrix eluiert. Die moderate

Veränderung des pH-Wertes und der Entzug von Kaliumionen als potentesten Ionen zur Stabilisation

der G-Quadruplex hingegen hatten keinen Einluss auf die Protein-γptamer-Bindung. Es ist fraglich,

ob die bereits in eine G-Quadruplex eingeschlossenen Kaliumionen wieder freigesetzt werden oder

trotz Änderung der Pufferbedingungen weiterhin gebunden bleiben und zur Stabilisierung der G-

Quadruplex zur Verfügung stehen. Darüber hinaus kann die stabilisierende Funktion des Kaliums

mit Einschränkungen auch von einigen anderen Kationen wie Natrium- oder Lithiumionen erfüllt

werden [173].

Der Einsatz des denaturierenden Puffers und der Zusatz von 3 M Harnstoff zum Bindepuffer eignen

sich zwar zur Elution des VEGF von der γffinitätsmatrix, sie sind jedoch für den praktischen Ein-

satz in der Proteinaufreinigung nicht geeignet, da sie die meisten Proteine irreversibel denaturieren

und somit die Elution eines funktional aktiven Proteins unmöglich machen. Die salzabhängige Pro-

teinelution ist hingegen eine milde Elutionsstrategie, die die Proteinkonformation in der Regel nicht

beeinlusst [174]. Die erhöhte Ionenstärke im Puffer inhibiert elektrostatischeWechselwirkungen, die

vermutlich einen großen γnteil an der VEGF-γptamer-Bindung haben. Darüber hinaus erlaubt die

salzabhängige Elution eine einfache Regeneration der γffinitätsmatrix durch Waschen mit geringer

Salzkonzentration und das Natriumchlorid ist durch Dialyse einfach aus dem Eluat entfernbar.
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Abbildung 6.15: Salzabhängige Elution von VEGF mit Natriumchlorid,

ZurOptimierung der Elutionseffizienzwurde nachdemobenbeschriebenenVerfahren die salzabhän-

gigeVEGF-Elution genauer analysiert. Hierzuwurde dasVEGF zunächst in einemReaktionsansatz an

die Magnetpartikel gebunden. Die Magnetpartikel wurden auf vier Reaktionsgefäße verteilt und das

VEGF wurde mit 100, 300, 500 bzw. 1000 mM Natriumchlorid in TBSET-Puffer eluiert. Die VEGF-

Konzentration in den Elutionsfraktionen wurde bestimmt und der relative γnteil des eluierten VEGF

wurde berechnet. Dieser ist in γbbildung 6.15 in γbhängigkeit zur eingesetzten Natriumchloridkon-

zentration dargestellt. Es wird deutlich, dass bereits durch Zusatz von 300mMNaCl zumBindepuffer

mehr als 60t des VEGF eluiert wurden, bei Zusatz von 500mM NaCl wurde die maximale Elutions-

effizienz von 81,4t erreicht. Damit ist eine effiziente VEGF-Elution bereits bei moderat erhöhter

Salzkonzentration möglich.

6.2.3 Regeneration der Affinitätsmatrix

Die erfolgreiche salzabhängige Elution desVEGF lässt darauf schließen, dass dieγffinitätsmatrix nach

mehrfachemWaschenmit salzarmem Puffer wieder regeneriert werden kann. Da bei der maximal er-

zielten Elutionseffizienz von 81,4t ein erheblicher γnteil des Proteins auf der γffinitätsmatrix gebun-

den bleibt, ist zu erwarten, dass die Proteinbindekapazität nach jedem Verwendungszyklus abnimmt.

Um dies zu verhindern wurde die Matrix in zwei Schritten regeneriert. Nach der Elution des VEGF

wurdendieMagnetpartikel zunächst für 5min auf 95 °C erhitzt, umdieγptamere unddie Proteinreste

zu denaturieren. Während die Proteindenaturierung irreversibel ist, können sich die γptamere wäh-

rend einer γbkühlphase wieder falten. Durch mehrfaches Waschen mit γptamerbindepuffer wurden

imγnschluss denaturierte Proteine und Salzreste entfernt, so dass die γffinitätsmatrix für die weitere

Verwendung bereit war

Um den Erfolg der γptamerregeneration zu überprüfen, wurden die V71-modiizierten Magnetpar-

tikel mehreren Zyklen von VEGF-Bindung und -Elution unterzogen, wobei sie nach jedem Verwen-
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dungszyklusmittels des beschriebenen Schemas regeneriert wurden. Für jeden Zyklus wurde die Pro-

teinbindekapazität berechnet. γus der Darstellung in γbbildung 6.16 wird deutlich, dass die VEGF-

Bindekapazität über vier Zyklen nahezu konstant ist und noch bei 90t der γusgangsbindekapazität

liegt. Dies ist eine deutliche Steigerung gegenüber dem erwarteten Verlust von ca. 20t pro Zyklus

ohne Regeneration.

Abbildung 6.16: VEGF-Bindekapazität der γffinitätsmatrix nach Regeneration.

Es wurde somit nachgewiesen, dass die Wiederverwendung der γptamer-γffinitätsmatrix nach Ent-

fernen des zur Elution verwendeten Natriumchlorids möglich ist. Der sinkenden VEGF-Bindekapa-

zitätwird dabei durch dieHitzeregeneration erfolgreich entgegen gewirkt. Somit sind dieGrundsteine

gelegt, um die γffinitätsmatrix zur γufreinigung von VEGF einzusetzen. Sollte hierfür ein Upscaling

im Säulenmaßstab notwendig sein, ist es denkbar, die Hitzeregeneration durch Spülen mit vorgeheiz-

ter Pufferlösung durchzuführen. Darüber hinaus sind die γptamere säure- und basenstabil, so dass

es weiterhin möglich ist, die γptamersäule mit Natronlauge zu spülen, Dieses Verfahren wird in der

industriellen γnwendung häuig zur Reinigung und Dekontamination von Chromatographiesäulen

verwendet.

6.3 Verwendung der Aptamer-Affinitätsmatrix zur

VEGF-Aufreinigung

6.3.1 Aufreinigung aus komplexen Proteinproben

Basierend auf den etablierten Methoden wurde die γptamer-γffinitätsmatrix auf ihre Eignung zur

γufreinigung von VEGF aus komplexen Proteingemischen untersucht. Hierzu wurde zunächst zur

Simulation eines proteinreichen Zelllysats 1 mg/mL FCS mit 200 µg/mL VEGF in γptamerbindepuf-

fer gemischt und mittels der V7t1-modiizierten Magnetpartikel aufgereinigt. Zum Vergleich wurde
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das selbe Gemisch mit Magnetpartikeln inkubiert, die mit der DNγ-Zufallssequenz modiiziert wa-

ren. γlle Fraktionen wurden per SDS-PγGE analysiert und das Gel densitometrisch ausgewertet.Wie

γbbildung 6.17 zeigt, wurde das VEGF vom immobilisierten V7t1 speziisch gebunden und nach Zu-

gabe von Natriumchlorid wieder eluiert. Dabei wurde eine Reinheit von 91t erzielt. Im Gegensatz

dazu war keine Bindung an die Zufalls-DNγ zu beobachten, was die speziische γptamer-Target-

Bindung unterstreicht.

Abbildung 6.17: γptamer-basierte VEGF-γufreinigung aus einem komplexen Proteingemisch.

γufgetragen wurden der molekulare Größenstandard (M), die komplexe FCS-Probe (F) sowie jeweils der Überstand nach

Inkubation (Ü) mit entweder V7t1_14B oder der Zufalls-DNγ. Weiterhin jeweils die Waschfraktionen 1 und 3 (W1, W3),

die Elutionsfraktionen 1 und 2 (E1, E2) und die Magnetpartikelfraktion (MP).

Dennoch ist die VEGF-γufreinigung aus dem komplexen Proteingemisch nur ein Modellprozess und

die γufreinigung aus einem realen Zelllysat oder der solubilisierten Inclusion-Bodies-Fraktion deut-

lich komplexer. So liegen im Zelllysat beispielsweise diverse DNγ-bindende Proteine vor [175], die

ebenfalls an das DNγ-γptamer binden und zu einer verminderten Speziität des γufreinigungspro-

zesses führen können. Bei der Proteinaufreinigung aus der solubilisierten Inclusion-Bodies-Fraktion

kann insbesondere der Puffer ein Problem darstellen. Zur Solubilisierung des ausgefallenen Prote-

ins ist ein denaturierender Puffer notwendig, der die Faltungsstrukturen der Proteine aulöst und

sie so zurück in Lösung bringt. Dieser Puffer kann wie im vorhergehenden γbschnitt beschrieben

(γbbildung 6.14) zur Elution des VEGF eingesetzt werden und stört somit die Wechselwirkungen

zwischen Protein und γptamer. Stattdessen ist das γptamer auf seinen Bindepuffer angewiesen.

Zur γufreinigung des VEGF aus Inclusion-Bodies-Solubilisat wurde dieses daher 1:10 mit γptamer-

bindepuffer verdünnt und anschließendmit denγptamer-Magnetpartikeln inkubiert. Die SDS-PγGE

γnalyse, dargestellt in γbbildung 6.18, zeigt, dass das VEGF trotz der nicht optimalen Pufferverhält-

nisse vom V7t1gebunden werden konnte. Neben der VEGF-Bande ist im Eluat noch eine weitere

Bande erkennbar. Dies ist möglicherweise ein nicht vollständig translatiertes VEGF-Fragment, ein
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Degradationsprodukt oder ein bakterielles Protein, welches unspeziisch an dasγptamerV7t1 bindet.

Die Reinheit des VEGF in der ersten Elutionsfraktion beträgt daher nur 63,6t im Vergleich zu 81,2t

in der zweiten Elutionsfraktion. Ebenfalls zu beobachten ist eine gewisse unspeziische Bindung an

die Zufalls-DNγ. Dies, wie auch die nicht vollständige Elution des VEGF nach drei Elutionsschritten,

ist möglicherweise auf die deutlich höhere VEGF-Konzentration in der Inclusion-Bodies-Fraktion im

Vergleich zum selbst hergestellten komplexen Proteingemisch zurückzuführen.

γlles in allem war die γptamer-basierte γufreinigung des VEGF aus der solubilisierten Inclusion-

Bodies-Fraktion erfolgreich, wobei der Prozess in Bezug auf die eingesetzten VEGF-Mengen und die

Bindespeziität noch Optimierungspotential bietet.

Abbildung 6.18: γptamer-basierte VEGF-γufreinigung aus Inclusion-Bodies-Solubilisat.

γufgetragenwurden dermolekulare Größenstandard (M), die komplexe Inclusion-Bodies-Probe (P) sowie jeweils der Über-

stand nach Inkubation (Ü) mit entweder V7t1_14B oder der Zufalls-DNγ. Weiterhin jeweils die Waschfraktionen 1 und 3

(W1, W3), die Elutionsfraktionen 1 und 2 (E1, E2) und die Magnetpartikelfraktion (MP).
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7 Zusammenfassung und Ausblick

ImRahmen der vorliegendenγrbeit wurde die Eignung vonγptameren als γffinitätsliganden zur De-

tektion und γufreinigung rekombinant produzierter Proteine untersucht. Hierzu wurde der huma-

ne Wachstumsfaktor VEGF als Modellprotein eingesetzt, der rekombinant in E. coli produziert und

chromatographisch aufgereinigt wurde. γus der Literatur wurden die vier VEGF-bindenden DNγ-

γptamere V7t1, Del5-1, SL2B und 33t5 ausgewählt. Zunächst wurde ihre γffinität zum VEGF per

EMSγ und MST nachgewiesen.

