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. EINLEITUNG

Lange Zeit wurden messenger Ribonukleinsauren (mMRNAs), transfer RNAs (tRNAs) und
ribosomale RNAs (rRNAs) als die einzig vorkommenden RNA-Molekiile betrachtet. Ihre
Funktion wurde in der Informationsiibertragung (MRNA und tRNA) und in der Strukturbildung
des Ribosoms (rRNA) gesehen. In den friihen Jahren der 1980er Jahre begann sich das Bild
zu wandeln, als entdeckt wurde, dass RNA auch katalytisch wirken kann (1; 2). Diese
Entdeckung fihrte in der Folgezeit zu einer neuen Sicht auf die Eigenschaften und
Funktionen der RNA. Sowohl in prokaryontischen, als auch in eukaryontischen Zellen
wurden RNAs identifiziert, welche eine wichtige Rolle in regulatorischen Prozessen spielen
(3; 4). Seit ihrer Entdeckung 1993 (5) zeigte sich, dass micro RNAs viele Schritte der
Genexpression kontrollieren (6).

Auch die Anwendung synthetischer Nukleinsauren in den Bereichen Diagnostik und Therapie
von Krankheiten oder der Biosensorik erfuhr in den letzten beiden Jahrzehnten eine rasante
Entwicklung. Hier sind neben den Aptameren vor allem die Antisense-Technologie und
siRNAs (small interfering RNAs) von groRer Bedeutung (7-10). Letztere binden durch
komplementare Basenpaarung direkt an die mRNA und entfalten so ihre Wirkung (11; 12).
Aptamere sind kurze, einzelstrangige RNA- oder Desoxyribonukleinsdure-Molekile (DNA),
die eine komplexe dreidimensionale Struktur ausbilden (13; 14). Dies ist die Grundlage fir
die hochaffine und -spezifische Bindung an ein Zielmolekll oder eine Zielstruktur (15; 16).
Fur die Auswahl der Zielmolekile beziehungsweise Zielstrukturen gibt es hierbei theoretisch
keinerlei Begrenzung, Aptamere kdnnen Aminoséauren, Antibiotika, Peptide, Proteine, Viren
oder sogar ganze Zellen binden (17; 18). Die Bindung besteht dabei immer aus einer fur die
Struktur speziellen Kombination aus nicht-kovalenten Bindungsarten; zu diesen z&hlen
Wasserstoffbriickenbindungen, Van-der-Waals-Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen
(19; 20).

Die in vitro Selektion von Nukleinsauren ist die Methode, mit der diese hochstrukturierten
Binder aus einer kombinatorischen Bibliothek von Nukleinsauren angereichert werden
konnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die in vitro Selektion von Nukleinsauren eingesetzt,
um affine und spezifische Binder gegen Peptide zu generieren. Das Affinitatssystem
bestehend aus Aptamer und Peptidzielmolekil kann zur Detektion und Affinitdtsaufreinigung

rekombinanter Proteine eingesetzt werden.



EINLEITUNG

.1 APTAMERE

.L1.1 INVITRO SELEKTION VON NUKLEINSAUREN

1990 erschienen unabhangig voneinander drei grundlegende Arbeiten zur in vitro Selektion
von Nukleinséauren. Tuerk und Gold identifizierten einen RNA-Liganden der DNA-Polymerase
des Bakteriophagen T4 (14). Sie pragten fur die Technik den Namen SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment, Systematische Evolution von Liganden
durch exponentielle Anreicherung). Zeitgleich verotffentlichten Ellington und Szostak die
Identifizierung von RNA-Liganden gegen verschiedene organische Farbstoffe (13). Sie
nannten die erhaltenen RNA-Molekille Aptamere, abgeleitet vom lateinischen Wort aptus flr
passend und dem griechischen meros fir Teil. Diese Wortwahl veranschaulicht die
»Schlissel-Schloss-Beziehung® zwischen Aptameren und ihren Bindungspartnern. Die dritte
der 1990 zur in vitro Selektion von Nukleinsauren veroffentlichten Arbeiten gelang Robertson

und Joyce, welche ein Ribozym selektierten, das einzelstrangige DNA schneidet (21).
[.1.1.1 Die Bibliothek

Den Ausgangspunkt fir den eigentlichen Prozess der in vitro Selektion bildet eine durch
Festphasensynthese hergestellte kombinatorische Nukleinsaure-Bibliothek (Abbildung I-1)

aus zumeist 10™ bis 10" verschiedenen Sequenzmotiven (22).

Forward Bindungsstelle
Primer Zufallsbereich Reverse Primer
| KXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX|
20 Nukleotide 30 - 80 Nukleotide 20 Nukleotide

konservierte Sequenzen

Abbildung I-1: DNA-Bibliothek als Ausgangspunkt fir die in vitro Selektion von
Nukleinséduren. Zwei konservierte Sequenzen flankieren einen Bereich mit zufalliger
Sequenz, wobei an jeder Stelle X eines der Nukleotide A, T, G oder C stehen kann. Jedes
Molekil in der Bibliothek besitzt innerhalb des Zufallsbereiches eine unterschiedliche
Basenabfolge und somit letztlich eine unterschiedliche Struktur. Die konservierten
Primersequenzen werden fir die Vermehrung der Molekiile in der Polymerasekettenreaktion
benotigt. Im Falle einer RNA-in vitro Selektion bildet ebenfalls eine chemisch synthetisierte
DNA-Bibliothek den Ausgangspunkt. Diese wird zunachst mittels einer
Polymerasekettenreaktion in doppelstrangige DNA umgeschrieben. Hierbei wird ein
Forward Primer verwendet, der den T7-Promoter in das Molekil einfuhrt. Dieser wird in der
anschlieBenden T7 Trankription bendétigt, bei der die DNA in RNA umgeschrieben wird. Die
erhaltene RNA-Bibliothek kann anschlieRend in die Selektion eingesetzt werden.

Fiur die in vitro Selektion ist die Diversitat der Bibliothek von entscheidender Bedeutung,
wobei diese mit steigender Lange des Zufallsbereiches zunimmt. Fir eine Lange des

Zufallsbereiches von beispielsweise 50 Nukleotiden gabe es 4*° also 1,3 x 10%
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unterschiedliche Molekile in der Anfangsbibliothek. Erreicht werden in der Praxis jedoch

Bibliotheken mit maximal 10" - 10'® verschiedenen Molekiilen (23; 24).
I.1.1.2 Der Selektionsprozess

Die grundlegenden Schritte einer in vitro Selektion sind in Abbildung I-2 dargestellt. Das
Verfahren beruht im Wesentlichen auf einer zyklischen Abfolge zweier Prinzipien: der
Selektion eines bindenden Moleklls und der Anreicherung dieses Binders durch eine
gezielte Vermehrung. Auf Grund der Ahnlichkeit mit der Evolution nach Darwin (25) wird die

in vitro Selektion auch als in vitro Evolution bezeichnet, da hier die grundlegenden Faktoren

Synthetische Nukleinsaure-
Bibliothek

5L 3’
)

o
w

Zielmolekal/
Zielstruktur

e @F0) Ca 030
Selektion 9% J%( ’ W\Ed&:t‘} J

Inkubation mit

) ~ Vorbereitung dem
2 ¥ der Molekiile 6-15 Zielmolekil
> 3 fur die Runden in
5 3 nachste vitro
Runde der Selektion
in vitro ikl
Selektion aschen
(Entfernen von
nicht-bindenden
Molekilen)
5’ 3 S sy
3 5 S 3
3 , 5 A Aptamer -
3 o R \@/’%/ Y Zielmolekil-
Amplifikation { /1 Komplex
"\

Klonierung und
Sequenzierung der
angereicherten
Bibliothek

Abbildung 1-2: Das Prinzip der in vitro Selektion von Nukleinsduren. Eine
Nukleinsaurebibliothek wird iterativen Runden der Selektion und anschlieBenden
Vermehrung der bindenden Molekille unterzogen. Nach zumeist 6 -15 Runden kommt es zu
einer Anreicherung von Zielmolekill-bindenden Aptameren in der Bibliothek. Diese wird
anschlieBend zur Vereinzelung der Aptamere kloniert. Um eine Anreicherung von matrix-
bindenden Molekilen zu unterbinden, wird oft eine Praselektion gegen die Selektionsmatrix
vor den einzelnen Runden durchgefihrt.
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der Evolution - Selektion auf Grund eines bestimmten Merkmals und Vermehrung auf Grund
der Durchsetzung dieses Merkmals in einer Population - im ,Reagenzglas’ nachgeahmt
werden.

Einer der wichtigsten Schritte des gesamten SELEX-Verfahrens ist die effiziente Trennung
der bindenden Molekile von nicht-bindenden wahrend der Selektion. Die Bibliothek kann
hierzu entweder zu dem an eine feste Phase immobilisierten Zielmolekil hinzugegeben
werden oder die Komplexbildung des Aptamers mit dem Zielmolekul findet frei in Losung
statt.

Fur die Immobilisierung des Zielmolekils an eine feste Phase stehen verschiedene
Maoglichkeiten zur Verfigung. Am haufigsten werden Partikel mit Streptavidinbeschichtung
eingesetzt (26; 27). Das biotinylierte Zielmolekul wird hierbei unter der Ausnutzung der
starken Bindung zwischen Streptavidin und Biotin (die Bindungskonstante liegt im
femtomolaren Bereich) auf den Partikeln immobilisiert. Des Weiteren werden Partikel
eingesetzt, welche Modifikationen zur kovalenten Verknlpfung des Zielmolekils auf ihrer
Oberflache tragen (28). Haufig besitzen die fur in vitro Selektionen verwendeten Partikel
einen magnetischen Kern. Der Vorteil des Einsatzes von magnetischen Partikeln liegt in ihrer
einfachen Handhabung, da die Separierung durch magnetfeldinduzierte Sedimentation
herbeigefihrt wird. Der gesamte Selektionsprozess kann so beschleunigt oder automatisiert
werden. Es werden aber auch nicht-magnetische Partikel verwendet (29; 30), welche durch
Zentrifugation sedimentiert werden. Eine weitere Immobilisierungsstrategie beruht auf der
Verwendung von Matrices fir die Affinitdtschromatografie, bestehend aus Sepharose (31)
oder Agarose (32; 33) mit verschiedenen Oberflachenmodifikationen.

Eine gebrduchliche Methode fir die Separation ohne vorherige Immobilisierung des
Bindungspartners ist die Ultrafiltration mittels Nitrocellulosefiltern (14; 34; 35). Der Komplex
aus Aptameren und Bindungspartnern verbleibt auf der Membran, wahrend nicht-bindende
Nukleinsdure-Molekile die Membran passieren. Diese Methode ist nur fir groR3ere
Zielmolekule oder -strukturen geeignet. Weitere Techniken, die zur Separation innerhalb der
in vitro Selektion eingesetzt werden sind die Kapillargelelektrophorese (36; 37),
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA; (38)), Durchflusszytometrie (39; 40),
Oberflachen-Plasmonen-Resonanz (41) oder Zentrifugation (42).

Der Einsatz von Streptavidin-beschichteten Partikeln ist auch bei der Separation ohne
vorherige Immobilisierung des Bindungspartners moglich. Hierbei werden nach der Bildung
des Komplexes aus Aptameren und Bindungspartner die Partikel zugegeben und somit der
Komplex aus der Lésung separiert.

Nach der Separation des Komplexes kann dieser entweder direkt in die
Amplifikationsreaktion eingesetzt werden (43; 44) oder die gebundene Nukleinsaure wird

vom Bindungspartner eluiert. Hierzu werden Methoden oder Substanzen verwendet, welche
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eine Denaturierung der Nukleinsdure zur Folge haben. Durch die Denaturierung wird die
komplexe Faltung der DNA oder RNA aufgelost und somit die Bindung unterbrochen.
Beispiele fur Techniken zur Elution sind die Hitzedenaturierung (18) oder die Zugabe
denaturierender Substanzen wie Harnstoff, SDS (Natriumdodecylsulfat) oder EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure, (34; 45; 46)).

AnschlieRend findet eine Vermehrung der eluierten Molekile durch die
Polymerasekettenreaktion und eine Vorbereitung der Molekile fur die nachste Runde der in
vitro Selektion statt. Hierbei unterscheidet sich die RNA- von der DNA-in vitro Selektion.
Eluierte RNA-Molekile werden zunachst mittels einer reversen Transkription in DNA
umgeschrieben. AnschlieBend erfolgt eine Amplifikation der Molekile durch die
Polymerasekettenreaktion, gefolgt von einer T7 in vitro Transkription, in der die
doppelstrangige DNA in einzelstrangige RNA umgeschrieben wird. Somit wird eine
einzelstrangige RNA-Bibliothek fir die nachste Runde der in vitro Selektion erhalten.

Die Bibliothek einer DNA-in vitro Selektion dagegen muss nach der Amplifikation in der
Polymerasekettenreaktion einer Methode zur Generierung von einzelstrangiger DNA
unterzogen werden, da fir die nachste Runde nur der Aptamerstrang des DNA-
Doppelstranges weiterverwendet wird. Zur Abtrennung des Matrizenstranges stehen
verschiedene Techniken zur Verfligung. Beispiele hierflr sind die Strangtrennung durch
asymmetrische PCR (47), durch das Streptavidin-Biotin-System (48) oder durch die
Verwendung eines modifizierten Matrizenstranges und anschlieBender Gelaufreinigung des
Aptamerstranges (49).

Eine zeit- und kostengiinstige Methode ist die DNA-Doppelstrangtrennung mittels des A-
Exonuklease-Systems (50). Hierbei wird bei der Polymerasekettenreaktion ein
phosphorylierter Reverse Primer verwendet, wodurch der phosphorylierte Matrizenstrang
spater ein Substrat fir das Enzym A-Exonuklease darstellt, welche spezifisch den
phosphorylierten Strang einer doppelstrangigen DNA abbaut (51; 52). Die erhaltene
einzelstrangige DNA wird anschlieend einer neuen Selektionsrunde unterzogen.

Um eine Anreicherung von Sequenzen zu verhindern, welche spezifisch oder unspezifisch
an die Selektionsmatrix binden wird entweder ab der ersten Runde oder ab einer der
spateren Runden einer in vitro Selektion zumeist eine Praselektion durchgeftihrt. Hierbei wird
die Nukleinsédure-Biobliothek mit der Selektionsmatrix ohne den immobilisierten
Bindungspartner inkubiert und anschlieRend nur der Teil fir die folgende Runde verwendet,
welcher nicht an die Matrix gebunden vorliegt.

Im Gesamten wird der Prozess aus wechselnder Selektion und anschlieRender Vermehrung
bindender Sequenzen solange wiederholt, bis sich die starksten Binder in der Bibliothek

angereichert haben. Diese sollten auf Grund der hohen Diversitat der Ausgangsbibliothek
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bereits in dieser enthalten sein (53). Zumeist dauert eine Anreicherung bindender
Sequenzen 6 - 15 Runden (54).

Obwohl die Komplexitéat der Ausgangsbibliothek mit jeder Runde verringert wird, besteht die
Bibliothek nach der letzten in vitro Selektionsrunde immer noch aus verschiedenen
Sequenzen. Um diese zu isolieren und einzeln analysieren zu kénnen, wird die Bibliothek der
letzten Runde in einen Vektor kloniert. Die Vektorbibliothek wird in Escherischia coli (E.coli)
transformiert und so vereinzelt. Die erhaltenen Plasmide werden aus den Bakterien isoliert,
sequenziert und die Aptamere auf ihre Bindungseigenschaften untersucht.

Die Detektion der Anreicherung von bindenden Molekilen wéhrend des in vitro
Selektionsvorgangs wird durch eine geeignete Markierungsmethode erreicht. Hierzu wird die
Nukleinsdure vor jeder Runde radioaktiv markiert (13; 55; 56), was die Detektion
vergleichsweise geringer Mengen Nukleinsaure erlaubt, jedoch ein gesundheitliches Risiko
und das Problem der Entsorgung des radioaktiven Abfalls mit sich bringt. Eine weitere
Mdglichkeit zur Quantifizierung bietet der Einsatz fluoreszierender Reportergruppen (39; 42;
57).

.L1.2  ANWENDUNG UND BEDEUTUNG VON APTAMEREN

Die durch in vitro Selektion gewonnen Aptamere binden ihre Bindungspartner gewohnlich mit
hoher Affinitat, die Ky-Werte der Bindungen liegen zumeist im nanomolaren oder sogar im
picomolaren Bereich (58; 59). Zudem ist die Bindung eines Aptamers an sein Zielmolekl
eine hochspezifische Interaktion: Aptamere sind in der Lage Zielmolekile zu unterscheiden,
welche sich beispielsweise nur durch die An- beziehungsweise Abwesenheit einer
Methylgruppe (58; 60) oder einer Hydroxylgruppe (61; 62) unterscheiden. Aptamere wurden
gegen eine Vielzahl von verschiedenen Molekilen oder ganzen biologischen Einheiten
selektiert, Tabelle I-1 gibt hierzu einen Uberblick.

Die Eigenschaft ein Zielmolekil oder eine Zielstruktur hochspezifisch und hochaffin zu
binden teilen Aptamere mit monoklonalen Antikérpern (54). Aptamere haben jedoch
Eigenschaften, die denen von Antikdrpern in einigen Gebieten Uberlegen sind. Hierzu z&hlt,
dass Aptamere bisher keine oder nur sehr geringe Immunogenitat zeigen; im Tiermodel
konnte bisher keine Immunreaktion gegen ein therapeutisches Aptamer nachgewiesen
werden (63).