Aptamer-basierte Detektion

Im ersten Teilprojekt dieser γrbeit wurden die vier γptamere zur Entwicklung Microarray-basierter

Detektionssysteme zum Nachweis von VEGF eingesetzt. Hierbei wurden sowohl γptamer-Micro-

arrays im Reverse Phase als auch im Sandwich Format entwickelt und charakterisiert. Beide Formate

ermöglichen die VEGF-Detektion mit Hilfe luoreszenzmarkierter γptamere, so dass keine Markie-

rung der Proteinprobe notwendig ist. Die γssays wurden hinsichtlich des Spotting-Verfahrens, der

Inkubationsbedingungen und der verwendetenγptamere optimiert, wobei sich je nach Format unter-

schiedliche Parameter als geeignet erwiesen. Diese sind in γnhang B.7.1 und B.7.2 zusammengefasst.

Wichtige Kenngrößen zur Charakterisierung der Detektionssysteme sind die Sensitivität, der dyna-

mische Bereich und die Speziität. Sie wurden für beide Formate untersucht und sind in Tabelle 7.1

dargestellt.

Die Nachweisgrenze des Microarray γssays im Reverse Phase Format liegt bei 1,1 µM und sein dy-

namischer Bereich reicht bis mindestens 17,5 µM. Er ermöglicht damit die Detektion von VEGF im

vergleichsweise hohen Konzentrationsbereich. Wie im Rahmen dieser γrbeit gezeigt wurde, eignet

sich der Reverse Phase γssay beispielsweise zur Überwachung der rekombinanten Proteinprodukti-

on, bei der hohe Proteinkonzentrationen anfallen. Er ermöglicht es, simultan verschiedene Proben auf

ihren VEGF-Gehalt zu untersuchen. Daher ist es ebenfalls denkbar, ihn zur Überwachung der Pro-

teinaufreinigung einzusetzen. Die Speziität des γssays wurde analysiert, indem neben dem VEGF

auch ausgewählte Nicht-Targetproteine mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten untersucht

wurden. Dabei wurden anhand der Beispielproteine BSγ und Myoglobin keine unspeziischen Bin-

dungen zu Proteinen mit saurem und neutralem pI nachgewiesen. Weiterhin wurden keine Wechsel-
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Tabelle 7.1: Nachweisgrenzen und Speziitäten der im Rahmen dieser γrbeit entwickelten γptamer-Microarrays.

Reverse Phase Assay Sandwich Assay

Nachweisgrenze 1100 nM <50 nM

Spezifität gegenüber

BSA + +

Myoglobin + +

Casein Nicht untersucht +

FCS + Nicht untersucht

-Chymotrypsin −

Unspezifische Wechselwirkungen

−

Stört Aptamer-VEGF-Bindung

E. coli Zelllysat −

Unspezifische Wechselwirkungen

.
Nicht untersucht

wirkungen mit dem komplexen Proteingemisch FCS beobachtet. Gegenüber dem basischen Protein

-Chymotrypsin und dem vermutlich DNγ-bindende Proteine enthaltenden E. coli Zelllysat hinge-

gen traten unspeziische Wechselwirkungen auf, aus denen falsch-positive Signale resultierten. Die

Detektion des VEGF ist dabei dennoch möglich, wenn eine Negativkontrolle mit VEGF-freier Pro-

be oder Zelllysat mitgeführt wird oder mögliche Störsubstanzen bei Bedarf vor Durchführung des

γssays abgetrennt werden.

γuch für den Microarray γssay im Sandwich Format wurde die Speziität der VEGF-Bindung ge-

genüber den Kontrollproteinen BSγ, Myoglobin und Casein nachgewiesen, wohingegen das basische

Protein -Chymotrypsin den γssay störte. In diesem Fall wurden keine unspeziischen Signale beob-

achtet, jedoch wurde die γptamer-VEGF-Bindung durch γnwesenheit des -Chymotrypsins gehin-

dert. Für die praktische γnwendung sind wie im Reverse Phase γssay auch hier VEGF-freie Negativ-

kontrollen und im Bedarfsfall die γbtrennung von Störsubstanzen notwendig. Der Microarray γssay

im Sandwich Format istmit einerNachweisgrenze von unter 50 nMmehr als 20-fach sensitiver als der

Reverse Phaseγssay. Damit besitzt der SandwichMicroarray das Potential, in der Diagnostik γnwen-

dung zu inden, wo sehr geringe VEGF-Konzentrationen detektiert werden müssen. Da die erwartete

VEGF-Konzentration in menschlichen Blut- oder Gewebeproben jedoch im niedrigen picomolaren

Bereich [126] und somit um vier Größenordnungen unterhalb der Nachweisgrenze des γssays liegt,

ist eine weitere Optimierung notwendig. Hierbei spielt insbesondere die γffinität der γptamere zum

VEGF eine wichtige Rolle. Die im Rahmen dieser γrbeit verwendeten γptamere weisen Dissoziati-

onskonstanten im niedrigen nanomolaren Bereich auf. Durch Einsatz von γptameren mit höherer

γffinität zum VEGF ist eine verringerte Nachweisgrenze zu erwarten. Ein für diese Zwecke vielver-

sprechendes DNγ-γptamer mit einer Dissoziationskonstante von 0,4 pM wurde 2013 von Kimoto et

al. selektiert [123].

Um die praktische γnwendbarkeit beider Microarray γssay-Formate zu verbessern, sollte im Rah-

men weiterführender γrbeiten die unspeziischen Wechselwirkungen zu basischen Proteinen sowie
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zu Bestandteilen komplexer Proben wie Zelllysaten genauer charakterisiert werden. Die verwende-

ten Protokolle zur Protein- und γptamerimmobilisierung sowie zur Durchführung des Detektions-

γssays können weiterhin auf andere γptamer-Target-Paare übertragen werden. Dies ermöglicht es,

mehrere γptamere auf einem Microarray zu verwenden und so einen Multiplex-γssay zur parallelen

Detektion mehrerer Proteine aufzubauen, um das Potential der Microarraytechnologie vollständig

auszunutzen.

Aptamer-basierte Aufreinigung

Im zweiten Teilprojekt dieser γrbeit wurde eine γptamer-basierte γufreinigungsstrategie für VE-

GF etabliert. Hierzu wurde das VEGF-bindende γptamer V7t1 auf Magnetpartikel immobilisiert, die

im γnschluss als γffinitätsmatrix zur Proteinaufreinigung dienten. Die Kenngrößen der γptamer-

basierten γufreinigung von VEGF sind in Tabelle 7.2 zusammengefasst.

Tabelle 7.2: Kenngrößen der Proteinbindung und -elution der entwickelten γptamer-basierten γufreinigung von VEGF.

Maximale erreichte Bindekapazität* 177 pmol/mg

Maximale erreichte Aptameraktivität* 81,3%

Elutionseffizienz 81,4%

Verbleibende Bindekapazität nach 4 Nutzungszyklen 90% der Ausgangsbindekapazität

Reinheit nach Aufreinigung aus FCS** 91%

Reinheit nach Aufreinigung aus IB-Solubilisat** 63,6%

*bei äquimolarem Verhältnis von Aptamer und VEGF

**bestimmt per Densitometrie

Zunächst wurde die VEGF-Bindung der immobilisierten γptamere analysiert und die Proteinbinde-

kapazität durch Einbringen von Spacern zwischen γptamer und Magnetpartikel sowie durch Variati-

on derγptamerdichte optimiert. Sowohl die Verwendung von Spacern als auch geringeγptamerdich-

ten tragen zurVerminderung sterischerHinderungen bei. Sie unterstützen so dieγptamerfaltung und

in Folge dessen die Targetbindung. Der Vergleich verschiedener Spacer-Typen zeigte, dass zusätzliche

Nukleotide zwischenγptamer undOberläche sich besonders als Spacer eignen, indem siemöglicher-

weise die γptamerkonformation stabilisieren. Bei einer geringenγptamerdichte von 57 pmol/mg und

Verwendung eines 14-Nukleotid-Spacers wurde eine maximale γptameraktivität von 81,3 t erreicht.

Geringe γptamerdichten begünstigen somit erwartungsgemäß die γktivität des immobilisierten γp-

tamers, während eine optimaleγusnutzung derMagnetpartikeloberläche bei hohenγptamerdichten

erreicht wird. So wurde bei einer Immobilisierungsdichte von 493 pmol/mg eine Bindekapazität von

177 pmol VEGF/mgMP erzielt. Dabei ist zu berücksichtigen, dass unter diesen Bedingungen 64t des

immobilisierten γptamers keine VEGF-Bindeaktivität zeigt. Je nach Kosten für Trägermaterial und

γptamer sowie dem Wert des aufzureinigenden Proteins muss hier in Hinblick auf einen ökonomi-

schen γufreinigungsprozess ein Kompromiss zwischen optimaler γusnutzung der γffinitätsliganden
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und der Trägermatrix gefunden werden.

Im γnschluss an die VEGF-Bindung wurde die Elution des Targetproteins analysiert, wobei sich ei-

ne salzabhängige Elution mit Natriumchlorid als geeignet erwies. Sie ermöglicht es, durch Zugabe

von 500 mM NaCl zum Bindepuffer 81,4 t des gebundenen VEGF zu eluieren. Ein großer Vorteil

dieser Elutionsmethode ist die Möglichkeit, das Salz im γnschluss an den γufreinigungsprozess per

Dialyse aus der Proteinlösung zu entfernen und das Protein gleichzeitig in den für seine spätere Ver-

wendung notwendigen Puffer zu überführen. γuch die γffinitätsmatrix kann durch Spülenmit Puffer

in Kombination mit der Hitzedenaturierung der γptamere von Salz- und Proteinresten befreit wer-

den. Nach anschließender Regeneration der γptamerfaltung durch Spülen mit γptamerbindepuffer

ist es möglich, die γptamer-modiizierten Magnetpartikel wiederzuverwenden. Dies wurde über vier

Verwendungszyklen erfolgreich durchgeführt, wobei die Bindekapazität im letzten Zyklus noch bei

90 t der γusgangsbindekapazität lag.

Die entwickelte Methode zur γptamer-basierten γufreinigung von VEGF wurde abschließend auf

ihre praktische γnwendbarkeit auf komplexe Proben untersucht. Die γufreinigung des VEGF war

sowohl aus der simulierten komplexen Probe bestehend aus VEGF in verdünntem FCS als auch im

verdünnten Inclusion-Bodies-Solubilisat der rekombinanten VEGF-Produktion erfolgreich. Die Rein-

heit des VEGF nachγufreinigung aus FCS lag dabei bei 91t und nachγufreinigung aus IB-Solubilisat

bei 63,6 t, wobei die Verunreinigung hierbei vermutlich aus einem VEGF-Fragment resultiert. In

weiterführenden Versuchen könnte die Elution durch γnwendung eines Stufengradienten optimiert

werden, um die Verunreinigung vom VEGF abzutrennen.

Insgesamt ist die γnwendbarkeit des γptamers V7t1 für die γffinitätsaufreinigung als positiv zu be-

werten. Im Gegensatz zur γnwendung zur VEGF-Detektion ist die γffinität des γptamers V7t1 zum

VEGF für einen effizienten γufreinigungsprozess ausreichend und ermöglicht es insbesondere, das

Protein unter milden Bedingungen wieder zu eluieren. Die im Rahmen dieser γrbeit entwickelten

Methoden zur γptamerimmobilisierung auf Magnetpartikel sollten in Hinblick auf eine präparative

γnwendung in weiterführenden Experimenten auf Säulenmaterialien oder Membranadsorber über-

tragen werden, um die γufreinigung des VEGF in größerem Maßstab per FPLC zu ermöglichen. γuf-

grund der unterschiedlichen Materialbeschaffenheit ist es dabei notwendig, die Parameter zur γuf-

reinigung, wie z. B. die γptamerdichte und den Probenluss für jedes System zu optimieren. Gelingt

diese Übertragung, können γptamere in der γffinitätsaufreinigung rekombinanter Proteine eine γl-

ternative zu üblichen γffinitätsliganden wie γntikörpern, Protein γ oder Heparin sein.
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A.1 Verbrauchsmaterialien

Chromatographiesäule HisTrap FF, 1mL GE Healthcare Life Science, Uppsala, SE

Chromatographiesäule HiTrap HP Heparin, 5mL GE Healthcare Life Science, Uppsala, SE

Vakuumsiltrationseinheit, Sartolab BT 180C5 Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

Einwegspritzen Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Filterpapier, dick Bio-Rad, München, DE

Impföse, steril Carl Roth, Karlsruhe, DE

Kanülen B. Braun Melsungen, Melsungen, DE

Mikroreaktionsgefäße, 1,5mL/2mL Sarstedt, Nümbrecht, DE

Mikrotiterplatten, 96 Well Brand, Wertheim, DE

PCR-Platten, 96 Well Fisher Scienctiic, Schwerte, DE

Petrischalen Greiner Bio One, Frickenhausen, DE

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht, DE

PVDF Immun-Blot-Membran Bio-Rad, München, DE

Skalpell B. Braun Melsungen, Melsungen, DE

Spritzenvorsatzilter, Minisart 0,2 μm Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

Zentrifugalkonzentratoren, VivaSpin 20/500,

3 kDa, 10 kDa MWCO

Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

Zentrifugengefäße, 15mL/50mL Corning Inc., Corning, NY
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A.2 Geräte

γnalysenwaage, ED224S Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

γutoklav, Systec V-150 Systec, Wettenberg, DE

DNγ-Elektrophoresekammer, Classic ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Erlenmeyerkolben mit Schikanen, 100mL,

500mL, 2 L

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Fluoreszenzscanner, GenePix 4000B Molecular Devices, Sunnyvale, Cγ

FPLC-System, ÄktaPure GE Healthcare Life Science, Uppsala, SE

Geldokumentation Gel iX Imager Science Imaging Instruments, Göttingen, DE

Inkubationskammern, IC-16 Schott Nexterion, Jena, DE

Inkubationsschrank, Hybaid ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Magnetrührer MSH Basic, IKγ-Werke, Staufen, DE

Magnetständer, DynaMag-2 Life Technologies, Carlsbad, Cγ

Mehrkanalpipette, 12 Kanal Mettler Toledo, Gießen, DE

Mikrothermophorese, Monolith NT.115 NanoTemper, München, DE

NanoPlotter NP 2.1 GeSiM, Großerkmannsdorf, DE

Orbitalschüttler, Sea Star Carl Roth, Karlsruhe, DE

pH-Elektrode HγNNγ Instruments, Kehl am Rhein, DE

Pipetten, Transferpette Brand, Wertheim, DE

Proteingelstation SE260 Hoefer, Holliston, Mγ

Reinstwasseranlage, γrium 611 Sartorius Stedim Biotech, Göttingen

Rotator für 1,5 und 2mL Gefäße VWR International, Darmstadt, DE

Schüttelinkubator, Certomat BS1 Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

Sicherheitswerkbank, Hera Safe ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Spektralphotometer, NanoDrop 1000 PeqLab-Biotechnologie, Erlangen, DE

Spektrophotometer, Epoch BioTek Instruments, Winooski, VT

ermocycler, Doppio VWR International, Darmstadt, DE

ermomixer Comfort Eppendorf γG, Hamburg, DE

Ultraschallbad, Sonorex Super RK 510 H Bandelin, Berlin, DE

Ultraschallsonde, Labsonic Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

Western Blot, Trans-Blot® SD Bio-Rad, München, DE

Zentrifuge für 1,5 und 2mL Gefäße, Heraeus ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Zentrifuge für 15 und 50mL Gefäße, X3 ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Zentrifuge für Mikrotiterplatten, 5702 Eppendorf γG, Hamburg, DE
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A.3 Microarray-Substrate und Magnetpartikel

Microarray-Substrate

UniSart® 3D Nitro slide, 16 pads Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, DE

3D-γldehyd Glas-Slides Polyγn, Berlin, DE

Magnetpartikel

Dynabeads M-270, Carboxyl Life Technologies, Carlsbad, Cγ

Dynabeads M-280, Tosyl-activated Life Technologies, Carlsbad, Cγ

Bio Mag® Carboxyl Polysciences Inc., Warrington, Pγ

NHS Mag Sepharose™ GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, SE

A.4 Chemikalien

2-Mercaptoethanol Fluka, Buchs, CH

γgar Sigma-γldrich, St. Louis, MO

γgarose Carl Roth, Karlsruhe, DE

γmmoniumperoxodisulfat (γPS) Merck, Darmstadt, DE

γmmoniumsulfat Carl Roth, Karlsruhe, DE

γmpicilin Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Borsäure Carl Roth, Karlsruhe, DE

Bromphenolblau Fluka, Buchs, CH

Carbenicillin γppliChem, Darmstadt, DE

CHES Carl Roth, Karlsruhe, DE

Coomassie Brilliant Blue G-250 Fluka, Buchs, CH

Dinatriumhydrogenphosphat Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Dithiotreitol (DTT) Carl Roth, Karlsruhe, DE

DMSO Merck, Darmstadt, DE

D-Trehalose Fluka, Buchs, CH

EDC Sigma-γldrich, St. Louis, MO

EDTγ Fluka, Buchs, CH

Essigsäure γppliChem, Darmstadt, DE

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE

Formaldehyd γppliChem, Darmstadt, DE

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Glycin Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Harnstoff Fluka, Buchs, CH

HCl Fluka, Buchs, CH

Hefextrakt Carl Roth, Karlsruhe, DE

Imidazol Merck, Darmstadt, DE

IPTG Carl Roth, Karlsruhe, DE

Kaliumchlorid Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, DE

Kaliumhexacyanidoferrat(III) Carl Roth, Karlsruhe, DE

L-γrginin Sigma-γldrich, St. Louis, MO

L-Cystein γppliChem, Darmstadt, DE

Methanol Carl Roth, Karlsruhe, DE

Magnesiumchlorid Fluka, Buchs, CH

Natriumchlorid Fluka, Buchs, CH

Natriumcarbonat Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumdesoxycholat γppliChem, Darmstadt, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS) γppliChem, Darmstadt, DE

Natriumhydroxid γppliChem, Darmstadt, DE

Natriumthiosulfat Carl Roth, Karlsruhe, DE

NP-40 Fluka, Buchs, CH

Ortho-Phosphorsäure Carl Roth, Karlsruhe, DE

Rotiphorese Gel 40 (37,5:1) Carl Roth, Karlsruhe, DE

RotiSafe Gel Stain Carl Roth, Karlsruhe, DE

Silbernitrat Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sybr Green II γmresco, Solon, OH

TEMED Fluka, Buchs, CH

TRIS Sigma-γldrich, St. Louis, MO

TRIS/HCl Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Triton X-100 Serva Feinbiochemica, Heidelberg, DE

Trypton Fluka, Buchs, CH

Tween 20 Sigma-γldrich, St. Louis, MO
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Puffer

γptamer-Bindepuffer TBSET 10 mM TRIS/HCl, 100 mM NaCl, 0,05 mM EDTγ,

50 mM KCl, 0,05 t Tween 20, pH 7,0

Bead-Waschpuffer 50 mM TRIS/HCl, 300 mM NaCl, 0,05 t Tween 20,

pH 7,0

EMSγ-Probenpuffer 20 mM TRIS/HCl, 0,02 t Bromphenolblau, 10 t

Glycerin, pH 6,8

EMSγ-Laufpuffer 25 mM TRIS, 50 mM Glycin, pH 9,5

Heparin-Bindepuffer (PBST) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM

KH2PO4, 0,05 t Tween 20, pH 8

Heparin-Elutionspuffer 2 M NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM

KH2PO4, 0,05 t Tween 20, pH 8

IB-Waschpuffer γ 50 mM TRIS/HCl, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 2 mM

EDTγ, 5 t Glycerin, 10 µg/mL DNase I, 0,05 t

Natriumdesoxycholat, 1 t NP-40, pH 8

IB-Waschpuffer B 10 mM CHES, 1 M Harnstoff, 100 mM L-γrginin,

15 mM L-Cystein, 0,05 t Tween 20, pH 9,8

IB-Solubilisierungspuffer 10 mM CHES, 1 M Harnstoff, 100 mM L-γrginin,

15 mM L-Cystein, 0,05 t Tween 20, 10 mM DTT, pH 9,8

IMγC-Bindepuffer 300 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM

KH2PO4, 0,05 t Tween 20, pH 8

IMγC-Elutionspuffer 300 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM

KH2PO4, 500 mM Imidazol, 0,05 t Tween 20, pH 8

KPP 0,17 mM KH2PO4, 0,72 mM K2HPO4

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM

KH2PO4, pH 8

SBB 50 mM Borsäure, pH 9,0

SDS-Probenpuffer (nicht-reduz.) 20 mM TRIS/HCl, 2 mM EDTγ, 5 t SDS, 5,5 t

Glycerin, pH 6,8
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SDS-Probenpuffer (reduzierend) 50 t 2-Mercaptoethanol, 30 t Glycerol, 8 t SDS,

500 mM DTT, 0,02 t Bromphenolblau

TγE 40 mM TRIS, 1 mM EDTγ, 20 mM Essigsäure, pH 8,5

TGS 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1 t SDS, pH 8,3

Western Blot Transferpuffer 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 10 t Ethanol, pH 8,3

Zelllysepuffer 50 mM TRIS/HCl, 1 mM EDTγ, 1 t Triton X-100,

10 mM MgCl2, pH 8,3

Medien

EGM-2 Promocell, Heidelberg, DE

LB-Medium 1 t Trypton, 0,5 t Hefeextrakt, 1 t NaCl

LB-γgar 1 t Trypton, 0,5 t Hefeextrakt, 1 t NaCl, 1,5 t γgar

SOC-Medium 2 t Trypton, 0,5 t Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM

KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose,

pH 7,0

TB-Medium 1,2 t Trypton, 2,4 t Hefeextrakt, 0,4 t Glycerol, 10 t

KPP

Gellösungen

Polyacrylamid Sammelgel (6 t) 0,375 mL Polyacrylamid/Bisacrylamid, 0,25 mL SDS

(1 t), 0,315 mL TRIS/HCl (1,5 M, pH 6,8), 1,56 mL

H2O, 10 µL TEMED, 25 µL γPS (10 t)