Ein weiterer Vorteil ist die Herstellung von Aptameren mittels chemischer Synthese (64).
Diese Herstellungsart ist vergleichsweise kostengiinstig und es koénnen problemlos
malgeschneiderte chemische Modifikationen eingefuhrt  werden, etwa zur
Stabilitatsernbhung oder der verbesserten pharmakologischen Wirkung des Aptamers.

Zudem wird mittels dieser Herstellung eine hohe Reproduzierbarkeit erreicht.
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Tabelle 1-1: Ausgewahlte Zielmoleklle oder Zielstrukturen, gegen welche Aptamere
generiert worden sind. Die erste Spalte bezeichnet die Stoffklasse oder biologische
Einheit, die zweite Spalte gibt das jeweilige Beispiel mit Quelle (Spalte drei) an.

Bindungspartner Quelle
lonen zZn** (65)
Farbstoffe Malachitgriin (66)
Nukleotide ATP (61)
Aminosauren L-Arginin (67)
Antibiotika Streptomycin (68)
. Vasopressin (69)
Peptide Substance P (70)
Vitamine Vitamin B12 (71)
Nukleinsauren HIV-1 mRNA (72)
Enzyme HIV-Reverse Transkriptase (73)
Wachstumsfaktoren Platelet-derived Growth Factor (74)
Immunglobuline Immunglobulin E (75)
Viren Rous Sarcoma Virus (76)
Blutkoérperchen Humane rote Blutzellen (77)
E.coli Ribosomen Ribosomales Protein S1 (78)
Zellen Tenascin-C (79)

Ein weiterer Vorteil von Aptameren gegentber Antikérpern ist die Gewinnung der Molekiile in
vitro. Aptamere kdénnen gegen kleine, nicht immunogene oder toxische Moleklle generiert
werden, wohingegen bei der Erzeugung von Antikdrpern nicht auf ein biologisches System
verzichtet werden kann.

Die wachsende Anzahl an Publikationen, die sich auf Aptamere bezieht, unterstreicht deren
zunehmende Akzeptanz und den wachsenden Einsatz fir die Grundlagenforschung und ftr
medizinische Anwendungen (80-82). Eines der Haupteinsatzgebiete fir Aptamere ist die
klinische Anwendung. Da Aptamere eine begrenzte Zellmembranpermeabilitat aufweisen,
werden zumeist extrazellulare Proteine als Zielmolekile ausgewahlt. 2004 wurde durch die
amerikanische Zulassungsbehdrde FDA (Food and Drug Administration) das erste auf
Aptameren basierende Medikament in den USA zugelassen. 2006 erfolgte die Zulassung
auch in Europa (83; 84). Dieses unter dem Namen Macugen oder Pegaptanib bekannte,
stark modifizierte RNA-Aptamer wurde 1998 gegen den vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) selektiert (85). Es wird zur
Behandlung der feuchten altersbedingten Makuladegeneration eingesetzt (63; 86-91).
Weitere Aptamere befinden sich derzeit in klinischen Studien beziehungsweise in
préklinischen Testphasen. Hierzu gehodren beispielsweise die als Antikoagulantien
eingesetzten Aptamere gegen Thrombin (92) und Faktor 1Xa (93).

Neben der Anwendung als Therapeutika eigenen sich Aptamere auch als Diagnostika.
Hierbei werden sie vor allem auf dem Gebiet der in vivo Bildgebung (in vivo Imaging)

eingesetzt, da bildgebende Elemente wie fluoreszierende Gruppen sehr leicht wéhrend der
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Synthese des Aptamers eingebracht werden kénnen. Die Detektion von pathogenen Zellen
oder Geweben in der Tumorforschung ist hierfiir ein Beispiel (79). Weitere Beispiele sind die
HIV-Diagnostik  (Humanes Immundefizienz-Virus, (94)) oder die Entwicklung
aptamerbasierender Mikrochips fur analytische Zwecke (95; 96).

Neben der medizinischen Anwendung werden Aptamere zunehmend als Analyten in
verschiedenen Systemen zur Detektion von Biomolekilen eingesetzt (97; 98), da sie die
sensitive Erkennung einer grof3en Bandbreite von Molekilen ermdglichen. Aptamere werden
in modifizierten Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISAs, (99; 100)) und Western-
Blot-Analysen (27) eingesetzt, wobei sie hier in Konkurrenz zu antikorperbasierenden
Systemen stehen. Aptamere werden zudem als hochspezifische Liganden in der
Affinitatschromatografie (101), in der Affinitatskapillarelektrophorese (102) und in der
Durchflusszytometrie (103) eingesetzt. AuRerdem werden sowohl DNA- als auch RNA-
Aptamere zur Separation und Aufreinigung von Proteinen und kleinen Molekulen verwendet
(104).

[.1.3  STABILITAT VON APTAMEREN

Einer der groten Nachteile fir den Einsatz von Aptameren in verschiedenen
Anwendungsgebieten ist deren mangelnde Stabilitat. Sowohl DNA-, aber vor allem RNA-
Aptamere sind stark vom Abbau durch Nukleasen betroffen. Die Hydroxylgruppe der C2'-
Position der Ribose besitzt eine hohe Reaktivitat, was zu einem Angriff auf die benachbarte
Phosphodiesterbindung und zur Bildung eines zyklischen 2‘, 3‘-Phosphodiesters fuhrt. In der
Folge kommt es zu einem Bruch im Phosphatriickgrat des Aptamers (105). Diese Reaktion
wird sowohl von einigen Ubergangsmetallen, als auch von vielen in biologischen Medien
prasenten Ribonukleasen katalysiert. Das Resultat ist eine stark verminderte Lebensdauer
der Aptamere (106; 107), was eine Anwendung im diagnostischen oder medizinischen
Bereich stark einschrankt.

Um dieses Hindernis zu umgehen steht eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur
Stabilisierung von Aptameren zur Verfigung (108), wobei grundsétzlich zwischen pra- und
post-in vitro Selektions-Modifikationen unterschieden werden muss. Abbildung I-3 fasst diese
Modifikationen zusammen.

Im Falle von pra-Selektions-Modifikationen werden die Verdnderungen bereits vor und
wahrend dem Selektionsvorgang in die Nukleinsduren eingebracht, indem modifizierte
Bibliotheken benutzt werden. Dies hat den Vorteil, dass die Modifikation nicht zu einer
Einschrankung beziehungsweise zum Verlust der Bindung an den Bindungspartner fihrt.
Allerdings kodnnen hierbei nur Modifikationen verwendet werden, welche von den
eingesetzten Enzymen wahrend der Amplifikations- und Vorbereitungsschritte innerhalb der

Selektionsrunden toleriert werden. Hauptséchlich werden RNA-Bibliotheken an der C2'-
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Position der Ribose modifiziert, indem die 2-OH-Gruppe der Pyrimidine durch eine 2‘-NH,-
Gruppe oder eine 2'-F-Gruppe (109; 110) ersetzt wird. Ist die aus der in vitro Selektion
resultierende Aptamersequenz jedoch sehr purinreich, tragt diese Modifikation nur schwach
zu einer verbesserten Stabilitat bei. Des Weiteren werden Bibliotheken verwendet, bei denen
einer der nicht-bindenden Sauerstoffe der Phosphatgruppe durch Schwefel ersetzt wird
(111).

Im Falle von post-SELEX-Modifikationen werden diese nach abgeschlossener in vitro
Selektion an das Aptamer angebracht. Hierbei besteht die Gefahr, dass solche
Modifikationen die Bindungsfahigkeit des Aptamers mit seinem Bindungspartner stark
herabsetzen oder ganz unterbinden. Grunde hierfur konnen die Veré&nderung der
spezifischen Faltung des Aptamers sein, eine Stérung des Kontakts zwischen den
Bindungspartnern oder eine Kombination beider Mdglichkeiten (112). Beispiele flr post-
SELEX-Modifikationen sind der Austausch der 2-OH-Gruppe der Ribose gegen 2‘-F-, 2'-
NH,-oder 2‘-O-Methylgruppen (85; 109).

Y Y e Y
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Ribonukleosid R = F; NHz; Phosphorthioat LNA (Locked 4’-Thiol
OCHs Nucleic Acid)

Abbildung I-3 Modifikationen zur Stabilisierung von RNA-Aptameren. Zur Stabilisierung
von RNA-Aptameren werden verschiedene Modifikationen an der Ribose vorgenommen. Die
bevorzugte Position fur Modifikationen ist die C2‘-Position. Die 2‘-Hydroxylgruppe wird
entweder durch reaktionstrage Gruppen substituiert (Nukleosid 2) oder durch die Einfihrung
einer Methylenbricke zum C4° blockiert (Nukleosid 4). Weiterhin wird das gesamte
Phosphatrickgrat durch die Einfuhrung von Phosphorthioaten modifiziert (Nukleosid 3).
Eine weitere Modifikation besteht in der Substitution des ringinternen Sauerstoffs durch eine
Sulfidgruppe.

Die 5°- und 3'-Enden der Molekile werden mit verschiedenen Kappen versehen, die vor
einem Abbau durch Exonukleasen schitzen sollen. Hierbei werden zum Beispiel invertierte
Thymidine als 3'-3-Kappe (90) oder verschiedene 5‘-Kappen, modifiziert mit Aminen,
Phosphaten oder PEG (Polyethylenglykol) eingesetzt (113; 114). Eine weitere Strategie zur
Stabilisierung von Aptameren ist der Einsatz von sogenannten Locked Nucleic Acids (115;
116).

Eine andere Stabilisierungsmethode betrifft die Bioverfigbarkeit von Aptameren in
biologischen Seren. Therapeutisch eingesetzte Aptamere werden oft am 5'- oder am 3‘-Ende

mit PEG-Einheiten versehen, um die Halbwertszeit der Aptamere nach intravenéser Injektion
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deutlich zu erhdéhen und die vorzeitige renale Ausscheidung zu vermeiden. Das bereits
erwahnte Aptamer Pegaptanib zum Beispiel tragt neben verschiedenen pré- und postselektiv
eingebrachten Modifikationen zusatzlich zur Verhinderung der vorzeitigen renalen
Ausscheidung eine 40 kDa grof3e PEG-Kappe am 5‘-Ende (90).

Ein vollkommen anderer Ansatz zur Stabilisierung hochaffiner Nukleinsduren wurde 1996
von Furste und seinen Mitarbeitern mit der Anwendung der Spiegeltechnik auf die in vitro
Selektion von Nukleinsauren entwickelt (117; 118).

1.2 SPIEGELMERE

.2.1 SPIEGELTECHNIK

Der Nachteil der Anwendung von Aptameren besteht in ihrer begrenzten Halbwertszeit durch
die Degradation durch Nukleasen. Um das Stabilitatsproblem zu I6sen entwickelte Firste
1996 (117; 118) eine Variation der ,Reflektionsselektion®, welche durch die Pionierarbeit von
Peter Kim und Mitarbeitern begriindet wurde (119). Diese selektierten in einer Abwandlung
der Methode des Phagen-Display, die sie Mirror-Image Phage Display nannten, proteolytisch
resistente D-Peptide als Liganden eines Proteins in seiner natirlich auftretenden Handigkeit
L.

Furste und Mitarbeiter publizierten 1996 die Selektion von nukleasestabilen L-RNAs gegen
D-Adenosin (117) und gegen L-Arginin (118). Sie pragten fir die Molekile den Namen
Spiegelmere. Spiegelmere besitzen alle Vorteile von Aptameren bezlglich der
Bindungsspeziffitdt und —affinitat, werden aber aufgrund der Enantioselektivitat von Desoxy-
und Ribonukleasen nicht erkannt und demnach auch nicht abgebaut.

Der theoretische Hintergrund der Spiegeltechnik beruht auf der Chiralitdt (Abbildung I-4),
beziehungsweise Handigkeit der Molekile. Als chiral werden Gegenstande oder Systeme
bezeichnet, die durch Drehung nicht zur Deckung mit ihrem eigenen Spiegelbild gebracht

werden kénnen, ein Beispiel hierfir ist die rechte und die linke Hand.

Abbildung 1-4: Chiralitat. Die Chiralitat (Handigkeit) gibt die Eigenschaft eines
Gegenstandes oder eines Moleklls an, dass sich Bild und Spiegelbild nicht durch Drehung
zur Deckung bringen lassen. Sowohl die rechte und die linke Hand des Menschen (links),
als auch rechts- und linksdrehende Schneckenhauser (rechts, (120)) sind chirale Beispiele
aus der Natur.

10
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Auf molekularer Ebene kann ein Molekul durch ein Atom ein stereogenes Zentrum besitzen
oder mehrere Atome bilden mehrere stereogene Zentren innerhalb des Molekuls. Des
Weiteren kann die gesamte Molekulgestalt die Chiralitit bestimmen. Die zwei
spiegelbildlichen Formen eines Molekiils werden als Enantiomere bezeichnet. Die Mischung
zweier Enantiomere ist ein racemisches Gemisch.

Bis auf wenige Ausnahmen (121; 122) bestehen alle natirlich vorkommenden Biomolekile
aus Monomeren der gleichen Chiralitat, dies wird als Homochiralitat bezeichnet. In allen
Naturstoffklassen liegt jeweils ein Enantiomer bevorzugt, beziehungsweise ausschliel3lich
vorhanden vor. So bestehen Proteine aus L-Aminosduren und Polysaccharide aus
verknipften D-Zuckern. Natlrlich vorkommende Nukleinsauren enthalten ausschlief3lich D-
Ribose beziehungsweise D-Desoxyribose und werden daher als D-Nukleinsduren
bezeichnet.

Ein Spiegelmer ist das stereochemische Spiegelbild eines ,natlrlichen’ D-Aptamers. Die
Spiegelung des Aptamers erfolgt durch die Synthese des Spieglmers aus L-Nukleotiden, bei
welcher statt der natirlichen D-Ribose L-Riboseeinheiten verwendet werden (Abbildung I-5
links). Fur die Generierung von Spiegelmeren muss das Zielmolekll zunéchst ebenfalls in
gespiegelter Form vorliegen. Handelt es sich hierbei um ein Peptid, wird das gespiegelte
Zielmolekudl durch chemische Peptidsynthese dargestellt, bei der ausschlie3lich unnatirliche

D-Aminosauren (Abbildung I-5 rechts) als monomere Bausteine verwendet werden.

H\%O H\1¢O
H——OH HO——H HO\¢O HO\¢O
H—r—OH HO——H H,N——H H——NH,
H——OH HO——H H——H H——H
H——OH H——OH OH OH

H H
D-Ribose L-Ribose L-Serin D-Serin

Abbildung 1-5: Enantiomere der Ribose (links) und der Aminosaure Serin (rechts). Die
Spiegelung eines Aptamers in das korrespondierende Spiegelmer erfolgt durch die
Synthese des Spiegelmers aus L-Monomeren. Diese enthalten L-Ribose statt der natirlich
vorkommenden D-Ribose. Die fur die Selektion von Spiegelmeren verwendeten
gespiegelten Peptide werden mittels der Synthese aus D-Aminoséauren dargestellt. Proteine
in der Natur bestehen nahezu ausschliel3lich aus L-Aminosauren.

Das Prinzip der Spiegeltechnik beruht auf einem einfachen Konzept: Wenn ein D-Aptamer
sein natirliches L-Zielmolekil bindet, dann bindet demnach auch das Spiegelbild des
Aptamers das Spiegelbild des natirlichen Liganden gleichermaRRen. Wird der Prozess der in
vitro Selektion von Nukleinsduren gegen ein unnaturliches Spiegelbild des Zielmolekiles

(zum Beispiel ein D-Peptid) durchgefiihrt, dann wird als Ergebnis ein D-Aptamer erhalten

11



EINLEITUNG

(Abbildung I-6). Durch die Spiegelung des D-Aptamers wird anschliel3end das enantiomere
Spiegelmer durch eine Synthese aus L-Nukleotiden gebildet. Das Spiegelmer bindet dann
nach den Regeln der Homochiraltat das nattrliche Zielmolekil, also das Spiegelbild des in
der Selektion verwendeten unnatirlichen Zielmolekiils. Auf diese Weise kann biochemisch
ein nukleasestabiles L-Aptamer gegen ein L-Peptid generiert werden.

Mit Hilfe der Spiegeltechnik kénnen sowohl RNA- als auch DNA-Spiegelmere generiert
werden (123). Bezlglich der Bindungsstarken und -affinitaten wurden nahezu identische
Werte flr Aptamere und korrespondierende Spiegelmere festgestellt (117; 123).

6 In vitro
-1 Selektion
L] (D)-Peptid eines
(D)-Aptamers
(L)-Peptid gegen das
(D)-Peptid
l—ﬂ

(D)-Aptamer
gegen
(D)-Peptid

Spiegelung des Zielmolekiils

y

(D)-Aptamenjl".‘ (L)-Spiegelmer

(L)-
Spiegelmer
gegen
(L)-Peptid

Spiegelung des Aptamers

Abbildung I-6: Das Prinzip der Spiegeltechnik zur Generierung eines Spiegelmers
gegen ein Peptid mittels der in vitro Selektion von Nukleinsduren. Zunéchst wird das
Zielmolekul, gegen welches ein Spiegelmer generiert werden soll in seine gespiegelte Form
durch Synthese des Peptides aus D-Aminosauren uUberfihrt. Durch den Prozess der in vitro
Selektion von Nukleinsauren wird anschlieRend ein Aptamer gegen das unnatirliche
Zielmolekul selektiert. Die Spiegelung dieses Aptamers durch eine Synthese aus L-
Nukleotiden ergiebt das Spiegelmer, welches das ungespiegelte Peptid bindet.