Polyacrylamid Trenngel (16 t) 3 mL Polyacrylamid/Bisacrylamid, 0,75 mL SDS (1 t),

2,1 mL TRIS/HCl (1,5 M, pH 8,8), 1,65 mL H2O, 30 µL

TEMED, 75 µL γPS (10 t)

1,5 t γgarosegel 1,5 g γgarose in TγE-Puffer

Färbelösungen

Coomassie Fixierlösung 50 t Ethanol, 20 t H3PO4
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Coomassie-Färbelösung 0,15 t Coomassie Brilliant Blue G-250, 10 t (NH4)2SO4

10 t H3PO4, 20 t Methanol in H2O

Entfärber/Fixierer 50 t Ethanol, 10 t Essigsäure in H2O

Farmers Reducer 0,1 t Kaliumhexacyanoferrat(III), 0,1 t

Natriumthiosulfat in H2O

A.6 Nukleinsäuresequenzen

Aptamere

Aptamer Sequenz

33t5 5’- CCC GTC TTC CγG γCγ γGγ GTG CγG GG - 3’

Del5-1 5’- γTγ CCγ GTC TγT TCγ γTT GGG CCC GTC CGT γTG GTG GGT GTG CTG GCC γG - 3’

SL2B 5’- Cγγ TTG GGC CCG TCC GTγ TGG TGG GT - 3’

V7t1 5’- TGT GGG GGT GGγ CGG GCC GGG TγG γ - 3’

V7t1_14B 5’- TGT GGG GGT GGγ CGG GCC GGG TγG γTγ GTγ TGT GCγ γTC - 3’

V7t1_14T 5’- TGT GGG GGT GGγ CGG GCC GGG TγG γTT TTT TTT TTT TTT - 3’

V7t1_12EG 5’- TGT GGG GGT GGγ CGG GCC GGG TγG γ /Dodecaethylenglycol/- 3’

266* 5’- TγC GγC TCγ CTγ TγG GGγ TCC TγC GTC γTT γTG Gγγ γCC GγC Gγγ TTC CCT

TTγ GTG γGG GTT - 3’

Zufalls-DNγ* 5’- γγγ CCG CGT CTC TγC GγC CGG TGC TCG γTT Tγγ TTT CGC TGγ CGT Gγ - 3’

*als Negativkontrollen

Primer

Gen Forward Reverse Ampliikatlänge

VEGF GGGγTCTTGCγCγγγCγGGT GCCTGGγγTGTGTγCCGγCT 202

pET16b CTTTCGGGCTTTGTTγGCγG TCCCGCGγγγTTγγTγCGγC 692

E. coli 16S rRNγ GγGCGCγγCCCTTγTCCT GGTTCCCCTγCGGTTγC 418
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Biomoleküle

γnti -VEGF γntikörper, Kaninchen,

monoklonal, rγJ1813

γbgent, San Diego, Cγ

Bovines Serum γlbumin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Casein Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Dnase I Sigma-γldrich, St. Louis, MO

dNTPs ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

FCS Pγγ Laboratories, Pasching, γT

GeneRuler 100 bp ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

GoTaq Polymerase Promega, Fitchburg, WI

Hexanukleotidprimer ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Myoglobin aus Pferdeherzen Sigma-γldrich, St. Louis, MO

PageRuler Plus Prestained Protein

Ladder

ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

PageRuler Unstained Protein Ladder ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Restriktionsenzym NcoI ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Restriktionsenzym XhoI ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Reverse Transkriptase, Superscript III Life Technologies, Carlsbad, Cγ

T4 DNγ-Ligase ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

-Chymotrypsin Sigma-γldrich, St. Louis, MO

Vektoren

pET16b Merck Millipore, Darmstadt, DE

Zellen

E. coli BL21(DE3) Merck Millipore, Darmstadt, DE

HUVEC Promocell, Heidelberg, DE
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A.8 Reaktionskits

Bezeichnung Bezugsquelle

660 nm Protein γssay ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Human VEGF ELISγ ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

Micro BCγ Protein γssay ermo Fisher Scientiic, Rockford, IL

QIγquick Gel Extraction Kit Qiagen Hilden, DE

RNeasy Mini Kit Plus Qiagen Hilden, DE

Western Breeze Chromogenic

Immunodetection Kit, Rabbit

Life Technologies, Carlsbad, Cγ
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B.1 Molekularbiologische Methoden

B.1.1 Allgemeine Methoden

RNA-Isolation aus E. coli

Die RNγ-Isolation wurde mit dem RNeasy MiniKit Plus nach Herstellerangaben durchgeführt. γn-

schließendwurdendieKonzentration unddieReinheit des RNγ-Extraktes spektrometrisch bestimmt.

Nukleinsäure-Quantifizierung

Die Konzentrationsbestimmung von DNγ und RNγ-Lösungen erfolgte spektrometrisch mittels des

Lambert-Beerschen-Gesetzes

E260 = ε · c · d.

Zur Quantiizierung von γptameren und Oligonukleotiden wurden die speziischen, sequenzabhän-

gigenExtinktionskoeffizienten verwendet. Für Probenmit undeiniertenNukleinsäuresequenzenwur-

den folgende Extinktionskoeffizienten angenommen:

εdsDNA = 0, 02mL · µg−1cm−1

εRNA = 0, 025mL · µg−1cm−1

cDNA-Synthese

Die isolierte RNγ wurde per reverser Transkription in cDNγ umgeschrieben. Dazu wurde folgender

Reaktionsansatz verwendet:
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B.1 Molekularbiologische Methoden

1 µg RNγ

3µL Hexanukleotidprimer (100 µM)

ad 21 µL H2O

8µL 5×RT Puffer

4 µL dNTP-Mix

6 µL H2O

1µL Reverse Transkriptase (200 U/µL)

Zunächst wurden die RNγ und Primer mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 21 µL gebracht und

für 5 min auf 65 °C erhitzt, um die Sekundärstrukturen der RNγ aufzulösen. Der Reaktionsansatz

wurde für 1 min auf Eis abgekühlt, anschließend wurden alle weiteren Reaktionskomponenten zuge-

geben und die reverse Transkription erfolgte für 60 min bei 37 °C. Die cDNγ wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

DNA-Gelextraktion

Zur DNγ-Isolation aus einem γgarosegel wurde zunächst die gewünschte DNγ-Bande mit einem

Skalpell ausgeschnitten und in ein Mikroreaktionsgefäß überführt. Die Gelextraktion erfolgte mittels

des Qiagen Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben.

Polymerase-Kettenreaktion

Zurγmpliikation speziischerDNγ-Sequenzenwurden 0,5 µLDNγ-Templatemit 5 µL 5 ×Polymerase-

puffer, 2 µL dNTP-Mix (2mM) und 0,5 µL Primermix (10 µM), bestehend aus dem forward und re-

verse Primer, versetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit Wasser auf 25 µL aufgefüllt und 0,125 µL Taq-

Polymerase wurden zugegeben. Die DNγ-γmpliikation erfolgte in einem PCR-ermocycler nach

folgendem Temperaturschema:

Initiale Denaturierung 0,5min, 95 °C

30 Wiederholungen

Denaturierung 0,5min, 95 °C

Primer-γnnealing 0,5min, 59–62 °C (Primer-abhängig)

Elongation 0,5min, 72 °C

γbschließende Elongation 5min, 72 °C

Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden in einem 1,5t γgarosegel aufgetrennt. Dazu wird die γgarose in TγE-

Puffer aufgekocht und dabei gelöst. Die Lösung wird abgekühlt, kurz vor dem Erstarren mit 2 µL
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B.1 Molekularbiologische Methoden

RotiSafe GelStain versetzt und in die Gelkammer gegossen. Es werden 2 µL des DNγ-Standards und

je 10 µL der Genampliikate auf das Gel aufgetragen. Die DNγ-Fragmente werden in TγE-Laufpuffer

bei 100 V für 45min elektrophoretisch getrennt und die Banden anschließend im Gel mit Hilfe des

UV-aktiven Farbstoffs RotiSafe detektiert.

B.1.2 Klonierung

Restriktionsverdau und Ligation

Die Klonierung des VEGF-Gens in den Expressionsvektor pET16b erfolgte über eine Sticky End Klo-

nierungmittels der RestriktionsenzymeNcoI undXhoI. Zunächst wurden in zwei getrennten Restrik-

tionsansätzen 1 µg Plasmid-DNγ oder 0,5 µg Gen-Template mit je 1 µL NcoI (10 u/µL) und 1 µL XhoI

(10 u/µL) in 2 × Tango Restriktionspuffer versetzt. Es wurdemitWasser bis zu einemVolumen von 30

µL aufgefüllt und die γnsätze wurden für 2 h bei 37 °C inkubiert. γnschließend wurde die Reaktion

durch Hitzeinaktivierung bei 80 °C gestoppt.

Zur Ligationwurden der restriktionsverdaute Vektor und die Insert-DNγ imVerhältnis 1:5 eingesetzt

und es wurden 2 µL 10 ×Ligationspuffer sowie 1 µLT4-DNγ-Ligase (5 u/µL) hinzugefügt. Der γnsatz

wurde auf 20 µL Gesamtvolumen aufgefüllt und über Nacht bei 16 °C inkubiert.

Transformation mittels Hitzeschock

Die chemisch kompetenten E. coli BL21(DE3) Zellen wurden auf Eis aufgetaut und vorsichtig ge-

mischt. 10 µL Bakteriensuspension wurden mit 1 µg Vektor-DNγ versetzt und 5 min lang bei 4 °C

inkubiert. γnschließend erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C für 30 s. Die Bakteriensuspension wurde

sofort abgekühlt und für 2 min auf Eis gelagert. Es wurden 80 µL SOC (Super Optimal Broth with Ca-

tabolite Repression)-Medium zum Transformationsansatz hinzugefügt und für 45 min bei 37 °C und

300 rpm inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in verschiedenen Verdünnungen auf LB (Lysogeny

broth)-γgarplatten mit γmpicillin (50 µg/mL) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. γm

nächsten Tag wurden einzelne Kolonien gepickt, auf neue γgarplatten überführt und per Kolonie-

PCR untersucht.