.2.2 ANWENDUNG UND BEDEUTUNG VON SPIEGELMEREN

Spiegelmere besitzen eine ungleich hohere Stabilitdt gegeniber dem Abbau durch
Nukleasen als Aptamere. Wahrend ein Aptamer im humanen Serum bereits nach wenigen

Sekunden abgebaut wird, konnte fur Spiegelmere selbst nach mehreren Tagen in diesem
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Medium kein Abbau detektiert werden (117). Die Verbindung von sehr hohen Affinitaten zu
ihrem Zielmolekil und nahezu unbegrenzter Haltbarkeit gegentiber dem Abbau durch
Nukleasen machen die Spiegelmere zu exzellenten Kandidaten als medizinische Wirkstoffe
zur Behandlung verschiedener Krankheiten. Nach der Einfihrung der Spiegeltechnik fir die
in vitro Selektion von Nukleinsduren durch Firste und seine Mitarbeiter wurden Spiegelmere
gegen eine Vielzahl von Zielmolekilen entwickelt. Tabelle I-2 fasst die bisher publizierten

Spiegelmere und ihre Zielmolekile zusammen.

Tabelle I-2:Spiegelmere als potentielle Therapeutika. Die Tabelle gibt einen Uberblick
Uber die bisher publizierten Spiegelmere gegen verschiedene Zielmolekiile. Spalte zwei
erlautert in welchen Bereichen das Zielmolekil wirksam ist. Spalte drei bezeichnet die
Indikationen fir das Spiegelmer als Therapeutikum. Spalte vier gibt die dazugehorige
Quelle und das Jahr an.

. N . . A Jahr;
Zielmolekdal Wirkungskreis Indikationen Quelle
: - kongestive 1997; (69)
Vasopressin Antidiurese Herzinsuffizienz 2006; (124)
GNnRH (Gonadotropin- Beeinflussung Prostatakrebs; 2002;
: steroidabhéangiger Mammakarzinom; _
Releasing-Hormone) . (123; 125)
Sexualhormone Endometriose
Lebensmittelvergiftung; ,
S (Staphyl_okokken Bakterielles Toxin Rheumatoide Arthritis; 2003;
Enterotoxin B) ) (126)
Toxischer Schock
a-CGRP (Migraine 2003:
Associated Calcitonin Vasodilatation Migrane (127: 1é8)
Gene Related Peptide) ’
. . , Regulation von Strel3, , 2004,
Nociceptin/Orphanin Angst und Schmerz Schmerz; Angst (129)
Ghrelin (Growth Regulation von 2004
Hormone Release Wachstumshormonen; Adipositas (130_13’,3)
Inducing Peptide) Nahrungsaufnahme
Vasodilatation; o . ,
Substance P Muskelkontraktion; SCthsrfééJs?;Lke't’ %fgf)
Schmerzibertragung P
CCL2/MCP-1
(C-C motif- ligand 2 / Entziindunasreaktionen Diabetische 2007;
Monocyte Chemotactic 9 Nephropathie (135-139)
Protein-1)
CXCL2/ SDF-1 I
(C-X-C motif ligand 2 / hém;\fgbggfil;cher Multiples Myelom 2008,
Stromal Cell-Derived b P y (140)
Stammzellen
Factor-1)
Derzeit befinden sich zwei Spiegelmere in der klinischen Testphase 1. Das

entzindungshemmende Spiegelmer NOX-E36 (138) soll zur Behandlung von diabetischer
Nephropathie und anderen Komplikationen im Zusammenhang mit Diabetes eingesetzt

werden. Es befindet sich seit Mitte 2010 in der klinischen Testphase Ib, in der es mit
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steigenden Mehrfachdosen an Gesunden und Kranken des Diabetes Mellitus Typ |l getestet
wird.

Das Spiegelmer NOX-A12 befindet sich seit Ende 2009 in der klinischen Testphase I. Es
bindet und blockiert das Chemokin SDF-1, wodurch eine erhOhte Freisetzung
hamapoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark erreicht wird (140). Das Spiegelmer
soll als Therapeutikum fur Patienten mit Multiplem Myelom oder Non-Hodgkin-Lymphom
eingesetzt werden.

.3 AFFINITATSPEPTIDE

Mit den rasanten Fortschritten auf den Gebieten der Genomik, Proteomik und Bioinformatik
wachst exponentiell auch der Bedarf an Proteinen, die mittels rekombinanter Techniken
hergestellt und durch Affinitatschromatografie aufgereinigt werden (141). Bei Ansatzen des
Auswahlverfahrens mit Hochdurchsatz (High throughput screening approaches) werden
zeitgleich Tausende von Poteinen auf ihre Eignung als industrielle Enzyme und flr
Anwendungen in den Bereichen Therapie und Diagnostik untersucht (142). Um dem Bedarf
an rekombinanten Proteinen nachzukommen wurden verschiedene Organismen als
Expressionssyteme etabliert, hierzu gehdren Bakterien wie Escherichia coli (143;144),
Hefezellen wie Saccharomyces cerevisiae (145; 146) und Insekten- oder Saugerzellen (147;
148).

1 NH2—'| Affinitatssequenz | Proteinsequenz I——COQH

His-Tag / Strep-Tag /
FLAG-Tag

2 NHz—] Affinitatssequenz | Linker | Proteinsequenz —COOH

His-Tag / Strep-Tag /
FLAG-Tag

3 NHz—IAffinitéts—/Léinchkeitssequenzl Linker | Proteinsequenz I—COOH
MBP-Tag / GST-Tag

Abbildung I-7: Mdgliche Konstrukte fur die rekombinante Herstellung eines Proteins.
Dargestellt sind verschiedene Fusionsproteine inklusive der Sequenzen, welche zur
Affinitatschromatografie und der Entfernung der Affinitdtssequenz bendtigt werden. Die
dargestellten Konstrukte zeigen jeweils nur N-terminale Fusionen. (1) Fusionsprotein aus
Affinitatssequenz und Proteinsequenz. In diesem Konstrukt wird eine kurze Peptidsequenz,
wie das Polyhistidinpeptid oder das Strep-Tag-lI-Peptid N-terminal mit der Proteinsequenz
fusioniert. (2) Das Fusionsprotein ahnelt dem Konstrukt (1), jedoch wird in diesem Falle
zwischen die Protein- und die Affinitdtssequenz ein Linker eingefugt. Dieser enthalt eine
Erkennungssequenz fur Endopeptidasen, welche eine Enfernung der Affinitdtssequenz von
dem nativen Protein erméglichen. (3) Hier besteht die AffinitAtssequenz aus einer ganzen
Proteindoméne (Beispielsweise dem Maltose-Bindungsprotein) und dem darzustellenden
Protein. Diese wird neben der Aufreinigung auch zur erhéhten Loslichkeit des
Fusionsproteins eingesetzt. Die mehrere kDa groRe Doméane wird nach der Chromatografie
von dem nativen Protein mittels Endopeptidasen enfernt.
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Methoden wie das Auswahlverfahren von Proteinen mittels Hochdurchsatz waren nicht
durchfuihrbar, wenn fir jedes einzelne Protein eine individuelle Aufreinigungsstrategie
gefunden werden musste. Daher kommen Affinitatspeptide zum Einsatz, welche mit den
Proteinen koexprimiert werden. Ganz verschiedene Proteine kdnnen so mittels ein und
derselben Methode exprimiert und aufgereinigt werden.

Affinitatssequenzen bestehen aus einer Peptid- oder Proteinsequenz, welche N- oder C-
terminal fusioniert mit dem aufzureinigenden Protein koexprimiert wird. Abbildung I-7 zeigt
schematisch den Aufbau solcher Fusionsproteine. Die Affinitdtssequenz besitzt eine hohe
Affinitat zu einem biologischen oder chemischen Liganden und wird nach der Expression
durch Affinitatschromatografie aufgereinigt. Abhangig von der nachfolgenden Anwendung
erfolgt anschlieRend eine Entfernung des Affinitatspeptides von dem rekombinanten Protein.
Affinitatssequenzen dienen neben der Aufreinigung auch der Immobilisierung und dem
Nachweis des fusionierten Proteins. Tabelle 1-3 gibt einen Uberblick {ber die

gebrauchlichsten Affinitatssysteme.

Tabelle I-3:Haufig verwendete Affinitatssysteme fir die Expression und Aufreinigung
rekombinanter Proteine. Spalte zwei gibt die zur Affinitatssequenz passende Matrix fur die
Affinitatschromatografie an. In der dritten Spalte sind die Bedingungen flr die Elution der
jeweiligen Affinitdtssequenz angegeben. Die Tabelle fasst Affinitdtssequenzen fir
Streptavidin und dessen Derivat Strep-Tactin zusammen (Zeile drei). In Zeile vier und funf
folgen die groRen Fusionsaffinitatsproteine (GST-Tag und MBP-Tag). Flag-Tag und C-myc-
Tag sind Affinitatspeptide, welche durch Antikdrper-basierende Chromatografie-Matrices
aufgereinigt werden.

Affinitatspeptid/ Chromatografie- Elutions- Quelle
-protein Matrix bedingungen
Polyhistidine Ni**-NTA: Imidazol;
(Poly-His-Tag) Talon niedriger pH-Wert (149-151)
Strep-Tactin (152:
Strep-Tag-1l-Peptid (modifiziertes Desthiobiotin 153)’
Streptavidin)
Nano-Tag-Peptid Streptavidin Biotin (115?54');
Streptavidin-Bindungs- - -
peptid (SBP-Tag) Streptavidin Biotin (156)
Glutathione S-transferase : . .
(GST-Tag) Glutathion Reduziertes Glutathion (157)
Maltose-Bindungs-Protein Quervernetzte
(MBP-Tag) Amylose Maltose (158)
monoklonaler EDTA,; (159;
FLAG-Tag Antikdrper Anti-FLAG ph-Wert 3,0 160)
C-myc-Tag Monoklonaler Niedriger pH-Wert (161)
Antikoérper Anti-C-myc
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.3.1 POLYHISTIDIN-TAG

Der Polyhistidin-Tag (His-tag) ist das meist verwendete Affinitdtspeptid zur Aufreinigung
rekombinant exprimierter Proteine. Fusionsproteine mit Polyhistidinresten werden mittels
immobilisierter Metallionen aufgereinigt (immobilized metal-affinity chromatography, IMAC,
(162; 163)). IMAC basiert auf der Interaktion zwischen einem an einer Matrix immobilisierten
Ubergangsmetall wie Nickel oder Cobalt und dem Imidazolring des Histidins. Hochuli setzte
als Erster chelatisierende Nitriloessigsaure (NTA) als Adsorbens fur die Chromatografie ein
(149; 164). Neben NTA wird héufig TALON als Adsorbens gewahlt. TALON besteht aus
Cobalt-Carboxylmethylaspartat (Co*-CMA), welches an einen Trager wie Sepharose
gekoppelt wird und mildere Elutionsbedingungen erlaubt.

Polyhistidinsequenzen kénnen sowohl N- als auch C-terminal verwendet werden. Die
Aufreinigung kann unter denaturierenden und unter nativen Bedingungen durchgefihrt
werden (163). Die Polyhistidinaffinitatsaufreinigung ist nicht fir Proteine geeignet, welche
Metallionen enthalten. Sowohl Cysteine als auch histidinreiche Regionen der
Wirtsorganismen binden an die Aufreinigungsmatrix, was eine relativ hohe Koaufreinigung
unspezifischer Proteine zur Folge haben kann. Der Einsatz von TALON an Stelle von NTA
als Affinitatsmatrix verringert unspezifische Bindung, was eine hohere Reinheit des
rekombinanten Proteins zur Folge hat (151). AuRerdem kann das zur Elution von der Matrix
eingesetzte Imidazol die Kristallisation beeinflussen, Kompetitionsstudien stéren oder eine
Aggregation des Proteins fordern (150).

Tsuji et al. entwickelten 2009 RNA-Aptamere gegen das Polyhistidin-Affinitéatspeptid (165).
Dieses kann an Stelle von Antikdrpern gegen den Polyhistidin-Tag zur Detektion des

Affinitatspeptides in Western Blots, ELISAs oder Immunopréazipitationen eingesetzt werden.

.3.2 STREPTAVIDIN-BINDENDE AFFINITATS-TAGS

Die Bindung zwischen Streptavidin und Biotin ist die starkste bekannte, natirlich
vorkommende, nicht-kovalente Bindung. Daher gab es Bestrebungen das Streptavidin/Biotin-
System fur die Affinitatschromatografie rekombinant exprimierter Proteine auszunutzen.
Durch Biotin als Elutionsmittel sollte sich jedes an Streptavidin gebundene Affinitatspeptid
eluieren lassen. Zunéchst wurde 1993 das Strep-Tag-I-Peptid entwickelt (166), welches
allerdings nur C-terminal an das Protein fusioniert werden kann. Daher wurde das Strep-Tag-
lI-Peptid entwickelt (152). Dieses Oktapeptid kann sowohl N- als auch C-terminal an das
entsprechende rekombinante Protein fusioniert werden und gehort heute neben dem
Polyhistidin-Tag zu den meist verwendeten kurzen Affinitatspeptiden fir die Aufreinigung und
Detektion rekombinanter Proteine. Das Strep-Tag-lI-Peptid bindet an Streptavidin mit einer

Bindungskonstante von Kq = 13 - 72 uM (152). Neben dem Affinitatspeptid selbst wurde auch
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das Streptavidin fir eine bessere Eignung zur Affinitdtschromatografie fur das Strep-Tag-II-
Peptid optimiert (153). Diese Streptavidinmutante namens Strep-Tactin erlaubt eine Elution
des gebundenen Fusionsproteins mittels des Biotinanalogs Desbiotin. Die reversible Bindung
des Desbiotins ermoglicht eine Wiederverwendung der Affinitatsmatrix. Das Strep-Tag-II-
Peptid bindet Strep-Tactin mit einer Bindungskonstante von K4 = 1 pM (153).

Das Strep-Tag-I- und das Strep-Tag-ll-Peptid zeigen Bindungsstarken im zweistelligen
micromolaren Bereich, daher wurden weitere Versuche unternommen eine starkere Bindung
zwischen Streptavidin und einem Peptid-Liganden zu erzeugen. 2001 wurde der SBP-Tag
(Streptavidin Binding Peptide) entwickelt, ein Affinitatspeptid mit einer Lange von 38
Aminosauren, welches Streptavidin  mit einer Bindungskonstante im einstelligen
nanomaolaren Bereich bindet (156; 167).

Alle bis 2003 publizierten Streptavidin-bindenden Affinitatssequenzen besitzen das zentrale
Bindungsmotiv aus den Aminosduren Histidin-Prolin-Glutamin (HPQ-Motiv). Lamla et al.
wendeten 2003 die Methode des Ribosome Displays an, um Streptavidin-bindende Peptide
zu selektieren (154; 155). Der beste Binder, bestehend aus 15 Aminoséuren, wies eine
Bindungskonstante von 4 nM auf und besaf’ kein HPQ-Motiv. Die Verkiirzung des Peptides
auf neun Aminosauren bindet mit einem Kg-Wert von 17 nM an Streptavidin. Dies entspricht
einer tausendfach starkeren Bindung verglichen mit anderen Streptavidin-bindenden
Affinitatspeptiden ahnlicher Lange. Auf Grund der Bindung im nanomolaren Bereich wurde

das neue Affinitatspeptid Nano-Tag genannt.

1.3.3 FLAG-TAG-AFFINITATSPEPTID

Ein weiteres haufig verwendetes Affinitatspeptid ist das Flag-Tag-Affinitatspeptid (159). Das
hydrophile Peptid ist acht Aminosduren lang und die Aufreinigung von Fusionsproteinen
beruht auf einer Antikdrper-basierenden Affinitatsmatrix (160). Das Flag-Tag-Peptid kann
sowohl N- als auch C-terminal fusioniert werden und erlaubt eine Aufreinigung unter nativen
Bedingungen. Die Elution erfolgt entweder durch ein chelatisierendes Reagenz wie EDTA
oder durch eine Verringerung des pH-Wertes.

Das Flag-Tag-Peptid besitzt eine interne Peptidylschnittstelle fir die Endopeptidase
Enterokinase (168), was eine Entfernung des Affinitdtspeptides von dem nativen Protein
erleichtert. Ein Nachteil des Flag-Tag-Affinitdtssystems ist die geringere Stabilitat der

Antikdrper-basierenden Affinitatsmatrix im Vergleich zu Ni**-NTA oder Strep-Tactin.
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1.4 KRISTALLISATION UND STRUKTURAUFKLARUNG

In den vergangenen Jahren stiegen die Erkenntnisse um die Vielzahl der biologischen
Funktionen von Nukleinsauren rapide an. Die Funktion der Molekdle ist hierbei eng mit der
Struktur verknipft. Daher wuchs auch das Interesse der Strukturbiologie die komplexe
dreidimensionale Faltung von DNA- und RNA-Molekulen aufzuklaren. Die Strukturaufklarung
von Nukleinsauren dient hierbei zum Erkenntnisgewinn bezlglich des Zusammenhangs von
Struktur und Funktion des Molekils. Zur Aufklarung der Tertiarstruktur von Nukleinsauren
auf atomarer Ebene werden die NMR-Spektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy, (169)) und die Réntgenstrukturanalyse (170) eingesetzt.

Fir die hochauflosende dreidimensionale Rontgenstrukturanalyse werden Einkristalle mit
einem hohen Grad an interner Ordnung bendtigt. Zudem muss die zu kristallisierende Probe
in ausreichender Menge und hinreichender Reinheit verfugbar sein. Eine haufig
angewendete Methode zur Generierung von Kristallen fur die Rontgenstrukturanalyse ist die
Dampfdiffusion mit hAngenden oder sitzenden Tropfen (171).

[.4.1 KRISTALLISATION UND STRUKTURAUFKLARUNG VON APTAMEREN

In den vergangenen Jahren wurden mehrere Kristallstrukturen von Aptameren im Komplex
mit ihrem Zielmolekll bestimmt (172). Es konnte gezeigt werden, dass das Aptamer eine Art
Kafig um das Zielmolekdl bildet, wenn es sich bei dem Liganden um ein kleines Molekiil
handelt (173). Im Falle von Aptameren gegen Nukleinsdure-bindende Proteine dagegen
bindet das Aptamer an die Nukleinsaure-Bindungsstelle des Proteins (174). Oft werden
hierbei die natirlichen Interaktionen von dem Aptamer imitiert (175).

Ein Beispiel fir die rontgenkristallografische Analyse eines Aptamers im Komplex mit dem
Zielmolkul ist die Kristallstruktur des Thrombin-bindenden DNA-Aptamers (176; 177). Bis
jetzt ist dies die einzige Kristallstruktur eines Aptamers im Komplex mit einem Protein,
welches nicht natirlicherweise an Nukleinsduren bindet. Es wurde gezeigt, dass die DNA
hierbei mit einem als Exosite-1 bekannten Bereich der Oberflache des Thrombins Uber Van-
der-Waals-Kontakte und Wasserstoffbrickenbindungen interagiert. Das Bindungsmotiv und
wesentliches strukturelles Element des Thrombin-bindenden Aptamers bildet eine

intramolekulare G-Quadruplexstruktur.

1.4.1.1 G-Quadruplexstruktur von Aptameren

G-Quadruplexstrukturen sind vertikale Anordnungen aus hydrophoben Stapelungen
mindestens zweier planarer Guanosinquartette (178; 179). Kommen diese G-Quartette
innerhalb eines Moleklls vor, werden diese als unimolekular bezeichnet. Unimolekulare G-

Quadruplex-Sequenzen werden mit folgender allgemeingultiger Formel beschrieben (180):
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GiXnGmXoGmX,Gm,

wobei m die Anzahl der Gs angibt, welche direkt in die Formation der Quadruplexstruktur
involviert sind. X,, Xo und X, bezeichnen jegliche Kombination von Nukleotiden, welche sich
in den Schleifen befinden, die die planaren G-Quartette umgeben (Abbildung 1-8 A). Die
Lange dieser Schleifen ist variabel und kann ebenfalls Gs enthalten. G-Quadruplexe kénnen
nach der Polaritat der Strange als parallel oder antiparallel eingeordnet werden.

Die G-Quartette der G-Quadruplexe werden durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert.
Weiterhin findet eine zusatzliche Stabilisierung der Anordnung durch die koordinative
Bindung eines Kations im Zentrum des G-Quadruplexes statt (Abbildung I-8 B). Grund dafur
sind die stark negativen elektrostatischen Potentiale der Guanin-O6-Sauerstoffatome,
welche einen zentralen Kanal innerhalb der Quadruplexstruktur formen (178; 179). Es konnte
gezeigt werden, dass Kaliumionen einen weitaus stabilisierenderen Effekt auf die G-
Quadruplexstruktur haben als Natriumionen (181).

Unimolekulare Quadruplexe kénnen abhangig von der Polaritdt der Schleifen drei
verschiedene Formen bilden; diese werden in den Propeller-, lateralen- und diagonalen Typ
unterteilt. Die Art der Schleife kann nur mittels NMR-Spektroskopie oder der

Rontgenstrukturanalyse der Molekiile zweifelsfrei aufgeklart werden.

Al B

Schleife 1] |
X

n

HN~

</ G- W

N\C1
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Abbildung 1-8: (A) Schematische Darstellung eines G-Quadruplexes der Formel
G2XnG2XoG2X,G, nach Burge et al. (180). Jeweils vier Guanosinreste formen ein G-
Quartett, zwei dieser planaren Anordnungen formen vertikal den G-Quadruplex. Die
Schleifen, bestehend aus den Nukleotiden X, X, und X, verbinden die G-Paare
untereinander. (B) G-Quartett einer Ebene eines G-Quadruplexes mit einem Kaliumion
im zentralen Kanal. Die  Struktur des  G-Quadruplex wird durch ein
Wasserstoffbrickennetzwerk stabilisiert. Eine zusétzliche Stabilisierung erfahren G-
Quadruplexe durch die geometrische Anordnung von lonenpaaren durch Elektronen der vier
Sauerstoffatome am C6-Atoms des Guanins (182). Diese koordinieren ein monovalentes
Kation, wobei Kaliumionen einen stabilisierenderen Effekt haben als Natriumionen (181).
Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze gepunktete Linien dargestellt, die
Koordination des Kaliumions als rot gepunktete Linien. C1‘ bezeichnet das C1‘-Atom der
Desoxyribose des Guanosins.
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G-Quadruplexformationen wurden bei vielen Aptameren identifiziert (183). Beispiele hierfur
sind das DNA-Aptamer gegen das Enzym Integrase des HIV (184) oder das DNA-Aptamer
gegen das Protein Nucleolin (185). Das bekannteste Beispiel jedoch ist die G-
Quadruplexstruktur des Thrombin-bindenden Aptamers (177; 186-188). Abbildung I-9 A zeigt
die G-Quadruplexstruktur des Thrombin-bindenden DNA-Aptamers im Komplex mit dem
Zielmolekdl, Abbildung I-9 B eine Aufsicht auf eine Ebene des G-Quadruplex. Neben der
Rontgenkristallografie wurde zur Strukturaufklarung der G-Quadruplexstruktur innerhalb des
Thrombin-bindenden Aptamers auch die NMR-Spektroskopie eingesetzt.

Abbildung 1-9: Die G-Quadruplexformation des Thrombin-bindenden DNA-Aptamers
(186). (A) zeigt die Interaktion des G-Quadruplex des Aptamers mit dem als Exosite-1
bekannten Bereich des Thrombins. (B) zeigt die Aufsicht auf eine Ebene der G-
Quadruplexformation. Unter der ersten Ebene des G-Quartetts ist die zweite Ebene zu
erkennen. In (A) und (B) ist das G-Quartett der G-Quadruplexstruktur jeweils in gridn
dargestellt, die Schleifen des G-Quadruplex in gelb. Das Protein Thrombin ist in beige
dargestellt. Die Struktur ist in der Proteindatenbank mit dem Eintrag 1HUT hinterlegt.

I.4.2 STRUKTURAUFKLARUNG VON LOCKED NUCLEIC ACIDS (LNAS)

Fur einen therapeutischen Einsatz missen DNA- und RNA-Molekiile stabilisiert werden, um
eine langere Anwendungsdauer zu ermdglichen. Zum Schutz der Molekile vor dem Abbau
durch Nukleasen oder zur Erhéhung der Thermostabilitat stehen verschiedene
Stabilisierungsstrategien bereit (Abschnitt 1.1.3).

~Locked“ Nukleinsduren gehéren zu einer Familie zuckermodifizierter Nukleinsduren. Das
bekannteste Beispiel sind 2'-0-4‘-C-Methylen-g-D-Ribofuranose-modifizierte Nukleotide
(LNAs, Abbildung I-10 links), welche zur Stabilisierung von RNA eingesetzt werden (189).
Durch die Methylenbriicke zwischen der C2‘-Hydroxylgruppe und dem C4‘-Atom besitzen
LNA-modifizierte RNAs eine erhéhte Nukleaseresistenz und Thermostabilitat (190; 191).

20



EINLEITUNG

Abbildung 1-10: LNA- und RNA-Guanosin. Im Falle des 2‘-0-4‘-C-Methylen-B-D-
Ribofuranose-Nukleotids (links) ist die Ribose durch eine Methylenbriicke zwischen dem
Sauerstoff am C2° und dem Kohlenstoff C4° modifiziert. Im Vergleich zu diesem
,verriegelten‘ Nukleotid ist das unmodifizierte RNA-Monomer (rechts) dargestellt.

Durch die Methylenbriicke der 2°-0O-4'-C-Methylen-B-D-Ribofuranose wird die LNA in der C2*-
exo-Konformation ,verriegelt’. Dies bewirkt eine Konformation des Phosphatrickgrates,
welche sich durch einen geringeren Entropieverlust bei der Ausbildung einer Helix
auszeichnet. Die Stapelung der Nukleobasen ist somit innerhalb der Helix effizienter.

Diese Erkenntnisse bezlglich der Struktur und Konformation von LNA-Molekilen wurden
mittels der NMR- oder Réntgenstrukturanalyse von Duplexen gewonnen, welche Hybride aus
LNA-DNA oder LNA-RNA darstellen (192). Auch die strukturellen Charakteristika von LNA-
teilsubstituierten Stréangen sind wohldokumentiert (193; 194). Bislang fehlte die Struktur einer
komplett aus LNA-Monomeren bestehenden Homoduplex. Diese wirde zu einer
Vervollstandigung der Erkenntnisse bezlglich Aufbau und Struktur dieser modifizierten

Nukleinsduren beitragen.
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. AUFGABENSTELLUNG

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Generierung von Spiegelmeren gegen Affinitats-Tags.
Affinitats-Tags sind kurze Peptidsequenzen, welche fusioniert an Proteine der Detektion und
Aufreinigung rekombinanter Proteine dienen. Eine sensitive und hochspezifische Erkennung
von Affinitdtspeptiden wie beispielsweise dem Strep-Tag-ll ist daher unerlasslich far
verschiedene Anwendungen wie der Uberwachung des Herstellungsprozesses, der
Immobilisierung oder der Affinitatsaufreinigung von Fusionsproteinen. Spiegelmere, welche
gegen Affinitatspeptide gerichtet sind wirden solch eine hochaffine und -spezifische
Detektion und Affinitatsaufreinigung erméglichen. Durch ihre hohe Stabilitat in biologischen
Medien waren die L-Nukleinsduren besonders flr verschiedene Anwendungsgebiete
geeignet. Sie wirden eine Erweiterung und Verbesserung bereits bestehender
Detektionssystemen bedeuten.

Fur die Generierung eines Spiegelmers gegen das Strep-Tag-ll-Peptid soll zunachst eine in
vitro Selektion zur Erzeugung von D-Strep-Tag-ll-bindenden Aptameren durchgefihrt
werden. Die erhaltenen Aptamere sollen beziglich ihrer Eigenschaften und
Bindungscharakteristika untersucht werden. AnschlieBend soll die Sequenz des
bindungsstarksten Aptamers zu einer Synthese des korrespondierenden Spiegelmers
verwendet werden. Nachdem die Bindungs-Aquivalenz der Enantiomere sicher gestellt ist,
soll anschlieend die Bindung von Strep-Tag-llI-Fusionsproteinen durch dieses Spiegelmer
gezeigt werden. An Hand der Ergebnisse soll das Potential des Spiegelmers zur Detektion
und Affinitatsaufreinigung von Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen eingeschatzt werden.

Als Weiterentwicklung des Affinitatssystems aus Spiegelmer und Affinitats-Tag soll ein neuer
Affinitats-Tag entworfen werden, der sich zum einen optimal als Zielmolekl fir eine in vitro
Selektion eignet und zum anderen fiir einen Einsatz als Tag geeignet ist. Nachdem mittels in
vitro Selektion Aptamere gegen diesen neuen Affinitats-Tag erhalten worden sind, soll auch
hier die Sequenz des bindungsstarksten Aptamers flr die Synthese als Spiegelmer
ausgewahlt werden.

Die im ersten Teil der Arbeit erhaltenen Strep-Tag-II-Binder sollen im zweiten Teil der Arbeit
kristallisiert werden, um eine rontgenkristallografische Strukturaufklarung der Molekile zu
ermdglichen. Darlber hinaus sollen in weiteren Kristallisationsexperimenten Kristalle einer
modifizierten Nukleinsdure geziichtet werden. Durch die réntgenkristallografische
Vermessung soll anschlieBend erstmals die Strukur einer LNA/LNA-Homoduplex aufgeklart

werden.
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1. METHODEN

1.1 ENZYMATISCHE UND MIKROBIOLOGISCHE METHODEN
[1.1.1 POLYMERASEKETTENREAKTION

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vermehrung von DNA-Molekilen. Neben
PCR-Reaktionen mit der Tag-Polymerase wurden PCR-Reaktionen mit Phusion-Polymerase

durchgefuhrt, um sequenzexaktere Amplifikate zu erhalten.
[11.1.1.1 PCR-Reaktionen mit Tag-DNA-Polymerase

PCR-Reaktionen mit Tag-Polymerase wurden neben dem Einsatz innerhalb der
Selektionsrunden auch fir die TA-Klonierung (Abschnitt 111.1.4) verwendet. Tabelle 1ll-1 zeigt
einen typischen Reaktionsansatz mit dem dazugehérige Temperaturprogramm (Tabelle
l-1).

Tabelle |IlI-1: PCR-Standardreaktionsansatz fur die K2-Bibliothek mit Taqg-DNA-
Polymerase.

Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration
Matrizen-DNA variabel variabel
Forward Primer K2 100 uMm 1uM
Reverse Primer K2 100 uMm 1uM
dNTPs 10 mM 200 pMm
MgCl, 25 mM 2,5 mM
10 x Tag-Polymerase PCR- 10 x 1x
Puffer
Tag-Polymerase 5 U/l 0,05 U/pl
H,O
Tabelle 111-2: PCR-Temperaturprogramm fir die K2-Bibliothek mit Tag-DNA-
Polymerase
Schritt Temperatur Zeit
1 95°C 5 min
2 95°C 30s
3 55°C 30s
4 72°C 45s
5 6 - 25-fache Wiederholung der Schritte 2 - 4
6 72°C 5 min
7 4°C 0

25



METHODEN

l11.1.1.2 PCR-Reaktionen mit Phusion-DNA-Polymerase

Fur sequenzexakte PCR-Produkte wurde die Phusion-DNA-Polymerase eingesetzt. Hierzu
zahlte die Herstellung von Aptameren fur Bindungstests (Abschnitt 111.5.1). Tabelle 11I-3 zeigt

einen Standardreaktionsansatz mit dem dazugehoérigen Temperaturprogramm (Tabelle I1I-4).

Tabelle [11-3: PCR-Standardreaktionsansatz fir die K2-Bibliothek mit Phusion-DNA-
Polymerase.

Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration
Matrizen-DNA variabel 1 pg/pl - 10 ng/ul
Forward Primer K2 100 pM 1pM
Reverse Primer K2 100 um 1uM
dNTPs 10 mM 200 pMm
MgCl, 50 mM 2,5 mM*
5x Phusion HF- Puffer 5 X 1x
Phusion-Polymerase 2 U/l 0,02 U/ul
H.O

* = Der 5 x-Phusion-HF-Puffer enthalt bereits 7,5 mM MgCl, (Enkonzentration = 1,5 mM)

Tabelle 1l1-4: PCR-Temperaturprogramm fur die K2-Bibliothek mit Phusion-DNA-
Polymerase.

Schritt Temperatur Zeit
1 98°C 30s
2 98°C 15s
3 55°C 15s
4 72°C 30s
5 6 - 25-fache Wiederholung der Schritte 2 - 4
6 72°C 5 min
7 4°C o0

I11.1.2 GENERIERUNG EINZELSTRANGIGER DNA
111.1.2.1 A-Exonuklease-Verdau

Der A-Exonuklease-Verdau wurde zur Generierung einzelstrangiger DNA aus
doppelstrangiger DNA innerhalb der in vitro Selektionsrunden eingesetzt. In der
vorangegangenen PCR-Reaktion war hierfiir ein phosphorylierter Reverse Primer verwendet
worden. Tabelle IlI-5 zeigt einen Standardreaktionsansatz fir den A-Exonuklease-Verdau.
Nach der Reaktion wurde eine zehnminitige Inkubation bei 80°C durchgefihrt, um das
Enzym zu inhibieren. Die einzelstrangige DNA wurde anschlielend mittels Silika-Membran-
Saulchen (Abschnitt 111.2.3.3) gereinigt.
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Tabelle IlI-5;: Reaktionsansatz fir einen A-Exonuklease-Verdau zur Generierung von
DNA-Einzelstrangen.

Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration
Doppelstrangige DNA variabel 40 ng/pul
10 x A-Exonuklease-Puffer 10 x 1x
A-Exonuklease 10 U/l 0,2 U/ul
H,O

Die Reaktion erfolgte fiir 30 min bei 37°C. Es schloss sich eine zehnminutige Inkubation bei
80°C an.

111.1.2.2 DNA-Doppelstrangtrennung mittels Hexaethylenglykollinker

Diese Methode basiert darauf, dass in der vorausgehenden PCR ein modifizierter Reverse
Primer eingesetzt wird, welcher einen signifikanten Unterschied im Laufverhalten und somit
in der Auflosung beider DNA-Strange im Gel erzeugt (49). Als Modifizierung wurde ein
Reverse Primer mit Hexaethylenglykolresten und zusatzlichen 20 Nukleotiden eingesetzt,
wobei dieser Primer den gewothnlichen Reverse Primer in der PCR ersetzte. Anschliel3end
wurde eine préparative Aufreinigung mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese
(Abschnitt 111.2.2.2.1) durchgefuhrt. Diese vergleichsweise zeitaufwendige Methode wurde
vor allem zur Herstellung von Aptameren mit Plasmiden als Matrizen-DNA verwendet, da
hier zusatzlich zur Strangtrennung eine Aufreinigung des Aptamerstranges von dem linear

amplifizierten Plasmid erreicht werden sollte.