Kolonie-PCR

Für die Kolonie-PCRwurdemit einer sterilen Impföse die zu untersuchende Bakterienkolonie gepickt

und in 50 µL steriles Wasser überführt. Die Probe wurde für 5 min bei 95 °C gekocht, anschließend

für 1min auf Eis abgekühlt und bei 12.000 ×g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. γnschließend wurde

eine PCR mit folgendem γnsatz durchgeführt:
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B.2 Proteinexpression

10 µL γufgekochte Bakterienlösung

1 µL Primermix (10 µM)

1 µL dNTP-Mix (2mM)

10 µL 5×Polymerasepuffer

0,25 µL Taq-Polymerase

27,75 µL H2O

Die DNγ-γmpliikation erfolgte in einem PCR-ermocycler nach folgendem Temperaturschema:

Initiale Denaturierung 0,5min, 95 °C

35 Wiederholungen

Denaturierung 0,5min, 95 °C

Primer-γnnealing 0,5min, 59–62 °C (Primer-abhängig)

Elongation 0,5min, 72 °C

γbschließende Elongation 5min, 72 °C

B.2 Proteinexpression

Anlegen einer Gefrierkultur

In einem 100mL Schüttelkolben wurden 20mL LB-Medium mit γmpicillin (100 µg/mL) mit einer

Einzelkolonie E. coli BL21(DE3) angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm kultiviert. Bei einer OD600 von

0,6 wurden je 500 µL Zellsuspension mit gleichem Volumen Glycerol gemischt und für 10 min auf Eis

gekühlt. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

Kultivierung im Schüttelkolben

Für die Vorkultur wurden in einem 250mL Schüttelkolben 100mL TB (Terriic Broth)-Medium mit

Carbenicillin (150 µg/mL) mit 1mL einer Gefrierkultur angeimpft und bei 37 °C und 170 rpm kulti-

viert. Bei einerOD600 von ca. 0,6–1wurden die Zellen geerntet, für 10min bei 4000 ×g abzentrifugiert

und in frischem TB-Medium resuspendiert. Die Hauptkultur wurde in einem 2 L Schüttelkolben mit

650mL TB-Medium mit Carbenicillin (150 µg/mL) mit einer OD600 von 0,1 angeimpft und bei 37 °C

und 170 rpm kultiviert. Bei einer OD600 von ca. 0,6 wurde die Proteinexpression mit einer Endkon-

zentration von 1mM IPTG induziert und weitere 4 h kultiviert. γnschließend wurden die Zellen per

Zentrifugation für 5 min bei 10000 ×g geerntet und die Zellpellets bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.
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B.3 Proteinaufreinigung

Zunächst wurden die intrazellulären, unlöslichen Proteinaggregate isoliert und in Lösung gebracht.

Die γufreinigung des VEGF aus dem Proteinrohextrakt erfolgte mittels FPLC in zwei Chromato-

graphieschritten, einer Metallchelatchromatographie und einer Heparin-γffinitätschromatographie.

Falls nicht anders beschrieben, wurden alle γrbeitsschritte bei 4 °C durchgeführt.

Proteinisolation aus Inclusion Bodies

Das Protokoll zur Isolation der Inclusion Bodies und die anschließende Solubilisierung des Proteins

wurde auf Basis zweier bereits etablierter Methoden zur γufreinigung von VEGF entwickelt [176,

177].

Zunächst wurden die Zellpellets aufgetaut, in 30mL PBS resuspendiert und bei 6000 ×g für 15min

zentrifugiert, umMedienreste zu entfernen. γnschließend wurden die Zellen pro GrammZellfeucht-

masse in 5mL Zelllysepuffer mit DNase I (10 µg/mL) resuspendiert und für 30 min bei Raumtempe-

ratur inkubiert. γnschließend wurden die Bakterien unter Eiskühlung 3 × 30 s mit Ultraschall (90

W, 0,6 s Pulsdauer) behandelt. Die aufgeschlossenen Zellen wurden mit zwei Volumen Inclusion-

Bodies (IB)-Waschpuffer γ (50 mM TRIS/HCl, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 2 mM EDTγ, 5 t Glyce-

rin, 10 µg/mL DNase I, 0,05 t Natriumdesoxycholat, 1 t NP-40, pH 8) versetzt, für 30 min bei 4 °C

inkubiert und anschließend bei 6000 ×g für 45min zentrifugiert. DerÜberstandwurde verworfen, das

Pellet in IB-Waschpuffer B (10 mM CHES, 1 M Harnstoff, 100 mM L-γrginin, 5 mM EDTγ, 15 mM

L-Cystein, 0,05 t Tween 20, pH 9,8) resuspendiert, erneut 60 min bei 6000 ×g zentrifugiert. Die Pro-

teinkonzentration im Überstand wurde per 660 nm γssay bestimmt und der Überstand anschließend

verworfen, Der Waschschritt mit IB-Waschpuffer B wurde wiederholt, bis kein Protein mehr in Lö-

sung ging. Die Proteinaggregate aus den Inclusion Bodies wurden durch 30-minütige Inkubation in

IB-Solubilisierungspuffer (10 mM CHES, 1 M Harnstoff, 100 mM L-γrginin, 5 mM EDTγ, 15 mM

L-Cystein, 0,05 t Tween 20, 10 mM DTT, pH 9,8) in Lösung gebracht. Ungelöstes Protein wurde

durch Zentrifugation (90 min, 6000 ×g) abgetrennt und der Überstand abgenommen. Der Solubili-

sierungsschritt wurde einmal wiederholt. γbschließend wurde die Gesamtproteinkonzentration im

Proteinrohextrakt per 660 nm γssay bestimmt.

Metallchelatchromatographie

Zur Vorbereitung auf die Metallchelatchromatographie wurde der Proteinrohextrakt mit zwei Volu-

men IMγC-Bindepuffer (300 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM KH2PO4, 0,05 t

Tween 20, pH 8) versetzt und verbleibende unlösliche Bestandteile der Inclusion Bodies mit Hilfe ei-

nes Spritzenvorsatzilters (0,2 µm Porengröße) abgetrennt. Die Chromatographiesäule (HisTrap FF)
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B.3 Proteinaufreinigung

wurde bei einer Flussrate von 1mL/min mit 5 Säulenvolumen mit dem Bindepuffer äquilibriert und

anschließend bei gleicher Flussrate mit der Proteinlösung beladen. Die Säule wurde mit 20 Säulen-

volumen Bindepuffer gespült und das gebundene Protein anschließend bei einer Konzentration von

240mM Imidazol eluiert. γnschließendwurde die Säulemit 20 Säulenvolumenmit 500mM Imidazol

im Bindepuffer gespült und zur Vorbereitung auf den nächsten Lauf mit 5 Säulenvolumen Bindepuf-

fer äquilibriert. Die Elutionsfraktionen wurden per SDS-PγGE untersucht und die VEGF-haltigen

Fraktionen vereinigt.

Heparin-Affinitätschromatographie

Die vereinigtenElutionsfraktionenderMetallchelatchromatographiewurdenmit 2VolumenHeparin-

Bindepuffer (137mMNaCl, 2,7mMKCl, 4,3mMNa2HPO4, 1,4mMKH2PO4, 0,05tTween 20, pH8)

versetzt und Schwebstoffe mit Hilfe eines Spritzenvorsatzilters (0,2 µm Porengröße) abgetrennt. Die

Heparin-Chromatographiesäule (HiTap HP Heparin) wurde bei einer Flussrate von 2mL/min über

4 Säulenvolumen mit Bindepuffer äquilibriert und anschließend bei 2mL/min mit Proteinlösung be-

laden. Die Säule wurde bei 2mL/min mit 4 Säulenvolumen Bindepuffer gespült und das gebundene

Protein bei einer Konzentration von 800mM Natriumchlorid eluiert. γnschließend wurde die Säu-

le über 2 Säulenvolumen mit 2 M Natriumchlorid im Bindepuffer gespült und zur Vorbereitung auf

den nächsten Lauf mit 2 Säulenvolumen Bindepuffer äquilibriert. Die Elutionsfraktionen wurden per

SDS-PγGE analysiert und die Proteinkonzentration in den VEGF-haltigen Fraktionen per 660 nm

γssay bestimmt.

Umpuffern des Proteins

Das VEGF wurde in den Experimenten zur Detektion und γufreinigung in TBSET-Puffer (10 mM

TRIS/HCl, 100 mM NaCl, 0,05 mM EDTγ, 50 mM KCl, 0,05 t Tween 20, pH 7,0) eingesetzt. Zum

Umpuffern wurde die VEGF-haltige Lösung mit dem TBSET verdünnt und anschließend per Zen-

trifugalkonzentratoren mit 10 kDa Größenausschluss aufkonzentriert. Die Verdünnungs- und Kon-

zentrationsschritte wurden wiederholt, bis der γnteil des ursprünglichen Puffers <5t betrug. Die

VEGF-Lösung wurde bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.
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B.4 Proteinanalytik

B.4.1 Allgemeine Methoden

SDS-PAGE

Die Proteinewurden in einer diskontinuierlichenElektrophoresemit einem16tPolyacrylamidtrenn-

gel (pro Gel: 3 mL Polyacrylamid/Bisacrylamid, 0,75 mL SDS (1 t), 2,1 mL TRIS/HCl (1,5 M, pH 8,8),

1,65 mL H2O, 30 µL TEMED, 75 µL γPS (10 t)) und einem 6t Sammelgel (pro Gel: 0,375 mL Po-

lyacrylamid/Bisacrylamid, 0,25 mL SDS (1 t), 0,315 mL TRIS/HCl (1,5 M, pH 6,8), 1,56 mL H2O,

10 µL TEMED, 25 µL γPS (10 t)) aufgetrennt. Zur Vorbereitung der Proben wurden die zu analy-

sierenden Proteinlösungen mit gleichem Volumen Probenauftragspuffer (50 t 2-Mercaptoethanol,

30 t Glycerol, 8 t SDS, 500 mM DTT, 0,02 t Bromphenolblau) versetzt und für 10min bei 95 °C de-

naturiert. γnschließend wurden unlösliche oder ausgefallene Feststoffe durch Zentrifugation (5min,

10000 ×g) abgetrennt. Die Proben und der Proteingrößenstandard wurden auf das Gel aufgetragen

und der Gellauf zunächst bei 100 V, nach Durchlaufen des Sammelgels bei 150 V durchgeführt. γn-

schließend wurden die Proteine entweder direkt im Gel angefärbt oder per Western Blot auf eine

Membran übertragen.

Für die SDS-PγGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen zum Nachweis von Protein-Oligomeren

wurden die Proteinlösungen mit einem Probenauftragspuffer ohne Mercaptoethanol (20 mM TRIS/-

HCl, 2 mM EDTγ, 5 t SDS, 5,5 t Glycerin) vorbereitet.

Kolloidale Coomassie-Färbung

Zur quantitativen γnfärbung der Proteine wurde das Polyacrylamidgel unter leichtem Schwenken

für mindestens 30min in der Fixierlösung (50 t Ethanol, 20 t H3PO4) inkubiert. Das Gel wurde 3 ×

mit Wasser gewaschen und anschließend über Nacht in Coomassie-Färbelösung (0,15 t Coomassie

Brilliant Blue G-250, 10 t (NH4)2SO4 10 t H3PO4, 20 t Methanol in H2O) inkubiert. γm nächsten

Tag wurde die Lösung abgegossen und das Gel bis zur vollständigen Entfärbung des Hintergrundes

mit Wasser gewaschen.

Silberfärbung

Für einen sensitiveren Proteinnachweis wurde das Gel zunächst für mindestens 30min im Entfär-

ber/Fixierer (40 t Ethanol, 10 t Essigsäure in H2O) inkubiert. γnschließend wurde das Gel zweimal

mit Wasser gewaschen und für 2,5min in Farmers Reducer (0,1t K3[Fe(CN)6], 0,1 t Na2S2O3 in

H2O) inkubiert. Das Gel wurde mindestens 3 × für je 10min mit Wasser gewaschen, anschließend
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B.4 Proteinanalytik

für 30min in Silbernitratlösung (0,1t Silbernitrat in Wasser) inkubiert und es wurde erneut 2 × mit

Wasser und 1 × mit Natriumcarbonatlösung (2,5t Na2CO3in H2O) gewaschen. Nach Zugabe der

Entwicklerlösung (0,15t Formaldehyd in 2,5t Na2CO3-Lösung) wurden die Silberbanden bis zur

gewünschten Bandenstärke entwickelt. Die Färbungwurde durch Zugabe von 5tEssigsäure gestoppt

und die Proteinbanden wurde mit einem Flachbettscanner dokumentiert.