[11.1.3 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DNA

Innerhalb dieser Arbeit wurde mit Radioaktivitat als Markierung fir DNA-Molekiile gearbeitet.
Diese wurden entweder am 5'-Ende mittels [y-P*]-ATP phosphoryliert oder intern mit [a-P*’]-

dCTP innerhalb der PCR-Reaktionen markiert.

[11.1.3.1 5’-radioaktive Markierung von DNA

Diese Methode wurde zur Markierung von einzelstrdngiger DNA eingesetzt, etwa zur
radioaktiven Markierung der DNA fur die erste Runde der in vitro Selektion und zur 5'-
Markierung der Aptamere oder Spiegelmere fur Bindungstests. Die Methode wurde ebenfalls
angewendet, wenn mittels der internen Markierung innerhalb der PCR keine ausreichende
Markierung der DNA erhalten worden war. Fir die radioaktive Markierung von Spiegelmeren

wurde die zehnfache Menge [y-P*’]-ATP eingesetzt.
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Tabelle 111-6: Reaktionsansatz zur 5‘-Markierung von DNA mit T4-Polynukleotid-Kinase

Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration
DNA variabel 0,02 -2 uM
10 x T4-Polynukleotid-
Kinase-Puffer 10x 1x
[y-P%*-ATP 3000 Ci/mmol variabel*
T4-Polynukleotid-
Kinase 10 U/l 0,4 U/ul
H,O

Die Reaktion erfolgte fir 30 min bei 37°C. Es schloss sich eine Inkubation von 20 min
bei 65°C an.

* Die Menge an [y-P**]-ATP variierte abhangig von der benétigten Aktivitat der DNA
und der Aktivitat des [y-P*]-ATP am Tag der Reaktion.

[11.1.3.2 Interne radioaktive Markierung von DNA

Innerhalb dieser Arbeit wurde [a-P*]-dCTP zur internen Markierung von DNA eingesetzt,
welches zusétzlich zu den in Tabelle 1lI-1 und Tabelle 111-3 angegebenen PCR-
Reaktionsanséatzen eingesetzt wurde. Es wurden Volumina von 0,5 - 20 pl [a-P*]-dCTP
eingesetzt, abhangig vom Referenzdatum und somit der am Reaktionstag bestehenden
Aktivitat des [a-P**]-dCTP und benétigter Aktivitat der DNA.

111.1.4 KLONIERUNG

Eine Klonierung findet im Zuge einer in vitro Selektion von Nukleinsduren nach einer
Anreicherung der Bibliothek mit zielmolekilbindenden Spezies statt. Die Klonierung dient
dabei der Vereinzelung der in der Bibliothek enthaltenen unterschiedlichen DNA-Molekiile.
Fur alle Klonierungen innerhalb dieser Arbeit wurde die TA-Klonierungsmethode mit dem

pGEM-T-Klonierungskit (Promega) angewendet.
l11.1.4.1 Ligation

Die einzelstrédngige DNA der Eluate der einzelnen in vitro Selektionsrunden wurde zun&chst
in einer Auffull-PCR-Reaktion in doppelstrangige DNA uberfiihrt. Hierbei wurde die Tag-
DNA-Polymerase (Abschnitt M.1.1.1) verwendet, welche einzelne
Desoxyadenosinmonophosphate an das 3-Ende des PCR-Produktes angefiigt. Die PCR-
Reaktion wurde dahingehend verandert, dass nur der Reverse Primer eingesetzt und nur
drei Zyklen der PCR durchgefiihrt wurden. Die doppelstrangige DNA wurde anschlie3end
aufgereinigt (Abschnitt 111.2.3) und in die Ligationsreaktion eingesetzt. Tabelle 1lI-7 zeigt

einen Ansatz fur die Ligationsreaktion.
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Tabelle 1l1I-7: Ansatz fir eine Ligationsreaktion mit einem molaren Vektor : Insert-
Verhéltnis von 1 : 1. Es wurden parallel drei Stoffmengen-Verhaltnisse von Vektor : PCR-
Produkt eingesetzt: 5:1; 1:1; 1:5. Zudem wurde die vom Hersteller empfohlene Menge an
T4-DNA-Ligase verdoppelt.

Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration
PCR-Produkt variabel 5 ng/ul
pGEM-T-Vektor 50 ng/ul 5 ng/ul
2 x T4 Ligations-Puffer 2 X 1x
T4-DNA-Ligase 3 U/l 0,6 U/ul
H,O

Die Reaktion erfolgte fur 1 h bei 37 °C. Es schloss sich eine 16-stiindige Inkubation bei
4°C an.

I11.1.4.2 Transformation

Fur die an die Ligation anschlieBende Transformation von E.coli-Zellen mit dem
Ligationsprodukt wurden superkompetente Zellen (XL1-Blue Supercompetent Cells,
Stratagene) eingesetzt, welche laut Herstellerangaben eine Transformationseffizienz von >1
x 10° besitzen. 50 pl Zellen wurden durch Schnipsen aufgetaut und zu 3 pl beziehungsweise
7 ul des Ligationsansatzes gegeben. Es folgte eine 20-minitige Inkubation auf Eis,
anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock fir 47 s bei 42 °C im Thermoschiittler, gefolgt von
einer zweiminutigen Inkubation im Eis. Nach einer Zugabe von 950 ml LB-Medium wurden
die Proben 90 min bei 37 °C leicht geschuttelt (350 rpm).

Um einen zu starken Bewuchs der LB-Agar-Platten zu vemeiden, wurden drei verschiedene
Konzentrationen des Transformationsansatzes ausgestrichen. Hierzu wurde 1 ml
Transformationsansatz aufgeteilt in 10 pl, 100 ul und 890 ul. Der 890 pl-Ansatz wurde kurz
bei 1000 x g zentrifugiert und der zellarme Uberstand wurde verworfen. Alle drei Ansatze
wurden mit LB-Medium auf 200 pl aufgefillt und auf LB-Agarplatten (Ampicillin-Konzentration
100 pg/ml) ausplattiert. Nach dem Eintrocknen der Ldsung fir eine Stunde wurden die

Petrischalen circa 12 h bei 37 °C tber Kopf im Brutschrank inkubiert.
111.1.4.3 Selektion positiver Klone mittels Kolonie-PCR

Einzeln gewachsene Bakterienkolonien wurden mittels eines sterilen Zahnstochers oder
einer sterilen Pipettenspitze von der LB-Agarplatte gepickt und kurz in eine L&sung
eingetaucht, welche alle Komponenten fir eine PCR-Reaktion enthielt. AnschlieBend wurde
der Zahnstocher beziehungsweise die Pipettenspitze in 5 ml LB-Medium mit einer
Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml transferiert. Die Suspension wurde bei 37 °C und 350
rpm fiir 12 - 16 h inkubiert (Ubernachtkultur).
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Fur die Kolonie-PCR wurde die Zahl der PCR-Zyklen auf 40 erhoht. Die PCR-Anséatze
wurden anschlieend mittels Agarosegelelektrophorese auf ein Vorhandensein des PCR-
Produktes Uberpruft. Eine Weiterverarbeitung der Ubernachtkulturen erfolgte nur mit
denjenigen Suspensionen, bei denen mittels Kolonie-PCR ein positives Ergebnis erhalten

worden war.
[11.1.4.4 Isolierung von Plasmid-DNA und Sequenzierung

Nach einer deutlichen Trilbung der Ubernachtkulturen nach etwa 12 - 16 h wurden 5 ml der
Bakteriensuspension 30 s bei 11000 x g zentrifugiert und das Bakterienpellet nach den
Herstellerangaben mittels eines Kits zur Aufreinigung von Plasmiden aus Bakterienkulturen
(NucleoSpin Plasmid, Macherey und Nagel) weiterverarbeitet. Die Elution der gereinigten
Plasmide von der Silika-Membran erfolgte in einem Volumen von 50 pul Elutionspuffer NE.
AnschlieRend wurde die Konzentration der isolierten Plasmide bestimmt und far die
anschlielende Sequenzierung auf einen Bereich von 50 - 100 ng/ul eingestellt. Die
Sequenzierung wurde von der Firma GATC Biotech AG, Konstanz, durchgefihrt.

1.2 ANALYSE UND REINIGUNG VON DNA-, PEPTID- UND PROTEINPROBEN

[11.2.1 QUANTIFIZIERUNG VON DNA UND PROTEINEN
[11.2.1.1 UV-Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA in Losung erfolgt mittels Spekralfotografie. Ein
Absorbtionswert der DNA bei 260 nm von 1 (A = 1) entspricht dabei naherungsweise einer
Massenkonzentration (cn,) von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 33 pg/ml einzelstréngiger
DNA. An Hand dieser Beziehung kann die Massenkonzentration einer doppelstrangigen
DNA in Ldsung laut:

cm (doppelstrangige DNA) = Aygo x 50 Hg/ml x Verdimnnung

berechnet werden. Weiterhin kann Gber die Beziehung:

cn = "y
wobei ¢, der Stoffmengenkonzentration und M dem Molekulargewicht entspricht, die molare
Konzentration der DNA in Ldsung berechnet werden. Das durchschnittliche
Molekulargewicht eines Basenpaares der DNA betragt hierbei M = 635 g/mol und fur ein
Nukleotid M = 317,5 g/mol. Das Gesamtmolekulargewicht der DNA ergibt sich durch
Multiplikation mit der LAnge des DNA-Molekiils.
Fur die fotometrische Konzentrationsbestimmung von DNA wurden Quarzkivetten (Hellma)

mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. Die Proben wurden in einem Volumen von 73 pl
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vermessen, zumeist bei einer Verdinnung von 3 pl Stammlésung und 70 ul Wasser. Die
Stoffmengenkonzentration wurde an Hand der aufgefiihrten Beziehungen errechnet, wobei
fur synthetische Oligonukleotide das vom Hersteller angegebene Molekulargewicht

verwendet wurde.
[11.2.1.2 Radioaktive Quantifizierung von DNA in Ldsung

Radioaktiv markierte DNA wurde mittels Cerenkov-Messung im Szintillationszéhler
quantitativ bestimmt. Die von der *P-markierten Probe emittierte Strahlung wird hierbei als
cpm-Wert (counts per minute, Zahlrate) detektiert:

cpm = ZA x dpm.
Da die Zahlausbeute (ZA) fiur alle vermessenen Proben die Gleiche ist, entspricht hierbei die
Zahlrate cpm der Zerfallsrate decay per minute (dpm). Firr die Quantifizierung wurde *°P-
markierte DNA jeweils eine min in Plastikszintillationsrohrchen vermessen. Laut
Herstellerfrma Beckman betragt die Effizienz der Messung mit dem verwendeten
Szintillationszahler LS 6000 SC fiir **P nahezu 100 %.

111.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Quantifizierung von Proteinproben erfolgte mittels der Bradford-Methode. Fir gtRRere
Mengen Protein wurde das Bradford-Reagenz Roti-Quant (Carl Roth) verwendet. Zunachst
wurden 800 pl Wasser in Einmalplastikkliivetten vorgelegt, anschlielend erfolgte die Zugabe
der konzentrierten Proteinldsung. AnschlielBend wurden 200 pl Roti-Quant zugeflgt und der
Inhalt der Kivette mittels des Vortexgerates vermischt. Die Proben wurden 5 min bei
Raumtempratur inkubiert und die Absorption bei einer Wellenlange von 595 nM bestimmit.
Die Berechnung der Massenkonzentration der Proteinprobe erfolgte durch Einsetzen der
Absorbtionswerte in eine Geradengleichung einer BSA-Standardeichgerade.

Fur geringe Proteinmengen wurde das Bradford-Reagenz Roti-Nanoquant (Carl Roth)
verwendet, welches eine hohere Sensitivitat besitzt. Die Durchfiihrung der Messung erfolgte
analog zu der fiur das Reagenz Roti-Quant beschriebenen, allerdings wurden
Absorptionswerte bei den Wellenlangen 590 nm und 450 nm aufgenommen. Anschliel3end

wurde der Quotient Asgo/Asso flr die Berechnung der Massenkonzentration verwendet.

[11.2.2 GELELEKTROPHORESE
I11.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Fur ein 2%-iges Gel, welches fir eine Auftrennung von Molekiilen bis 200 Nukleotide Grol3e

verwendet wurde, wurde 1 g (w/v) Agarose in 50 ml TAE-Puffer durch mehrmaliges
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Aufkochen in der Mikrowelle geldst und mit 1 %-iger Ethidiumbromidlésung (0,04 ul/ml
Gellosung) versetzt. Die DNA-Proben wurden mit 6 x DNA-Probenpuffer fir Agarosegele
versetzt und die Elekrophorese fand bei 90 - 100 V mit TAE-Puffer als Laufpuffer statt.

Fir die Agarose-Gelelektrophorese grof3erer Molekiile, beispielsweise von Plasmiden, wurde
die verwendete Agarosemenge und somit die Porengrdf3e des Gels entsprechend variiert.
Agarosegele wurden neben der analytischen Anwendung auch préparativ zur Aufreinigung
von DNA verwendet (Abschnitt [11.2.3.1).

I11.2.2.2 Polyacrylamidgelelektrophorese

I11.2.2.2.1 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
Analytische Polyacrylamidgelelektrophorese

Analytische Polyacrylamidgele unter denaturierenden Bedingungen wurden fir die Analyse
der einzelstrangigen Bibliothek in den einzelnen in vitro Selektionsrunden und generell fir
alle elektrophoretischen Analysen einzelstrangiger DNA eingesetzt. Je nach Anwendung
wurden dabei verschiedene Endkonzentrationen an Acrylamid in der Gellésung verwendet
(Tabelle 111-8).

Tabelle 111-8: 100ml-Ansatz fir denaturierende Polyacrylamidgele. Die Gellésungen
wurden im 1 I-MaB3stab ohne TEMED und APS hergestellt und bei 4°C bis zu mehreren
Wochen gelagert. Vor dem Gebrauch wurde die Lésung jeweils auf 80 - 90°C erhitzt, um
eventuell ausgefallenen Harnstoff zu I6sen und das bendétigte Volumen entnommen. Nach
dem Abkihlen der Losung wurden TEMED und APS zugegeben.

Ausgangs- Endkonzentration / Endvolumen (pro 100 mi
Komponente ) ”
konzentration GeIIosung_;)
Harnstoff 60,06 g/mol 8 M (48 g)
Acrylamid/
. : 8 % 10 % 12 % 20 %
0,
Bisacrylamid 40% @0ml) (25 ml) (30 ml) (50 ml)
(19:1)
10 x TBE-Puffer 10 x 1 x (10 ml)
H,O
TEMED 0,1 % (100 pl)
APS 10 % 1% (1 ml)
Zunéchst erfolgte zur Equilibrierung mit dem Laufpuffer TBE eine halbstindige

Elektrophorese des erstarrten Gels fiir 30 min bei 500 V und 30 mA. Nach der Equilibrierung
wurden die Taschen des Gels vor dem Probenauftrag mit TBE-Puffer gespult, um eventuell
ausgefallenen Harnstoff zu entfernen. Die Proben wurden mit denaturierendem Probenpuffer

fur Polyacrylamidgele versehen und vor dem Auftragen gegebenenfalls finf min bei 95 °C
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erhitzt und eine min auf Eis inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 400 - 600 V und 25 - 35
mA.

AnschlieRend erfolgte die Analyse der DNA im Gel. Fur unmarkierte DNA wurde die
Ethidiumbromidfarbung (Abschnitt  111.2.2.4.1) und fiir **P-markierte DNA die Phospho-
Bildgebung (Abschnitt 111.2.2.4.4) eingesetzt.

Praparative Polyacrylamidgelelektrophorese

Praparative Polyacrylamidgele wurden zur Einzelstranggenerierung mit
Hexaethylenglykollinker (Abschnitt 111.1.2.2) und generell zur gelgestitzten Reinigung
einzelstrangiger DNA eingesetzt. Die Zusammensetzung aller verwendeten Puffer und die
Durchfilhrung  entsprach  der unter analytische Polyacrylamidgelelektrophorese
beschriebenen. Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Gel zunachst nachgewiesen
(mittels UV Shadowing (Abschnitt 111.2.2.4.2) im Falle unmarkierter DNA und mittels
Autoradiografie (Abschnitt 111.2.2.4.3) im Falle **P-markierter DNA) und anschlieRend aus
dem Gel extrahiert (Abschnitt 111.2.3.2).

l11.2.2.2.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Durchfihrung, die Pufferzusammensetzungen und die Laufbedingungen fiir native
Polyacrylamidgelelektrophoresen, sowohl analytischer als auch praparativer Art,
entsprachen bis auf folgende Abweichungen den unter Abschnitt [11.2.2.2.1 Denaturierende
Polyacrylamidgelelektrophorese beschriebenen Bedingungen. Die Gellésung wurde ohne
denaturierenden Harnstoff angesetzt und es wurde auf ein Erhitzen der Proben verzichtet.
Des Weiteren enthielt der verwendete 2x Probenpuffer fir native Polyacrylamidgele keinen
Harnstoff und die Elektrophorese wurde bei geringerer Spannung (200 - 300 V) und
elektrischer Stromstarke (20 mA) durchgefuhrt, um einen denaturierenden Einfluss héherer

Temperaturen durch einen hohen elektrischen Widerstand zu unterbinden.
111.2.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit Sammel- und Trenngel
wurde zur Analyse von Proteingemischen beziehungsweise zur Uberpriifung der Qualitat von
gereinigten FABP-Fusionsproteinen eingesetzt.