Densitometrische Auswertung

Die densitometrische γuswertung der Gele wurde mit der Software γlphaEaseFC (γlpha Innotech)

durchgeführt. Die Gelbilder wurden in das Programm importiert und die Laufstrecken der einzel-

nen Proben markiert. γnhand der Dicke und der Intensitäten der Banden wurden die Reinheiten der

aufgetrennten Proben berechnet.

Western Blot

Zur speziischen Detektion von VEGF mit γntikörpern wurde das Polyacrylamidgel nach der SDS-

PγGE für 2min im Transferpuffer (25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 10 t Ethanol, pH 8,3) inkubiert,

um SDS-Reste zu entfernen. Die PVDF-Membran wird zunächst komplett mit Ethanol benetzt und

anschließend gemeinsam mit den Filterpapieren für 5min im Transferpuffer geschwenkt. Filterpa-

piere, Gel und Membran werden geschichtet und in der Blotkammer werden die Proteine bei 15 V

und 150mγ für 30min auf dieMembran übertragen. γnschließendwird nachHerstellerprotokollmit

demWestern Breeze ImmunodetectionKit und einemVEGF-bindenden Primärantikörper (rγJ1813,

γbgent) das VEGF speziisch angefärbt.

B.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration VEGF-haltiger Proben wurde je nach Probenzusammensetzung mit unter-

schiedlichen Methoden bestimmt: In reinen VEGF-Lösungen wurde die Gesamtproteinkonzentrati-

on per 660 nm γssay (Konzentrationsbereich 50–2000 μg/mL) oder Micro-BCγ γssay (Konzentrati-

onsbereich 2–40 μg/mL) bestimmt. VEGF-haltige komplexe Proben sowie Proben mit sehr geringer

VEGF-Konzentration wurden per ELISγ quantiiziert.

Pierce 660 nm Assay

Der 660 nm γssay wurde nach Herstellerangaben im Mikrotiterplattenformat durchgeführt und die

γbsorption bei 660nmgemessen.Die Signalintensität des jeweiligenPufferswurde vonder der Protein-

haltigen Probe subtrahiert und anhand einer zuvor vermessenenVEGF-Standardreihe wurde die Pro-

teinkonzentration bestimmt.
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B.5 Zellkulturtechniken

Micro-BCA Assay

Der Micro-BCγ γssay wurde nach Herstellerangaben im Mikrotiterplattenformat durchgeführt und

die γbsorption bei 562 nm gemessen. Die Signalintensität des jeweiligen Puffers wurde von der der

Protein-haltigen Probe subtrahiert und anhand einer zuvor vermessenen VEGF-Standardreihe wurde

die Proteinkonzentration bestimmt.

VEGF-ELISA

Der VEGF-ELISγ wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Die zu vermessende Probe wurde je

nach erwarteter Proteinkonzentration mit Sample Diluent verdünnt. Zur Bestimmung der Protein-

konzentration wurde eine VEGF-Standardreihe vermessen.

B.5 Zellkulturtechniken

Zellpräservation

γls Kryo-Medium wurde voll-supplementiertes Endothelial Cell Growth Medium 2 (ECGM-2, 2t

FCS, 5 ng/mL Epidermal Growth Factor, 10 ng/mL Basic Fibroblast Growth Factor, 20 ng/mL Insulin-

like Growth Factor, 0,5 ng/mL VEGF165, 1 µg/mL γscorbinsäure, 22,5 µg/mL Heparin, 0,2 µg/mL Hy-

drocortison) mit 10t DMSO versetzt. Die HUVEC in Passage 2 wurden in γliquots von ca. 1×106

Zellen in 1mL Kryo-Medium bei −196 °C gelagert. Das zugesetzte DMSO verhindert dabei die Bil-

dung von großen intrazellulärenWasserkristallen, die die Zellenwährend des Einfrierens zumPlatzen

bringen würden.

Revitalisierung und Zellexpansion

ZurRevitalisierungwurden die Zellen aus demKryobehälter entnommenund bei 37 °C imWasserbad

angetaut. γnschließendwurden siemit 24mLvortemperiertemKulturmedium (voll-supplementiertes

ECGM-2) versetzt und in eine T175 Zellkulturlasche überführt. Die Zellen wurden bei 37 °C, 5t

CO2, 21t O2 und 95t Luftfeuchtigkeit für 3 Tage kultiviert. das Medium mitsamt den nicht-ädhä-

renten Zellen abgesaugt und durch frisches 37 °C warmes Medium ersetzt.

VEGF-Aktivitätstest

Für den γktivitätstest wurden die HUVEC in einer Dichte von 4000 Zellen pro Well in 100 µL voll-

supplementiertem ECGM-2 in eine 96-Well-Platte ausgesiedelt und für 24 h bei 37 °C, 5t CO2, 21t
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O2 und 95t Luftfeuchtigkeit kultiviert. γnschließend wurde das Medium abgesaugt und pro Well

durch 100 µL ECGM-2 mit 0,2t FCS und ohne weitere Supplemente ersetzt. Die Zellen wurden über

24 h im Minimalmedium kultiviert um verbleibende Supplemente aufzuzehren. Zur Vorbereitung

der Testmedien wurde ECGM-2 mit 0,2t FCS mit 20 ng/mL kommerziellem VEGF, 20 ng/mL des

selbst produzierten VEGF und als Negativkontrolle mit gleichem Volumen Puffer versetzt. Je 4 Wells

wurdenmit je 100 µLder vorbereitetenMedien versetzt und für 2 oder 5Tage kultiviert. γnschließend

wurde ein Cell-Titer-Blue (CTB-γssay) durchgeführt.

CTB-Assay

DerCTB-γssay basiert auf der Reduktion des blauennicht-luoreszierendenFarbstoffsResazurin zum

pinken luoreszierenden Resoruin in den Mitochondrien. Das resultierende Fluoreszenzsignal ist ein

Maß für die metabolische γktivität lebender Zellen und somit die Zellviabilität. In jedes Well der

96-Well-Platte wurden 10t (10 µL) Cell-Titer-Blue-Reagenz gegeben und für 2,5 h im dunklen bei

37 °C inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde bei einer Exzitation von 544 nm und einer Emission

von 590 nm bestimmt.

B.6 Bestimmung von Affinitäten

B.6.1 Electrophoretic Mobility Shift Assay

Zur γnalyse der DNγ-Proteinbindung per Electrophoretic Mobility Shift γssay (EMSγ) wurden

19 µL Proteinlösung (15 µM) in TBSET mit 1 µL Cy3-modiiziertem DNγ-γptamer (40 µM) versetzt

und für 30 min bei 4 °C inkubiert. γnschließend wurden 10 µL Probenauftragspuffer (20 mM TRIS/-

HCl, 0,02 t Bromphenolblau, 10 tGlycerin, pH 6,8) hinzugefügt und die Proben auf ein 1,5t γgaro-

segel in EMSγ-Laufpuffer (25 mM TRIS, 50 mM Glycin, pH 9,5) aufgetragen. Die Trennung erfolgte

bei 100 V für 60 min, die Banden wurden durch γnregen des Cy3-Farbstoffs detektiert.

B.6.2 Mikrothermophorese

Das Verfahren derMikrothermophorese wurde zur Bestimmung von Bindekonstanten verschiedener

γptamere zum VEGF verwendet. Hierzu muss einer der Bindungspartner luoreszenzmarkiert wer-

den. Je nach Experiment wurde entweder Cy3-markierte γptamere eingesetzt oder markiertes VEGF

eingesetzt. Das VEGF wurde mit dem Monolith Protein Labeling Kit Blue-NHS (Amine Reactive)

nach Herstellerangaben modiiziert. Zur Bestimmung der Bindeaffinität wurde jeweils die Konzen-

tration dermarkiertenKomponente konstant gehalten (50 nM), während der andere Bindungspartner
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B.7 γptamer-Microarrays

in einer 1:2-Verdünnungsreihe im Konzentrationsbereich von 0,2–1000 nM) eingesetzt wurde. γp-

tamer und Protein wurden für 10min bei 4 °C im γptamerbindepuffer inkubiert und anschließend

wurde jede Probe in eine Glaskapillare (K004 hydrophilic) geladen. Im γnschluss wurden die Proben

per Monolith NT.115 MST-System bei 90t LED-Intensität und 20t MST analysiert. Der KD-Wert

wurde durch nicht-lineare Kurvenanpassung unter Verwendung des Massenwirkungsgesetzes (B.1)

bestimmt.

KD =
cAptamer · cV EGF

cAptamerV EGF

(B.1)

B.7 Aptamer-Microarrays

B.7.1 Reverse Phase Microarray

Proteinimmobilisierung und Blockieren der Oberfläche

Die verwendeten Glasobjektträger (UniSart 3D Nitro, 16 pads, Sartorius) sind jeweils mit 16 Nitro-

cellulose-Pads beschichtet, wobei auf jedes dieser Pads ein identisches Muster aus maximal 10 × 10

Proteinspots aufgebracht wurde. Jede Proteinprobe wurde als Zehnfachreplikat gespottet, so dass pro

Slidemaximal 10 Proteinproben gespottet wurden. Der γufbau eines 16 Pad-Slides und das Spotmus-

ter sind in γbbildung B.1 schematisch dargestellt.

Abbildung B.1: Schematische Darstellung eines 16-Pad Microarray-Slides.
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Die Proteine wurden dazu bis zur gewünschten Konzentration im Spotting-Puffer TBSET verdünnt.

γnschließend wurden sie bei Raumtemperatur und 70t Luftfeuchtigkeit, bei einer Spannung von

70V und einer Frequenz von 100 s-1 kontaktfrei auf dieNitrocellulose-beschichtetenGlasoberlächen

aufgebracht. Die γnzahl der Tropfen pro Spot wurde zwischen 4 und 10 variiert. Nach der Proteinim-

mobilisierung wurde der Slide zunächst 30 min lang bei Raumtemperatur und 70t Luftfeuchtigkeit

getrocknet und anschließend für 45 min mit 1t BSγ (w/v) in PBS geblockt. Der Slide wurde einmal

5 min lang mit PBS, dann zweimal 5 min mit γptamerbindepuffer gewaschen.

Inkubation des Detektionsaptamers

Die Cy3-markierten γptamere und Oligonukleotide wurden im γptamerbindepuffer TBSET ver-

dünnt. Der Slide wurde in den Inkubationsrahmen (IC-16, Schott Nexterion) eingespannt, so dass

jedes Nitrocellulose-Pad von einer eigenen Inkubationskammer umgeben war. Dabei wurde darauf

geachtet, dass die Nitrocellulosemembran nicht austrocknet. Jede dieser Kammern wurde mit 75 µL

γptamerlösung befüllt, die Kammern wurdenmit einer Klebefolie verschlossen und der Slide bei 4 °C

für 2 h oder über Nacht inkubiert. Die γptamerlösung wurde mit einer Pipette abgenommen und der

Slide 3 × für je 2 min mit 200 µL γptamerbindepuffer gewaschen. γnschließend wurde der Inkuba-

tionsrahmen entfernt, der Slide erneut für 2 min in 50mL γptamerbindepuffer gewaschen und mit

Druckluft getrocknet.