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden das Minigel-System von Biorad und 15 %ige Trenn-
und 5 %ige Sammelgele verwendet. Tabelle 111-9 zeigt einen Ansatz fir ein Minigel. Nach
dem GielRen des Trenngels zwischen die Glasplatten wurde die flissige Gelldsung mit
Isopropanol Uberschichtet, welches nach dem Erstarren des Trenngels entfernt wurde.

AnschlieRen wurde das Sammelgel gegossen.
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Die Proben wurden mit Probenpuffer flir SDS-Gele versehen und 5 min bei 95° C inkubiert.
Nach einer einminttigen Inkubation auf Eis wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte mit SDS-Laufpuffer. Im Bereich des Sammelgels wurde die
Elektrophorese bei 90 V durchgefihrt, nach dem Passieren der Grenze des Trenngels durch
die Bromphenolblaufront wurde die Spannung auf 150 V erhtht. Nach dem Gellauf erfolgte
der Nachweis der Proteine im Gel (Abschnitt 111.2.2.5).

Tabelle I11-9: Ansatz fur ein SDS-Minigel. Die Gele wurden jeweils mit 30 ml Trenngel und
5 ml Sammelgel hergestellt.

Komponente 30 ml Trenngel 5 ml Sammelgel
Volumen [ml] Volumen [ml]

Wasser 6,9 3,4

30 % Acylamid 15,0 0,83
1,5M Tris, pH 8,8 7,5 0,63
10 % SDS 0,3 0,05

10 % APS 0,3 0,05
TEMED 0,03 0,005

I11.2.2.4 Nachweis von DNA in Gelen

DNA wurde in Agarose- und Polyacrylamidgelen mittels Ethidiumbromidfarbung
nachgewiesen. Fur groRe Mengen an DNA wurde fur praparative Zwecke UV-Shadowing
angewandt. Der Nachweis von radioaktiv markierter DNA erfolgte entweder mittels Phospho-
Bildgebung oder fur préparative Aufreinigungen mittels Autoradiografie.

111.2.2.4.1 Ethidiumbromidfarbung

Zur Detektion von DNA in Agarose- und Polyacrylamidgelen wurde Ethidiumbromid
eingesetzt. Agarosegele wurden bereits bei der Herstellung der Gelldsung mit
Ethidiumbromid (0,04 pl / ml Gellésung) versehen. Analytische Polyacrylamidgele wurden fur
10 min in ethidiumbromidhaltigem TBE-Puffer (1 pg/ml) geschwenkt und kurz mit Wasser
gespult. Die Visualisierung erfolgte mittels eines Transilluminators bei einer
Anregungswellenlange von 306 nm. Die Auswertung wurde mit dem Programm Quantity One

durchgefinhrt.

[11.2.2.4.2 UV-Shadowing

GroRRere Mengen an Nukleinsduren wurden in Polyacrylamid- und Agarosegelen mittels UV-
Shadowing sichtbar gemacht. Da die Sensitivitat dieser Detektionsmethode sehr viel
geringer ist als die bei ethidiumbromidgefarbten Gelen, wurde UV-Shadowing nur fir

praparative Polyacrylamid- und Agarosegel-Aufreinigungen mit groRen Probenmengen
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eingesetzt. Die Kieselgelplatte 60 F254 (Merck) wurde im UV-Transilluminator mit Licht der
Wellenlange 254 nm bestrahlt, die als Schatten im Gel sichtbare DNA-Bande mit einem
Skalpell ausgeschnitten und anschlieRend weiter aufgereinigt (Abschnitte 111.2.3.1 und
11.2.3.2)

111.2.2.4.3 Autoradiografie

Mittels Autoradiografie werden radioaktiv markierte DNA-Proben innerhalb eines
Polyacrylamidgels indirekt detektiert. Die Autoradiografie wurde fir die Aufreinigung von
DNA aus Polyacrylamidgelen im praparativen Mal3stab verwendet, hier vor allem fur die
Aufreinigung von DNA-Einzelstrangen nach Einzelstranggenerierungen mit
Hexaethylenglykollinker (Abschnitt 111.1.2.2).

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in Folie eingeschlagen und zusammen mit dem
lichtempfindlichen Rontgenfilm in einer Filmkammer inkubiert. Je nach Aktivitat der DNA-
Proben wurden unterschiedlich lange Expositionszeiten von 10 min bis 6 h gewahlt, wobei
Proben mit sehr geringer Aktivitat iber Nacht bei -20 °C inkubiert wurden. Zur Entwicklung
wurde der Film fur zwei min im Entwicklungsbad inkubiert, kurz mit Wasser abgespdilt, und
anschliel3end fur zwei min in der Fixierlésung belassen.

AnschlieRend wurde mit einer Schere die durch die markierte DNA geschwarzte Bande des
Films ausgeschnitten und als Schablone auf das Gel gelegt. Als Orientierung fir eine
optimale Platzierung des Films dienten hierbei Phosphoreszenzmarker, welche vor der
Exposition auf dem Gel angebracht wurden und an diesen Stellen ebenfalls den Film
schwarzten. Die DNA-haltige Bande wurde mittels eines sterilen Skalpells ausgeschnitten
und aus dem Gel eluiert (Abschnitt 111.2.3.2).

[11.2.2.4.4 Phospho-Bildgebung

Radioaktiv markierte DNA-Proben in Polyacrylamidgelen wurden zu analytischen Zwecken
generell mittels der Phospho-Bildgebung detektiert. Die Polyacrylamidgele wurden nach der
Elektrophorese in Folie eingeschlagen und mit einem Phospho-Film fir mindestens 15 min
inkubiert. Der Film wurde mit einem Phospho-Film-Lesegerat eingelesen und mittels der

Software Image Quant ausgewertet.
I11.2.2.5 Nachweis von Proteinen in SDS-Gelen

Proteine in SDS-Gelen wurden mittels der Coomassie-Farbung nachgewiesen. Hierzu wurde
das Gel fur eine h in der Coomassie-Farbelosung fur SDS-Gele unter Schwenken (75 rpm)
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel mit der Entfarbel6sung fir SDS-Gele abgespiilt. Es

folgte eine mindestens vierstiindige Entfarbung des SDS-Gels in der Entfarbelésung unter
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Schwenken bei 75 rpm. Schwacher gefarbte Gele wurden unter Schwenken (75 rpm) Uber

Nacht in der Entfarbel6sung inkubiert.

[11.2.3 EXTRAKTION UND REINIGUNG VON DNA UND PROTEINEN
111.2.3.1 Elution aus Agarosegelen

Zur praparativen Aufreinigung von unmarkierter DNA aus Agarosegelen wurde die DNA-
Bande mittels UV-Shadowing (Abschnitt 111.2.2.4.2) sichtbar gemacht. Die Bande wurde mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und die DNA aus dem Gelstick laut
Herstellerangaben mit dem Kit NucleoSpin Extract Il (Macherey und Nagel) aufgereinigt. Die
Elution der gereinigten DNA erfolgte mit 50 pl Elutionspuffer NE von der Silika-Membran-
Saule.

[11.2.3.2 Elution aus Polyacrylamidgelen

Nach einer praparativen Aufreinigung mittels Polyacrylamidgelelektrophorese muss die DNA
aus dem Gel extrahiert werden. Hierzu wurde die Crush and Soak-Methode angewendet.
Nach dem Ausschneiden der Bande aus dem Gel wurde das Gelstuck zunachst zerkleinert
und mit 0,3 M Natriumacetat, pH 5,5 versetzt. Die DNA wurde fir 2 h bei 65 °C unter starkem
Schitteln bei 1400 rpm inkubiert, anschlie@end wurde die DNA-haltige Losung
abgenommen. Fir eine Erhdhung der Ausbeute wurde die Elution mit Natriumacetatlésung
fur 16 h bei 4 °C unter starkem Schitteln bei 1400 rpm weitergeftihrt. Die Eluate wurden
anschliel3end mittels Ethanolféallung (Abschnitt 111.2.3.7) weiter gereinigt.

111.2.3.3 Aufreinigung von DNA mittels Silika-Membran-Saule

Fur samtliche Aufreinigungen von doppel- und einzelstrangiger DNA nach enzymatischen
Reaktionen wurden S&ulchen mit Silika-Membranen eingesetzt. Es wurde das NucleoSpin
Extract II-Kit (Macherey und Nagel) verwendet, welches eine Aufreinigung bis zu einer
MinimalgréRe der DNA von 65 Basenpaaren erlaubt. Die Durchfihrung erfolgte laut
Herstellerangaben, wobei fir einzelstrAngige DNA der NTC-Puffer verwendet wurde. Die

Elution von der Silika-Membran erfolgte stets in einem Volumen von 50 pl Elutionspuffer NE.
[11.2.3.4 Aufreinigung mittels Silica-Harz-Partikeln

Diese Technik zur Entfernung von Proteinen nach enzymatischen Reaktionen wurde fur
DNA-Molekile mit einer GroRe kleiner als 65 Basenpaaren eingesetzt, welche fir die

Aufreinigung mit Silika-Membran-Saulen nicht geeignet sind. Die Partikel (StrataClean Resin,
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Stratagene) wurden laut Herstellerangaben verwendet, wobei die Extraktion jeweils dreimal

durchgefihrt wurde.
111.2.3.5 Ultrafiltration von DNA-Proben

Die Ultrafiltration wurde zur Reinigung von DNA-Molekilen von Pufferbestandteilen und
Nukleotiden nach der Aufreinigung mittels Silica-Harz-Partikeln eingesetzt. Die
Filtrationseinheiten Microcon YM-30 und YM-3 (Ausschlussgrenzen 30 kDa und 3 kDa,
Millipore) wurden laut Herstellerangaben verwendet, wobei vor der Elution dreimal mit 500 pl

Wasser oder NE-Puffer gewaschen wurde.
111.2.3.6 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist eine klassische Methode zur Trennung der DNA von
Proteinen oder Peptiden. Zunéchst wurde ein Aquivalenzvolumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (1:(1:1/24) zu einer DNA-haltigen Losung gegeben und 1
min mittels eines Vortexgerates stark geschiittelt. Es folgte eine einminitige Zentrifugation
bei Raumtemperatur und 13000 x g. Nach dem Abnehmen der wafirigen Phase fand eine
Wiederholung der Extraktion statt. AnschlieBend wurde die Losung mit einem
Aquivalenzvolumen Cloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) versetzt und nach 1 min
starken Schittelns mittels eines Vortexgerates fir 1 min bei Raumtemperatur und 13000 x g

zentrifugiert. Die wal3rige Phase wurde abgenommen und die Extraktion wiederholt.
[11.2.3.7 Ethanolféallung

Diese Methode wurde zur Aufreinigung und Aufkonzentrierung von DNA verwendet. Tabelle

I11-10 zeigt einen Reaktionsansatz fir eine Ethanolfallung.

Tabelle 111-10: Reaktionsansatz fur eine Ethanolfallung.

Komponente Ausgangskonzentration Endkonzentration
DNA variabel variabel
Natriumacetat, pH 5.5 3M 0,3M
Ethanol 100 % 70 %
Glycogen 20 mg/ml 15 pg/ml
H,O

Der Ansatz wurde fir 30 min bis 1 h bei -80 °C inkubiert und anschlielend bei 4 °C und
13000 x g zentrifugiert. Es folgte ein Waschen des Pellets mit 70 %igem Ethanol und eine
erneute Zentrifugation von fiinf min bei 4 °C und 13000 x g.
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Anstelle der Inkubation bei -80 °C kann stattdessen eine Inkubation bei -20 °C fur 16 h
eingesetzt werden. Nach dem Waschen und Trocknen des Pellets bei 65 °C fir 10 min
wurde das Pellet in Wasser aufgenommen und entweder fir 20 min bei 65 °C und 700 rpm
oder fiir 16 h bei 4 °C geldst.

111.2.3.8 Reinigung und Konzentrierung von Proteinproben

FABP-Fusionsproteine wurden zur Aufreinigung von Pufferbestandteilen oder zur
Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration behandelt. Die Filtrationseinheiten Amicon Ultra-4
(Millipore) wurden laut Herstellerangaben verwendet, wobei vor der Elution jeweils viermal

mit 1000 ul PBS-M-Puffer gewaschen wurde.

1.3 UBEREXPRESSION UND REINIGUNG VON FABP-FUSIONSPROTEINEN

Die Fusionsproteine Strep-Tag-l1I-FABP und FABP-Strep-Tag-ll wurden in E.coli-Zellen
Uberexprimiert und anschlieRend aufgereinigt. Jeder der Extraktions- und Reinigungsschritte

wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert.

[11.3.1 TRANSFORMATION

Fur die Transformation der superkompetenten Zellen (XL1-Blue, Stratagene) wurden jeweils
50 ng Plasmid-DNA (Vektor pHMFA-SII und Vektor pXSll) und 100 pl Zellen verwendet. Die
Durchfiihrung der Transformation erfolgte analog zu der im Abschnitt 111.1.4.2 beschriebenen.
Das Wachstum der Bakterienkolonien auf den LB-Agarplatten (Ampicillinkonzentration = 100
pg/ml) erfolgte fir 20 h bei 37°C.

111.3.2 ZELLANZUCHT IN FLUSSIGKULTUR

Einzeln gewachsene Bakterienkolonien wurden mittels einer Impfése von der LB-Agarplatte
aufgenommen und in 20 ml LB-Medium (Ampicillinkonzentration = 100 pg/ml) gegeben. Die
als Vorkultur bezeichnete Lésung wurde etwa 5 h bei 37°C bei 300 rpm geschuittelt, bis eine
Tribung der Losung erkennbar war.

Die Vorkultur wurde in 1 | LB-Medium (Ampicillinkonzentration = 100 pg/ml) Gberfihrt und fur
circa 16 h bei 37°C bei 300 rpm geschiuittelt, bis eine Tribung der Lésung erkennbar war. Die
Bakteriensuspension wurde bei 2800 x g und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Das Zellprazipitat
wurde in 100 ml LB-Medium resupendiert und zu 900 ml LB-Medium (Ampicillinkonzentration
=100 pg/ml) hinzugefugt.

Die Induktion der Proteinsynthese erfolgte mitels der Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1

mM). AnschlieRend wurde die Lésung fir etwa 4 h bei 37°C bei 300 rpm inkubiert, bis ein
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Absorbtionswert der Lésung von Agy = 0,6 erreicht worden war. Die Bakteriensuspension

wurde anschlief3end fir 15 min bei 4°C und 4000 x g zentrifugiert.

111.3.3 ZELLAUFSCHLUSS

Fir den Aufschluss der Bakterienzellen wurde das Zellprazipitat mit 50 ml Lyse-Puffer NP
mittels eines Ultrathorax-Gerates behandelt, bis eine vollstandige Resuspendierung erreicht
war. Anschlie3end wurde Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml) zugefigt, die Inkubation mit
dem Enzym erfolgte fir 30 min bei Raumtemperatur und unter Ruhren der Losung.

AnschlieRend erfolgte eine Ultraschallbehandlung der Losung: zehn mal 10 s bei jeweils 250
W, unterbrochen von jeweils einmindtigen Inkubationen bei 4°C. AnschlieRend wurde
Magnesiumchlorid (Endkonzentration = 0,02 M) zugegeben. Die Viskositat der Suspension
wurde durch die Zugabe von Benzoenase Nuklease (3 U/ml Bakterienkultur) verringert. Die
Inkubation mit dem Enzym erfolgte flr 20 min bei 4°C. AnschlieBend wurde die Losung bei
4°C und 10000 x g fir 30 min zentrifugiert. Der klare, proteinhaltige Uberstand wurde

abgenommen.

111.3.4 PROTEINAUFREINIGUNG

Die Aufreinigung der rekombinanten FABP-Fusionsproteine aus dem klaren Lysat nach dem
Zellaufschluss erfolgte mit Strep-Tactin-beschichteten magnetischen Partikeln (Qiagen). Fir
die Aufreinigung aus 5 ml klarem Uberstand wurden jeweils 1000 ul der 10 %igen
Partikelsuspension verwendet.

Zur Vorbereitung wurden 1000 pl der Partikelsuspension dreimal mit 1000 ul Waschpuffer
NPT gewaschen und in 200 pl Waschpuffer NPT aufgenommen. Das klare Lysat wurde mit
Tween 20 (Endkonzentration 0,05 %) versehen. Die Partikel wurden zu dem klaren Lysat
gegeben und eine h bei Raumtemperatur unter Schitteln (650 rpm) inkubiert. Nach der
Bindung der Proteine wurden die Partikel dreimal mit jeweils 1000 pl Waschpuffer NPT
gewaschen.