Optimierte Parameter zur Durchführung eines Reverse Phase Microarray Assays

Im Rahmen der γssay-Entwicklung wurden einige Parameter zur Versuchsdurchführung getestet.

Die optimalen Parameter sind hier tabellarisch zusammengefasst.

Technische Geräte

Microarray-Substrat 3D-Nitrocellulose (Unisart, 16 pad)

Spotting-System Kontaktlos, per NanoPlotter NP 2.1

Spotting- und Blockierungsvorgang

Spotting-Parameter 70V, 8 Tropfen (1,6–3,2 nL) pro Spot

Spotting-Bedingungen RT, 70% Luftfeuchtigkeit

Spotting-Puffer TBSET + 5% PEG 200

Blockierungsbedingungen 1% BSA in PBS, RT, 45 min

Aptamer/Protein-Inkubation

Inkubationsbedingungen 2 h, 4 °C

Inkubationspuffer TBSET

Geeignete Detektionsaptamere 33t5; V7t1
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Detektion und Datenauswertung

Der Slide wurde mit einem Laser-Scanner (γxon 4000B) bei einer Wellenlänge von 532 nm und einer

Laserstärke von 33t bei unterschiedlichen PMT-Gains gescannt. Die generierten Bilder wurden mit

der Software Genepix Pro 6.0 (Molecular Devices, USγ) analysiert: Die Proteinspots wurdenmit dem

integrierten Spotmuster-γlgorithmus detektiert und das mittlere Spotsignal (Signal Mean, SM), der

Mittelwert desHintergrundsignals (BackgroundMean, BM) und die Standardabweichung desHinter-

grundsignals (StabwB ) ermittelt. Die relative Signalintensität wurde durch Subtraktion des mittleren

Hintergrundsignals vom Mittelwert des Spotsignals berechnet. Zusätzlich wurde für jeden Spot das

Signal-Rausch-Verhältnis (Signal to Noise Ratio, SNR) berechnet, anhand dessen das Detektionsli-

mit bestimmt wurde. Dabei wird das Detektionslimit eines Spots durch eine minimale SNR von 3

deiniert.

SNR =
SM −BM
StabwB

(B.2)

Bestimmung von Bindungskonstanten

Zur Bestimmung der Bindeaffinität von γptamer und VEGF wurde eine Konzentrationsreihe des De-

tektionsaptamers mit VEGF inkubiert und die Signalintensität in γbhängigkeit von der γptamerkon-

zentration aufgetragen. Die sich ergebende Sättigungskurve wurde durch nicht-lineare Kurvenanpas-

sung unter Verwendung der Hill-Gleichung (B.3) mit EC50 als freiem Parameter durchgeführt.

SI =
SImax · cAptamer

KD∗ + cAptamer

(B.3)

B.7.2 Sandwich Microarray

Aptamerimmobilisierung auf aldehydmodifizierte Oberflächen

Zur γptamerimmobilisierung auf Microarrays mit γldehydgruppen wurden die aminomodiizierten

γptamere in PBS verdünnt (Konz. 0,78–50 µM) und kontaktfrei bei Raumtemperatur und Raumluft-

feuchtigkeit auf den Microarray gespottet. γls Spotting-Parameter wurden 75 V und 6 Tropfen pro

Spot gewählt. Nach der Immobilisierung wurde der Slide zunächst mindestens 2 h lang bei gleichen

Bedingungen getrocknet und anschließend für 2 h bei Raumtemperatur in TBSET inkubiert, umnicht

abreagierte γldehydgruppen zu blockieren. Die Glasoberläche wurde fürmindestens 1 hmit 0,5–1t

Proteinlösung geblockt, wobei sowohl BSγ als auch Casein als Blockingreagenz und PBS, TBSET und
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SBB als Puffer getestet wurden. Standardmäßig fand das Blockieren bei Raumtemperatur statt, es wur-

de jedoch auch bei 30 °C getestet. Der Slide wurde im γnschluss einmal 5 min lang mit Blockpuffer,

dann zweimal für 5 min mit γptamerbindepuffer (TBSET) gewaschen.

SYBR Green II Färbung

Der mit dem Fängeraptamer bedruckte Microarray wurde zunächst für 1min in H2O gewaschen und

für 1,5min in kochendem ddH2O inkubiert, um die Sekundärstrukturen der γptamere aufzulösen.

γnschließend wurde der Objektträger per Druckluft getrocknet und für 5 min in einer SYBR Green

II Färbelösung (1:10 000-Verdünnung des SYBR Green II in TγE-Puffer) inkubiert. Der Slide wurde

für 2 × 3min mit TγE-Puffer und 2 × 1min mit ddH2O gewaschen. Im γnschluss wurde der Slide per

Druckluft getrocknet und per Laserscanner bei einer Wellenlänge von 532 nm und einer Laserinten-

sität von 100t gescannt.

Durchführung des zweistufigen Sandwich Assays

Zur Vorbereitung auf den Sandwich γssay wurden das VEGF sowie die Negativkontrollproteine im

Bindepuffer des immobilisierten Fängeraptamers verdünnt. Der Slide wurde in den Inkubationsrah-

men (IC-16, Schott Nexterion) eingespannt, jede Inkubationskammermit 70 µL Proteinlösung befüllt

und mit einer Klebefolie versiegelt 2 h lang bei 4 °C inkubiert. γnschließend wurde die Proteinlö-

sung abgenommen und jede Inkubationskammer 3 × für 2min mit je 200 µL γptamerbindepuffer

gewaschen. Das Cy3-markierte Detektionsaptamer wurde im γptamerbindepuffer verdünnt, der Sli-

de wurde mit je 70 µL γptamerlösung pro Inkubationskammer beladen und erneut für 2 h bei 4 °C im

Dunkeln inkubiert. Der Slide wurde 3 × 2min mit 200 µL Bindepuffer pro Inkubationskammer gewa-

schen, der Inkubationsrahmen entfernt und der Slide wurde 2minmit 50mL Bindepuffer gewaschen.

γnschließend wurde der Slide per Druckluft getrocknet.

Durchführung des Sandwich Assays mit Präinkubation

Das Cy3-markierte Detektionsaptamer und das verwendete Protein wurden in γptamerbindepuffer

verdünnt und in einem Mikroreaktionsgefäß zusammen gegeben. Die Protein-γptamer-Lösung wur-

de für 2 h bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und anschließend auf den Slide geladen. Es wurden je 70 µL

Lösung pro Inkubationskammer aufgetragen, die Kammern wurden mit einer Klebefolie versiegelt

und der Slide bei 4 °C für 2 h im Dunkeln inkubiert. γnschließend wurde der Slide 3 × mit je 200 µL

Bindepuffer pro Inkubationskammer gewaschen und nach Entfernen des Inkubationsrahmens noch-

mal für 2min mit 50mL Bindepuffer gewaschen. γnschließend wurde der Slide mit Druckluft ge-

trocknet.
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Detektion und Datenauswertung

Der Slide wurde mit einem Laser-Scanner (γxon 4000B) bei einer Wellenlänge von 532 nm und einer

Laserstärke von 100t bei unterschiedlichen PMT-Gains gescannt und die generierten Bilder wurden

mit der Software Genepix Pro 6.0 (Molecular Devices, USγ) analysiert: Die Proteinspots wurden mit

dem integrierten Spotmuster-γlgorithmus detektiert und das mittlere Spotsignal (Spot Mean, SM),

der Mittelwert des Hintergrundsignals (Background Mean, BM) und die Standardabweichung des

Hintergrundsignals (StabwB ermittelt. relative Signalintensitätwurde durch Subtraktion desmittleren

Hintergrundsignals vom Mittelwert des Spotsignals berechnet. Zusätzlich wurde für jeden Spot das

Signal-Rausch-Verhältnis berechnet.

Optimierte Parameter zur Durchführung eines Sandwich Microarray Assays

Im Rahmen der γssay-Entwicklung wurden einige Parameter zur Versuchsdurchführung getestet.

Die optimalen Parameter sind hier tabellarisch zusammengefasst.

Technische Geräte

Microarray-Substrat 3D-Aldehyd,PolyAn

Spotting-System Kontaktlos, per NanoPlotter NP 2.1

Spotting- und Blockierungsvorgang

Spotting-Parameter 75 V, 6 Tropfen (1,2–2,4 nL) pro Spot

Spotting-Bedingungen RT, Raumluftfeuchtigkeit

Spotting-Puffer PBS

Blockierungsbedingungen 0,5% Casein in TBSET, 30 °C

Aptamer/Protein-Inkubation

Inkubationsbedingungen Präinkubation 2 h, 4 °C, Slide-Inkubation 2 h,

4 °C

Inkubationspuffer TBSET

Geeignete Fängeraptamere Del5-1; V7t1

Geeignete Detektionsaptamere Für immobilisiertes Del5-1: 33t5; SL2B; V7t1

Für immobilisiertes V7t1: Del5-1

B.8 Aptamer-basierte Aufreinigung

B.8.1 Auswahl geeigneter Oberflächen

Die VEGF-γdsorption an verschiedene Magnetpartikel mit Oberlächen aus Polystyrol (Dynabeads

M-270 Carboxyl, Life Technologies, Cγ), Silan (BioMag Carboxyl, Polysciences, Pγ) und γgarose
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(NHS Mag Sepharose, GE Healthcare Life Science, Uppsala,SE) wurde untersucht. Dazu wurden zu-

nächst je 1,5mgder Polystyrol- und Silan-Magnetpartikel sowie 100 µL einerγgarose-Magnetpartikel-

suspension nach Herstellerangaben mit 50mM TRIS konjugiert, um die Oberlächengruppen zu blo-

ckieren.

100 µL der γgarose-Magnetpartikel wurde dazu zunächst in 500 µLHCl (1mM) für 5min gewaschen,

der Überstand abgenommen und anschließend für 60min mit 50mM TRIS/HCl pH8,0 unter Rota-

tion bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Blocken der Silan-Magnetpartikel wurden diese dreimal in 50mM Tris/HCl pH 6,0 gewaschen

und in 100 µl des Puffers resuspendiert. Es wurden 30 µL frisch angesetztes EDC (10mg/mL) hinzu-

gefügt und unter Rotation bei Raumtemperatur für 2 h inkubiert.

Zum Blocken der Polystyrol-Magnetpartikel wurden diese dreimal in 50mM MES pH4,8 gewaschen

und dann mit 100 µl TRIS (50mM) in 50mM MES pH4,8 resuspendiert. Es wurden 30 µL frisch

angesetztes EDC (10mg/mL) hinzugefügt und unter Rotation bei Raumtemperatur für 2 h inkubiert.

Die geblockten Partikel wurden dreimal mit je 100 µL γptamerbindepuffer gewaschen und anschlie-

ßend für 1 h bei 4 °C mit je 100 µL reiner VEGF-Lösung (200 µg/mL) inkubiert. Die Magnetpartikel

wurden dreimal mit je 100 µL Bindepuffer gewaschen und dann in 50 µL Bindepuffer resuspendiert.

Die ursprüngliche VEGF-Lösung, der Überstand, die Waschfraktionen und die Magnetpartikelsus-

pension wurden mit gleichem Volumen SDS-Probenpuffer versetzt und per SDS-PγGE analysiert.

B.8.2 Aptamerimmobilisierung

Dieγptamerewurden auf Tosylat-aktivierteMagnetpartikelmit Polystyrol-Oberläche immobilisiert.

Dazuwurde die γptamerlösung in 100mMNatriumboratpuffer (SBB), pH 9,5 bis zu einer Konzentra-

tion von 1 bis 50 µM verdünnt. 1,2 mg der Magnetpartikel wurden dreimal mit je 100 µL Natriumbo-

ratpuffer gewaschen, wobei zur γbtrennung der Partikel einMagnetständer genutzt wurde. γnschlie-

ßend wurde der Puffer entfernt, die Magnetpartikel wurden in 100 µL γptamerlösung resuspendiert

und 70 µL einerγmmoniumsulfatlösung (3M in 100mMSBB, pH9,5)wurden hinzugefügt. Die Reak-

tion wurde über Nacht bei 37 °C unter Rotation mit Hilfe eines Überkopf-Rotators durchgeführt. Der

Überstand wurde abgenommen, 100 µL Blockpuffer (50mM TRIS in 100mM SBB pH 9,5) wurden

hinzugefügt und bei 37 °C für 2 h unter Rotation inkubiert. Der Überstand wurde entfernt, anschlie-

ßend wurden die Magnetpartikel dreimal mit je 100 µL Bead-Waschpuffer und anschließend dreimal

mit je 100 µL γptamerbindepuffer gewaschen. Die γptamerkonzentration in der γusgangslösung,

im Überstand und in allen Waschfraktionen wurde spektrometrisch bestimmt und die Immobilisie-

rungsdichte sowie die Immobilisierungseffizienz berechnet. Die γptamer-modiizierten Magnetpar-

tikel wurden bis zur Verwendung bei 4 °C in γptamerbindepuffer gelagert.
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B.8.3 Aptamer-Affinitätsaufreinigung

Nachweis und Optimierung der VEGF-Bindung

Die VEGF-Bindeexperimente an γptamer-modiizierte Magnetpartikel wurden zunächst mit dem

γptamer V7t1 in mittlerer Immobilisierungsdichte von 200–300 pmol/mg Magnetpartikel durchge-

führt. Je 1,2 mg der γptamer-modiizierten Magnetpartikel wurden dreimal mit je 100 µL γptamer-

bindepuffer gewaschen und für 5min auf 95 °C erhitzt. Nach γbkühlen auf Raumtemperatur wurden

die Magnetpartikel für 1 h mit VEGF in Bindepuffer inkubiert, anschließend mit gleichem Volumen

Bindepuffer dreimal gewaschenund anschließend in halbemVolumenBindepuffer resuspendiert. Das

eingesetzte Volumen der VEGF-Lösung variierte je nach Experiment zwischen 70 und 200 µL. Zum

Nachweis der VEGF-Bindung wurden die γusgangslösung, der Überstand, die Waschfraktionen und

die Magnetpartikelsuspension per SDS-PγGE analysiert. Zur Vorbereitung der Magnetpartikelsus-

pension wurde diese mit gleichem Volumen SDS-Probenpuffer versetzt, für 5min auf 95 °C erhitzt

und dieMagnetpartikel per Zentrifugation abgetrennt. DerÜberstandwurde auf dasGel aufgetragen.

Zur Optimierung der VEGF-Bindung wurde das Experiment mit verschiedenen Spacer-Molekülen

zwischen Magnetpartikel und γptamer und bei unterschiedlichen Immobilisierungsdichten wieder-

holt. Zusätzlich zur γnalyse per SDS-PγGEwurde die Proteinkonzentration in den unterschiedlichen

Fraktionen untersucht.

Analyse der VEGF-Elution

V7t1_14B-modiizierten Magnetpartikel wurden dreimal mit je 100 µL/mg γptamerbindepuffer ge-

waschen und für 5min auf 95 °C erhitzt. Nachγbkühlen auf Raumtemperaturwurden dieMagnetpar-

tikel für 1 h mit VEGF (ca. 300 µg/mL) in Bindepuffer inkubiert, anschließend mit gleichem Volumen

Bindepuffer dreimal gewaschen und in mehrere γliquots geteilt. Zum Vergleich verschiedener Eluti-

onspuffer wurde jedes γliquot dreimal für je 5 min mit je 50 µL eines Elutionspuffer inkubiert. Nach

dem letzten Elutionsschritt wurden die Magnetpartikel in 50 µL Bindepuffer resuspendiert und alle

Fraktionen per SDS-PγGE analysiert. Zusätzlich wurde die Proteinkonzentration in den Fraktionen

bestimmt.

Aufreinigung aus komplexem Proteingemisch

ZurErstellung des komplexenProteingemischswurdeVEGFauf eine Endkonzentration von 200 µg/mL

in 1 mg/mL FCS in γptamerbindepuffer verdünnt. Je 1,2 mg der mit V7t1_14B oder mit Zufalls-DNγ

modiizierten Magnetpartikel wurden dreimal mit je 100 µL/mg γptamerbindepuffer gewaschen und

für 5min auf 95 °C erhitzt. Nach γbkühlen auf Raumtemperatur wurden die Magnetpartikel für 1 h
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mit 50 µL des komplexen Proteingemischs inkubiert, anschließend mit 100 µL Bindepuffer dreimal

gewaschen. γnschließend wurde das gebundene Protein mit 50 µL Elutionspuffer (TBSET+ 500 mM

NaCl) in drei Schritten eluiert. γlle Fraktionen wurden per SDS-PγGE analysiert.

Aufreinigung aus Inclusion-Bodies-Solubilisat

Das Inclusion-Bodies-Solubilisat wurde wie in γbschnitt B.3 beschrieben gewonnen und 1:10mit γp-

tamerbindepuffer TBSET verdünnt. Je 1,6 mg der V7t1_14B- und Zufalls-DNγ-modiizierten Ma-

gnetpartikel wurden dreimal mit je 100 µL/mg γptamerbindepuffer gewaschen und für 5min auf

95 °C erhitzt. Nach γbkühlen auf Raumtemperatur wurden die Magnetpartikel für 1 h mit 50 µL des

Inclusion-Bodies-Solubilisats inkubiert, anschließendmit 100 µLBindepuffer dreimal gewaschen. γn-

schließend wurde das gebundene Protein mit 50 µL Elutionspuffer (TBSET+ 500 mM NaCl) in drei

Schritten eluiert. γlle Fraktionen wurden per SDS-PγGE analysiert.
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C Ergänzende Versuchsergebnisse

C.1 Sequenz des VEGF-Inserts

Die folgende Sequenz wurde per Gensysthese hergestellt und über die rot markierten Restriktions-

schnittstellen für die Restriktionsenzym NcoI (CCγTGG) und XhoI (CTCGγG) in den pET-Vektor

kloniert.

TTGCTACCAT GGGCCATCAT CACCATCACC ATCATCATAG CAGCGGCCAT ATGCATATCG AAGGTCGTGC

CCCGATGGCG GAAGGCGGTG GTCAGAATCA CCATGAAGTG GTGAAATTCA TGGACGTGTA TCAGCGTAGC

TACTGCCATC CGATTGAAAC CCTGGTGGAC ATTTTCCAGG AATATCCGGA CGAGATTGAG TACATCTTTA

AGCCGTCATG CGTTCCGTTA ATGCGCTGTG GTGGCTGTTG CAACGATGAA GGCCTGGAAT GTGTACCGAC

TGAAGAGAGC AACATCACCA TGCAGATTAT GCGCATCAAA CCGCATCAAG GCCAGCATAT TGGGGAGATG

TCCTTTCTGC AGCACAACAA ATGCGAATGT CGCCCTAAGA AAGATCGTGC ACGTCAAGAG AATCCGTGTG

GACCATGCTC TGAACGCCGC AAACACCTGT TTGTGCAAGA TCCCCAAACG TGTAAATGCT CGTGCAAGAA

TACCGATAGT CGCTGCAAAG CCCGTCAGCT GGAACTGAAC GAACGCACAT GTCGTTGCGA TAAACCTCGT

CGCTAAGCGG CTCGAGCACC GT

C.2 Proteinsequenz des VEGF-Fusionsproteins

Die folgende Sequenz entspricht der Proteinsequenz des rekombinant hergestellten VEGF mit N-

terminalem His-Tag (rot markiert) und der Faktor-Xa-Spaltstelle (grün markiert) wobei der Faktor

Xa zwischen dem γrginin (R) und der darauffolgenden γminosäure (hier γlanin, γ) spaltet.

MGHHHHHHHH SSGHMHIEGR APMAEGGGQN HHEVVKFMDV YQRSYCHPIE TLVDIFQEYP DEIEYIFKPS

CVPLMRCGGC CNDEGLECVP TEESNITMQI MRIKPHQGQH IGEMSFLQHN KCECRPKKDR ARQENPCGPC

SERRKHLFVQ DPQTCKCSCK NTDSRCKARQ LELNERTCRC DKPRR

C.3 Bestimmung der Spacer-Längen

Der 12EG-Spacer besteht aus insgesamt 12 Ethylenglycoleinheiten, von denen jede aus zwei C-O-

Bindungen und einer C-C-Bindung besteht (CH2–CH2–O). Darüber hinaus ist der Spacer über eine
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Phosphatgruppe an den 3’-Terminus des γptamers gekoppelt, wodurch zwei weitere P-O-Bindungen

in die Berechnung der Spacer-Längen eingehen. Die theoretischen Bindungslängen für C-O, C-C und

P-O-Bindungen betragen 0,143, 0,154 und 0,163 nm und der Bindungswinkel der sp3-hybridisierten

γtome beträgt 109,5 ° [178].

Die Länge des 12EG-Spacers beträgt somit:

D12EG = 12 · (2 · sin(54, 75) · 0, 143nm+ sin(54, 75) · 0, 154nm) + 2 · sin(54, 75) · 0, 163nm = 4, 58nm

Die Berechnung der Längen der 14Tund 14B-Spacer erfolgte auf Basis derNukleotide. In einer einzel-

strängigen DNγ beträgt die Länge eines γdenosins 0,52 nm und die eines ymidins 0,32 nm [179].

Da die Länge von Cytosin und Guanosinnukleotiden nicht in der Literatur beschrieben wurde, wurde

eine mittlere Länge von 0,42 nm für beide Nukleotide angenommen und zur Berechnung der Länge

des 14B-Spacers verwendet. Die theoretischen Längen der beiden Spacer betragen somit:

D14T = 14 · 0, 52nm = 7, 28nm

D14B = 5 · 0, 52nm+ 5 · 0, 42nm+ 4 · 0, 32nm = 5, 29nm

Die Bezeichnungen, Zusammensetzungen und Längen der verschiedenen Spacer sind in Tabelle C.1

zusammengefasst.

Tabelle C.1: Zusammensetzung und Länge der molekularen Spacer.

Bezeichnung Zusammensetzung Länge [nm]

12EG -[CH2–CH2–O]12- 4,58

14T - [T]14 - 7,28

14B - TA GTA TGT GCA ATC- 5,29
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