AnschlieBend wurden die gebundenen Proteine eluiert. Hierzu wurden die gewaschenen
Partikel mit 150 pl Elutionspuffer NPTB versehen und funf min bei Raumtemperatur unter
Intervallschiitteln (alle drei min 15 s bei 1400 rpm) inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und der Elutionsschritt dreimal wiederholt. AnschlieRend wurde eine
Ultrafiltration der Proteinproben durchgefiihrt (Abschnitt 111.2.3.8), um die Proteine

aufzukonzentrieren und um Tween 20 aus der Lésung zu entfernen.
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1.4 IN VITRO SELEKTIONEN

1. Selektionsrunde

Fir die jewells ersten Selektionsrunden der Strep-Tag-II- und Spiegel-Tag-SELEX wurden 3
nmol der DNA-Bibliothek K2 (IBA, Gdéttingen) verwendet. 90 pmol der Bibliothek wurden 5*-
radioaktiv markiert mit [y-P*]-ATP, mittels Silika-Membran-Séaulchen aufgereinigt und
anschlie3end mit der unmarkierten Bibliothek vereinigt. Die DNA (1 uM) wurde in 1 x PBS-M-
Puffer fur finf min auf 95°C erhitzt und anschlieend im Thermoschuttler aktiv in 30 min auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Es folgte die Zugabe von Tween 20 (Endkonzentration 0,05 %).
Die in PBS-Puffer geldosten Peptide (660 pmol, Endkonzentration 0,2 uM) wurden zu der
renaturierten Bibliothek gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

330 pl der Streptavidin-beschichteten Partikel (10 mg/ml Partikelsuspension, Dynabeads M-
280, Invitrogen) wurden dreimal mit 1000 pl PBS-T-Puffer gewaschen. Sie wurden mit PBS-
MT-Puffer auf eine Konzentration von 10 mg/ml eingestellt und zu den Aptamer-Peptid-
Komplexen zugefugt. Die Bindung des Komplexes an die Partikel erfolgte fir 30 min bei
Raumtemperatur und unter Intervallschitteln (alle drei min 1400 rpm fur 15 s). Der
Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und die magnetischen Partikel einmal mit
1000 pl PBS-MT-Puffer gewaschen.

Anschlieend wurden die gebundenen Aptamere in 150 pl Tag-PCR-Puffer fir 10 min unter
starkem Schutteln (1400 rpm) bei 95°C von den Partikeln eluiert. Der Elutionsschritt wurde
zweimal mit jeweils 150 ul Puffer wiederholt. Es folgte die Messung der Eluate und der auf
den Partikeln zuriickgebliebenen markierten DNA im Szintillationszahler.

Nach der Messung im Szintillationszahler wurden die Elutionsfraktionen vereinigt und die
Komponenten fir die anschlie@ende Amplifikation in der Polymerasekettenreaktion mit Tag-
Polymerase (Abschnitt 111.1.1.1) zugefiigt. Die erste PCR wurde in einem Gesamtvolumen
von 500 ul und mit acht Amplifikationsrunden durchgeftihrt. Anschlie@end wurden 10 % der
ersten PCR in einer zweiten PCR (V = 1000 pl, acht Amplifikationsrunden) vermehrt.
Innerhalb dieser PCR wurde eine interne radioaktive Markierung mit [a-P**]-dCTP eingefiihrt
(Abschnitt  111.1.3.2). 3 pl des doppelstrdngigen PCR-Produktes wurden mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. 997 pl PCR-Produkt wurden mittels Silika-
Membran-Saulchen aufgereinigt und anschlielRend mittels A-Exonuklease (Abschnitt 111.1.2.1)
verdaut. 3 ul des einzelstrangigen Produkts wurden mittels denaturierender
Gelelektrophorese analysiert. AnschlieRend erfolgte eine erneute Aufreinigung mittels Silika-
Membran-Saulchen und NTC-Puffer. Das einzelstrangige gereinigte Produkt wurde

anschliel3end in die zweite Selektionsrunde eingesetzt.
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Selektionsrunden 2 - 8

50 pmol der einzelstrangigen DNA wurden jeweils in die Selektionsrunde 2 eingesetzt. Das
Vorgehen beziglich der De- und Renaturierung und der eigentliche Selektionsvorgang
entsprach demjenigen innerhalb der ersten Selektionsrunde.

Die Elution erfolgte ab Runde 2 in zweimal 20 ul Tag-PCR-Puffer. Die erste PCR wurde
jeweils in 50 pl-Ansatzen und die darauffolgende PCR 2 in 600 pl-Ansatzen durchgefihrt.
Die Anzahl der Amplifikationszyklen wurde fir beide PCRs im Verlauf der in vitro Selektionen
von jeweils acht Zyklen auf funf Zyklen vor der letzten Selektionsrunde verringert.

Tabelle 11l-11 und Tabelle 11I-12 fassen die Daten bezlglich der Durchfihrung der Strep-Tag-
II- und Spiegel-Tag-SELEX zusammen. Im Falle der Strep-Tag-1I-SELEX wurde ab der
dritten Selektionsrunde eine Praselektion eingefihrt, im Falle der Spiegel-Tag-SELEX ab der
zweiten Selektionsrunde. Die Streptavidin-beschichteten Partikel wurden hierfir ebenfalls
zunachst dreimal mit 1000 yl PBS-MT-Puffer gewaschen und anschlieBend mit PBS-MT-
Puffer auf eine Konzentration von 10 mg/ml eingestellt. Die Inkubation der renaturierten
DNA-Bibliothek mit den Partikeln erfolgte fir 30 min bei Raumtemperatur und
Intervallschitteln (alle drei min 1400 rpm fir 15 s). Die Lésung wurde abgenommen und
anschlieend mit dem Peptid versehen.

MalRnahmen zur Erh6hung der Stringenz (Reduktion der Peptidmenge, Erhdhung der Anzahl
der Waschschritte) wurden getroffen, sobald ein Ansteigen des Bindungssignals erhalten
worden war. Eine schrittweise Reduktion der DNA-Konzentration zur Steigerung der

Stringenz wurde ab der zweiten Selektionsrunde in beiden in vitro Selektionen begonnen.

Tabelle 111-11: Strep-Tag-1I-SELEX. Die Tabelle zeigt die eingesetzten DNA- und D-Strep-
Tag-ll-Peptid-Mengen. Spalte sechs gibt das Verhdaltnis zwischen der DNA-Bibliothek und
D-Strep-Tag-ll-Peptid an. Spalte sieben und acht geben das Volumen der jeweils
eingesetzten Streptavidin-beschichteten Partikel (10 mg/ml) an.

runde ONADNA Tl S0l Step-  selelc  same  Waseh
[pmol] [uM] Tag-ll tion [pl] tion [ul]
1 3000 1 660 0,2 5:1 - 330 1 x 1000 pl
2 50 0,75 150 2,3 1:3 - 75 2 x 500 ul
3 30 0,3 30 0,3 1:1 15 15 3 x 500 pl
4 50 0,2 33,3 0,133 3:2 33 33 3 x 500 pl
5 50 0,1 12,5 0,025 4:1 20 20 3 x 500 pl
6 50 0,1 12,5 0,025 4:1 20 20 3 x 500 pl
7 50 0,1 6,25 0,012 8:1 20 20 3 x 500 pl
8 50 0,1 6,25 0,012 8:1 20 20 3 x 500 pl
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Tabelle 1l11-12: Spiegel-Tag-SELEX. Die Tabelle zeigt die eingesetzten DNA- und D-
Spiegel-Tag-Peptid-Mengen. Spalte sechs gibt das Verhéltnis zwischen der DNA-Bibliothek
und D-Spiegel-Tag-Peptid an. Spalte sieben und acht geben das Volumen der jeweils
eingesetzten Streptavidin-beschichteten Partikel (10 mg/ml) an.

runde ONA - DNA SRCDE SR cplegel  selec saec  Waseh
[pmol] [UM] Tag tion [ul] tion [ul]
1 3000 1 660 0,2 5:1 - 330 1 x 1000 pl
2 50 0,75 100 1,5 1:2 50 50 3 x 500 pl
3 50 0,5 50 0,5 1:1 25 25 2 x 500 pl
4 50 0,25 50 0,5 1:1 25 25 1 x 500 pl
5 50 0,2 25 0,1 2:1 25 25 3 x 500 pl
6 40 0,15 20 0,075 2:1 20 20 3 x 500 pl
7 50 0,1 16,6 0,033 3:1 20 20 3 x 500 pl
8 50 0,1 16,6 0,033 3:1 20 20 3 x 500 pl

Die angereicherten DNA-Bibliotheken der jeweils achten Runde der Strep-Tag-ll- und
Spiegel-Tag-SELEX wurden wie unter Abschnitt 111.1.4 beschrieben fir eine Analyse der in
den Bibliotheken enthaltenen Sequenzen in einen Vektor kloniert.

1.5 ANALYSE DER APTAMERE UND SPIEGELMERE

[11.5.1 BESTIMMUNG DER BINDUNGSAFFINITATEN VON APTAMER-KLONEN

Nach der Auswertung der der Primarstrukturdaten wurden Bindungstests durchgefiihrt, um
die Bindungsaffinitaten der einzelnen Aptamer-Klone zu bestimmen. Hierzu wurde fur jeden
Klon zunéchst eine PCR mit Phusion-Polymerase (Abschnitt I11.1.1.2) in einem Volumen von
300 pl durchgefihrt. Bei dieser PCR wurde als Matrizen-DNA das Plamid aus der Klonierung
und [a-P*]-dCTP zur internen radioaktiven Markierung verwendet. Als Reverse Primer
wurde ein modifizierter Reverse-Primer mit Hexaethylenglykollinker verendet, um
unterschiedlich lange DNA-Strange zu erzeugen (Abschnitt 111.1.2.2). AnschlieRend wurde
eine Polyacrylamidgelelektrophorese (12 % Acrylamidkonzentration) unter denaturierenden
Bedingungen durchgefihrt, um den Aptamerstrang abzutrennen (Abschnitt 111.2.2.2.1).
Hierbei wurde gleichzeitig eine Aufreinigung des Aptamerstranges von linear amplifiziertem
Plasmid erreicht. Nach der Elution aus dem Gel wurden die einzelstrangigen Aptamere
mittels Ethanolfallung (Abschnitt 111.2.3.7) prazipitiert und in die Bindungstests mit

magnetischen Partikeln eingesetzt.
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111.5.2 BINDUNGSTEST MIT MAGNETISCHEN PARTIKELN

Fir Bindungstests mit magnetischen Partikeln (Streptavidin-beschichtete Partikel Dynabeads
M-280, Invitrogen) wurden Aptamere oder Spiegelmere zundchst am 5-Ende radioaktiv
markiert (Abschnitt 111.1.3.1) und anschlie3end mittels Silika-Membran-Saulchen gereinigt
(Abschnitt 111.2.3.3). Verkiurzte Aptamere mit einer Lange kleiner 65 Nukleotide wurden
stattdessen zunachst mittels Silika-Harz-Kuigelchen (Abschnitt 111.2.3.4) und anschliel3ender
Ultrafiltration (Abschnitt 111.2.3.5) gereinigt.

Die Bindungstests erfolgten stets mindestens als Doppelbestimmungen, in einzelnen Fallen
auch als Dreifach- oder Vierfachbestimmungen. Zunachst wurde das Aptamer oder
Spiegelmer in PBS-M-Puffer fiunf min bei 95°C denaturiert (n = 5 pmol; ¢ = 0,1 uM) und
anschlieend in 30 min in einem Thermoschittler aktiv auf Raumtemperatur gekihlt. Die
Probe wurde nach der Renaturierung mit Tween 20 (Endkonzentration 0,05 %) versehen.
Die Bindung an das Peptid erfolgte flr 30 min bei Raumtemperatur.

AnschlieRend wurden die Streptavidin-beschichteten Partikel zugegeben, wobei die Menge
an verwendeten magnetischen Partikeln an die eingesetzte Menge Peptid angepasst wurde.
Pro pmol Peptid wurden mindestens 0,5 pl der Partikelsuspension (10 mg/ml) verwendet,
wobei Mindestvolumina von 10 ul eingesetzt wurden. Die Streptavidin-beschichteten Partikel
wurden zunéchst dreimal mit 1000 pl PBS-MT-Puffer gewaschen und anschlieRend mit PBS-
MT-Puffer auf eine Konzentration von 10 mg/ml eingestellt.

Die Bindung des Aptamer/Spiegelmer-Peptid-Komplexes an die Partikel erfolgte in 30 min
bei Raumtemperatur mit Intervallschitteln (alle 3 min 1400 rpm fur 15 s). Die Partikel wurden
anschlielend dreimal mit jeweils 500 ul PBS-MT-Puffer gewaschen. Mit dem letzten
Waschschritt wurden die Partikel in ein neues Eppendorf-Gefal Uberfuhrt. Anschliel3end

erfolgte die Messung der Radioaktivitéat im Szintillationszahler.

111.5.3 BINDUNGSTESTS MIT NITROCELLULOSEFILTERN

Fur die Bindungstests von Spiegelmer ST-146 mit FABP-Fusionsproteinen wurden
Filterbindungstests mit Nitrocellulosefiltern (HAWP, 0,45 pum, 25 mm Durchmesser, Millipore)
verwendet. Hierbei wurden stets mindestens Doppelbestimmungen durchgefihrt, in einigen
Fallen auch Drei- oder Vierfachbestimmungen.

Zunachst wurde das Spiegelmer ST-146 (n =5 pmol, ¢ = 0,1 pM) mit PBS-M-Puffer finf min
bei 95°C denaturiert und anschlieBend in 30 min im Thermoschittler aktiv auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Fir Filterbindungstests wurde kein Tween 20 eingesetzt. Nach
der Zugabe des Proteins erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fur 30 min.
AnschlieBend wurden alle Proben mit PBS-M-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 200 ul

eingestellt.
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Die Nitrocellulosefilter wurden mit einer Pinzette auf die Vakuum-Absaugvorrichtung fir Filter
gegeben und mit dem Bindungspuffer PBS-M equilibriert. Hierzu wurden 800 pl Puffer PBS-
M auf die Filter gegeben und fur 1 min inkubiert, danach folgte das Absaugen des Puffers.
Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt.

Die Proben wurden anschlieBend auf die Filter gegeben, wobei auf eine gleichmaRige
Verteilung geachtet wurde. Es folgte eine zweiminitige Inkubation der Bindungsanséatze auf
den Filtern. Nach dem Absaugen des Puffers wurden die Filter dreimal mit jeweils 750 pl
Puffer PBS-M gespllt, wobei eine einminitige Inkubation der Losung auf den Filtern
wahrend der ersten beiden Waschschritte durchgefiihrt wurde. Nach dem letzten Absaugen
der Losung wurden die Filter fir 2 min abgesaugt.

Es schloss sich die Messung der markierten, auf dem Filter gebundenden DNA im
Szintillationszéahler an. Hierfiir wurden die Filter mittels einer Pinzette in Eppendorf-Gefalie

transferiert.

111.5.4 BESTIMMUNG VON DISSOZIATIONKONSTANTEN Ky

Die Berechnung der apparenten Dissoziationskonstanten innerhalb dieser Arbeit erfolgte
analog zu Jhaveri et al. (195). Apparente Dissoziationskonstanten werden innerhalb der
Arbeit als Dissoziationskonstanten K4 bezeichnet.
Die Bestimmung der Dissoziationskonstante Ky von Aptameren und Spiegelmeren gegen
Peptide erfolgte mittels des Bindungstests mit magnetischen Partikeln (Abschnitt 111.5.2). Im
Falle der Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstante von Spiegelmeren gegen
FABP-Fusionsproteine wurden Bindungstests mit Nitrocellulosefiltern (Abschnitt 111.5.3)
eingesetzt. Aptamere und Spiegelmere wurden bei konstanten Konzentrationen von 50 nM
oder 100 nM mit steigenden Konzentrationen (0 - 1,5 pM) Peptid oder Protein (0 - 3 uM)
inkubiert und wie in den Abschnitten I11.5.2 und III.5.3 beschrieben behandelt. Die
Bestimmung des apparenten Kg-Wertes wird hier ermdglicht, indem der Parameter
(Konzentration des Peptides oder des Proteins) variiert wird, der nicht zugleich
Messparameter ist.
Fur die Berechnung der Bindungskonstante wurde die Gleichung

A+B 2AB
zugrunde gelegt. Die in dieser Gleichung beschriebene Reaktion der Edukte A und B zu
einem Produkt AB lauft solange ab, bis sich ein Gleichgewicht zwischen Hin- und
Ruckreaktion eingestellt hat. Dies entspricht einem Gleichgewicht zwischen der Assoziation
und Dissoziation des Komplexes aus Aptamer (A) und Peptid (B), beziehungsweise
Spiegelmer (A) und Peptid (B) oder Fusionsprotein (B). Die Geschwindigkeitskonstante der
Assoziation Kk, beschreibt die Geschwindigkeit der Komplexbildung und die

Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation k; die Geschwindigkeit des Zerfalls des
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Komplexes. Aus dem Verhdltnis der Konstanten k, und kg ergeben sich im

Gleichgewichtszustand die Werte fiir die Assoziationskonstante K,
- _ [AB] /

und die Dissoziationskonstante Kg4

Ka=kal ko= BN

Die Einheit der Assoziationskonstante ist I/mol, die der Dissoziationkonstanten mol/l. Fir die
fur Angaben von Bindungsstarken verwendete Dissoziationskonstante gilt, dass ein kleinerer
Wert eine starkere Bindung verdeutlicht. Fir die Berechnung der Dissoziationskonstante
wurde das Verhaltnis zwischen gebundener DNA/totaler DNA (y-Achse, Einheit [%]) gegen
die Konzentration des Peptides oder Proteins (x-Achse) in einem Diagramm aufgetragen und
mit dem Program SigmaPlot analysiert. Die Daten wurden mit einer nicht-linearen
Regression angepasst. Hierfur wurde ein 1:1-Bindungsprozess nach Langmuir-Hill (ein
Aptamer bindet ein Peptid oder ein Spiegelmer bindet an ein FABP-Fusionsprotein)
angenommen. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass die absolute Menge A (Aiwtal)
entweder frei oder im Komplex gebunden vorliegt. Fir einen groBen Uberschuss von [B]
Uber [A] kann die absolute Menge B (Biqa) als [B] entsprechend angenommen werden.

1.6 KRISTALLISATION

111.6.1 KRISTALLISATION DER LNA-DUPLEX

Zur Vorbereitung des Kristallisation-Testverfahrens wurden die beiden LNA-Strange (LNA 1
und LNA 2, 0,1 uM) zunachst in Wasser hybridisiert. Hierfir erfolgte ein Erhitzen der Lésung
fur funf min auf 95°C. Die Probe wurde anschlie3end innerhalb von 4 h auf Raumtemperatur
abgekihlt. Nach der Hybridisierung wurde die Konzentration der Ldsung durch
Rotationsverdampfung auf 0,5 mM eingestellt.

FiUr das Testverfahren der Kristallisationsbedingungen wurden zwei Kits (Nucleic Acid Mini
Screen Kit HR2-118 und Natrix Formulation Kit HR2-116, beide Hampton Research) gemaf
der Angaben des Herstellers benutzt. Die 48 Kristallisationsbedingungen mit dem Natrix
Formulation Kit wurden mit sitzenden Tropfen aus 1 pl 0,5 mM LNA-Helix und 1 pl
Kristallisationspuffer gegen 80 pl Kristallisationspuffer als Reservoirldsung getestet. Das
Kristallwachstum fand in 96-well-CrystalQuick-Platten (Greiner Bio-One) statt. Die
Kristallisationsplatten wurden mit einer Kunststofffolie luftdicht verschlossen.

Die 24 Kiristallisationsbedingungen des Nucleic Acid Mini Screen Kit wurden mit hangenden

Tropfen aus 1 pl 0,5 mM LNA-Helix und 1 pl Kristallisationspuffer gegen 1 ml MPD (2-Methyl-
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2,4-Pentanediol, 35 %) als Reservoirlésung getestet. Das Kristallwachstum fand in 24-well-
Linbro-Platten (ICN Biochemicals Inc.) statt. Die Deckglaschen wurden mit Silikonfett auf den
Kristallisationsplatten luftdicht abgeschlossen.

Das Kristallwachstum erfolgte fur 72 h bei 21°C. Nachdem erste Kristalle erhalten worden
waren, wurden verschiedene MPD-Konzentrationen (33 - 41 %) als Reservoirlésung zur
Optimierung getestet.

[11.6.2 KRISTALLISATION VON ST-146-A

Zur Vorbereitung der Kristallisation des ST-146-A wurde das Aptamer in PBS-M-Puffer (0,1
mM) zunéchst fur funf min auf 95°C erhitzt und anschlieRend innerhalb von 30 min im
Thermoschuttler aktiv auf Raumtemperatur abgekuhlt. Es folgte die Zugabe von Tween 20
(Endkonzentration 0,05 %). AnschlieRend erfolgte eine Aufkonzentrierung der Lésung durch
Rotationsverdampfung auf eine Endkonzentration von 0,25 - 0,3 mM.

Die Testverfahren zur Kristallisation wurden wie in Abschnitt [11.6.1 beschrieben
durchgefiuhrt. Es wurden jeweils 0,5 pl der DNA-L&sung und 0,5 pl des Kristallisationspuffers

verwendet. Die Kristalle wuchsen fur 10 -20 Tage bei 21°C.

[11.6.3 DATENAKQUISITION UND -PROZESSIERUNG

Fir die Datenakquisition wurden die Kiristalle mittels einer Impfose aus der
Kristallisationslosung entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Vermessung der Kristalle wurde am Sinchrotron ELETTRA (Triest, Italien) durchgefiihrt. Die
Aufnahme der Daten erfolgte bei einer Temperatur von 100 K. Es wurde die
Rotationsmethode verwendet, bei der der Kristall wahrend der Messung um den
Oszillationswinkel Ag gedreht wird. Die Kristalle wurden bei einer Wellenlange von 1,0 A
vermessen. Es wurde ein hochaufgeldster Datensatz (80 - 1,9 A) und ein niedrigaufgeloster
Datensatz (80 - 2,7 A) erfasst.

Die Daten wurden mittels des Programmes Denzo prozessiert, eine Skalierung der
prozessierten Daten mit dem Program Scalepack erfolgte im Anschluss. Beide Programme
sind Bestandteile der HKL-2000 Suite (196).
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IV. ERGEBNISSE

IV.1 SPIEGELMERE GEGEN AFFINITATS-TAGS

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Spiegelmere gegen Affinitatspeptide selektiert. Zunachst
wurde ein affines und spezifisches Spiegelmer gegen das Strep-Tag-ll-Affinitatspeptid
generiert (Abschnitt 1V.1.7) und anschlieBend die Bindung eines Strep-Tag-Il-
Fusionsproteins durch dieses Spiegelmer ST-146 gezeigt (Abschnitt 1V.1.7.8). AulRerdem
wurde ein Spiegelmer gegen ein neues Affinitatspeptid, den Spiegel-Tag, entwickelt
(Abschnitt IV.1.8). Zur Generierung der Spiegelmere gegen Affinitats-Tags wurden zunéchst
in vitro Selektionen gegen die gespiegelten Formen der Zielpeptide durchgefihrt.

IV.1.1 DIE DNA-STARTBIBLIOTHEK

Die in vitro Selektionen innerhalb dieser Arbeit wurden mit einer DNA-Bibliothek durchgefiihrt
(Abbildung 1V-1), da DNA-Aptamere gegeniber RNA-Aptameren einige Vorteile bieten.
Hierzu gehort die erhdhte Stabilitat der Aptamere und die vergleichsweise kostengiinstigere
Herstellung, zudem kann der eigentliche Selektionsprozess schneller und einfacher

durchgefuhrt werden.

5-|[GGGAATTCGAGCTCGGTACC| 60 Nukleotide [CTGCAGGCATGCAAGCTTGGH - 3'

Forward Zufallsbereich Bindungsstelle flir den
Primer K2 A, T,GoderC Reverse Primer K2

Abbildung IV-1: Die fur in vitro Selektionen verwendete DNA-Bibliothek K2. Die
Gesamtlange der Ausgangsbibliothek betrug 100 Nukleotide. Zwei konservierte Sequenzen
von jeweils 20 Nukleotiden Lange, der Forward Primer K2 und die Bindungsstelle fur den
Reverse Primer K2, flankieren einen 60 Nukleotide groRen Bereich mit einer
zufallsgenerierten Sequenz aus A, T, G oder C.

Der Zufallsbereich der verwendeten K2 DNA-Bibliothek wurde von der IBA GmbH
(Géttingen) mit dem Syntheseprogram ,Basenwobble‘ synthetisiert. Hierbei wird eine speziell
zusammengesetzte Losung der vier Nukleotide verwendet (Mischungsverhéltnis dA : dG : dC
:dT =3:25: 25 : 2), die unter Berticksichtung der unterschiedlichen Reaktivitdten der
einzelnen Phosphoramidite zu einem gleich verteilten Einbau aller vier Nukleotide fthrt.

Die Anzahl der Nukleotide innerhalb des Zufallsbereiches der Bibliothek K2 betrug 60, womit
theoretisch 4%° beziehungsweise 1,33 x 10% verschiedene Molekiile in dieser Bibliothek
vorhanden sein sollten. Dies ergibt nach Einbeziehung der Avogadro-Konstante (6,022 x 10?®
Teilchen / mol) eine Stoffmenge von 2,21 x 10'* mol. Bei einer Syntheseausbeute von circa
80 nmol ist die tats&chliche Diversitdt der DNA-Bibliothek jedoch weit unter diesem Wert, mit

4,82 x 10 verschiedenen Molekiilen, anzugegeben. Fiir die jeweils ersten Runden der in
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vitro Selektionen wurden 3 nmol der Bibliothek eingesetzt, die Diversitét dieser Bibliothek in

der jeweiligen Selektionsrunde betrug dementsprechend 1,82 x 10" verschiedene Molekiile.

IV.1.2 ERSTELLUNG DES PEPTIDES SPIEGEL-TAG

Neben dem Spiegelmer gegen den Strep-Tag-1l sollte ein komplett neues Affinitatssystem
aus Affinitatspeptid und Spiegelmer entwickelt werden. Das neue Affinitatspeptid wurde
daher Spiegel-Tag genannt. Die Sequenz des Spiegel-Tags wurde in silico erstellt. Sie sollte
hierbei zwei Anspruchen gerecht werden. Erstens sollte die Sequenz die Generierung eines
Aptamers gegen diese Peptidsequenz ermdglichen und zweitens sollte die Sequenz so
konzipiert sein, dass sie spater als Affinitatspeptid zur Detektion und Affinitditschromatografie
eines fusionierten Proteins geeignet ist.

Die Lange des Spiegel-Tags wurde auf 12 Aminosauren festgelegt. Diese kénnen durch 36
Nukleotide kodiert werden und somit auch Uber einen Primer innerhalb einer
Polymerasekettenreaktion in ein Konstrukt fir ein rekombinantes Protein eingefiihrt werden.
Weiterhin sollte bereits eine Peptidylschnittstelle innerhalb der Sequenz vorhanden sein, um
eine Entfernung des Spiegel-Tags von fusionierten Proteinen zu erleichtern. Hier wurde die
Endopeptidase Faktor Xa ausgewahlt. Faktor Xa schneidet von der Aminosduresequenz
I-E-G-R die Peptidylbindung C-terminal nach dem Argininrest. Die vier C-terminalen
Aminosauren waren somit bereits festgelegt.

Die acht verbleibenden N-terminalen Aminosauren des Spiegel-Tags wurden hinsichtlich
ihrer Hydrophobizitat, ihres isoelektrischen Punktes und ihrer Lslichkeit ausgewahlt. Sie
sollten wenig hydrophob sein und einen isoeletrischen Punkt im basischen pH-Bereich
besitzen, um die Generierung eines Aptamers zu erleichtern. Des Weiteren sollten sie eine
hohe Loslichkeit besitzen, um die Ldoslichkeit eines fusionierten Proteins nicht
herabzusetzen. Es wurden die acht Aminosauren Arginin, Lysin, Glutamin, Histidin, Serin,
Asparagin, Glycin und Threonin augewahlt. Diese bilden eine Symbiose der gewiinschten
Eigenschaften.

Keine der Aminosauren sollte mehrfach vorkommen und die Verteilung der Aminosauren
sollte zuféllig sein. Daher wurde ein Monte-Carlo-Experiment mit den acht Aminoséuren
durchgefuhrt. Die N-terminalen Aminosauren des Spiegel-Tags wurden so auf die Sequenz
GSHKRNQT festgelegt. Die C-terminale Verknipfung der Sequenz der Faktor Xa-
Schnittstelle erbrachte die finale Sequenz GSHKRNQTIEGR des Spiegel-Tags.

IV.1.3 VALIDIERUNG DER PEPTID-ZIELMOLEKULE FUR DIE IN VITRO SELEKTIONEN

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Generierung von Spiegelmeren gegen AffinitatsTags,

welche fir die Detektion und Aufreinigung von rekombinanten Fusionsproteinen eingesetzt
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werden. Hierzu wurden zwei verschiedene Affinitatspeptide mit den in Tabelle V-1
angegebenen Eigenschaften ausgewahlt. Neben dem Spiegel-Tag wurde der Strep-Tag-ll
als Peptidzielmolekdil fur die in vitro Selektionen gewabhilt.

Tabelle 1V-1: Ausgewadahlte Eigenschaften der zwei Peptid-Zielmolekile fur die in vitro
Selektionen gegen Affinitats-Tags.

Strep-Tag-Il Spiegel-Tag
Lange [Aminosauren] 8 12
Sequenz WSHPQFEK GSHKRNQTIEGR
Molekulargewicht 1058,16 13825
[g/mol]
Isoelektrischer Punkt 7,6 11,3

Fur die Generierung von Spiegelmeren muss zunachst eine in vitro Selektion von Aptameren
gegen das gespiegelte Zielmolekil, im Falle von Peptiden gegen die nicht-natirlich
auftretende D-Form, durchgefihrt werden. Die zwei ausgewdahlten Peptide wurden daher
jeweils in ihrer D-Form synthetisiert (IBA GmbH, Goéttingen) und spéater fur die in vitro
Selektionen eingesetzt. Die Integritdt und Reinheit der Zielmolekiille wurde mittels MALDI
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight) - und HPLC-Messungen

bestimmt.

IV.1.4 IMMOBILISIERUNG DER PEPTID-ZIELMOLEKULE

Die Peptidzielmolekiile fur die in vitro Selektionen wurden mittels der Streptavidin-Biotin-
Interaktion immobilisiert. Die beiden Peptide Strep-Tag-ll und Spiegel-Tag wurden daher in
C-terminal biotinylierter Form bezogen. Als Immobilisierungsmatrix wurden magnetische
Partikel verwendet, welche mit einer Schicht aus Streptavidin tiberzogen sind. Die Beladung
der Partikel mit biotinyliertem Peptid wurde fiir beide Peptide mittels HPLC-Messungen
bestimmt. Hierzu wurden verschiedene Mengen Peptid unter Standardbedingungen der in
vitro Selektionsrunden an die Partikel immobilisiert. AnschlieRend wurde die Menge an nicht
immobilisiertem Peptid im Uberstand der Kopplung mittels HPLC vermessen. Tabelle 1V-2

gibt die Beladung der Streptavidin-beschichteten Partikel fir beide Peptide an.

Tabelle IV-2: Beladung der Streptavidin-Partikel mit Strep-
Tag-lI-Peptid und Spiegel-Tag-Peptid

Beladung [Hgpeptia/MPpartikel]

Strep-Tag-Il-Peptid 1,28
Spiegel-Tag-Peptid 0,85
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Die durchschnittliche Beladung der Partikel entsprach somit 9,6 pmol/pl (Strep-Tag-1l-Peptid)
und 4,9 pmol/ul (Spiegel-Tag-Pepid) bei einer Partikelsuspension mit 10 pgparikel/ |-

IV.1.5 SEPARATIONSSTRATEGIE DER IN VITRO SELEKTIONEN

Einer der kritischsten Schritte einer in vitro Selektion von Nukleinsauren ist die Trennung
bindender Spezies von ungebundenen Molekulen. In der vorliegenden Arbeit wurden in vitro
Selektionen mit partikelbasierenden Separationsschritten durchgefihrt. Die verwendeten
Partikel besitzen einen magnetischen Kern, welcher die Abtrennung bindender Molekile
durch Anlegen eines magnetischen Feldes erleichtert.

In ersten Selektionsversuchen wurden die biotinylierten Peptide zundchst an die
magnetischen Partikel immobilisiert und anschlieBend mit der DNA-Bibliothek inkubiert.
Jedoch konnte nach mehreren Selektionen mit dieser Separationstechnik kein signifikanter
Anstieg der Bindung von Aptameren an das Strep-Tag-II- beziehungsweise das Spiegel-Tag-
Peptid erreicht werden. Nach einer Umstellung der Separationsmethode (Abbildung 1V-2)
konnten jedoch affine und spezifische Aptamere angereichert werden.

_ I K2 Bibliothek
5'-[GGGAATTCGAGCTCGGTACC] (A,T.GloderC)m [CTGCAGGCATGCAAGCTIGGD - 3’

Selektionen mit Komplexbildung
aus Aptamer und Peptid frei in Losung
und anschlieBender Immobilisierung
des Komplexes

Bindung der Aptamere an das Bindung der Aptamere an das
Strep-Tag-11-Peptid frei in Losung Spiegel-Tag-Peptid frei in Lésung

O ¢

Immobilisierung des Aptamer-Peptid-
Komplexes an magnetische Partikel

Abbildung 1V-2: Immobilisierungs- und Separationsmethode fir die DNA-in vitro
Selektionen. In den Selektionen wurden die Zielpeptide zunachst frei in Lésung mit der
DNA-Bibliothek inkubiert. Der Komplex aus Aptameren und Peptiden wurde anschlielend
mittels magnetischer Partikel aus der Losung entfernt und weiter bearbeitet.
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Innerhalb der Selektionen wurden die biotinylierten Peptide zunéchst frei in Lésung mit der
DNA-Bibliothek inkubiert. AnschlieRend wurde der Komplex aus Aptameren und Peptiden an
Streptavidin-beschichtete magnetische Partikel immobilisiert. Diese Selektionsmethode
bietet sich vor allem fur kleine Zielmolekille, wie etwa Peptide, an.

Die Streptavidin-beschichteten Partikel wurden mindestens im 2,5-fachen Uberschuss der in
Tabelle IV-2 angegebenen Peptid-Beladung eingesetzt, um eine vollstandige Bindung der
Peptide durch die Partikel zu gewahrleisten. Durch HPLC-Messungen war vorher
sichergestellt worden, dass bei diesem Uberschuss das eingesetzte Peptid komplett aus
dem Uberstand entfernt wird.

Die hier beschriebene Immobilisierungs- und Separationsmethode wurde analog auch fir die
Bindungstests der Aptamere und Spiegelmere mit magnetischen Partikeln angewendet. An

Stelle der DNA-Bibliothek wurde jeweils das Aptamer oder Spiegelmer eingesetzt.

IV.1.6 VERARBEITUNG BINDENDER MOLEKULE WAHREND DER SELEKTIONSRUNDEN

Nach dem jeweiligen Selektionsschritt wurden bindende Molekile innerhalb der in vitro
Selektionsrunden vermehrt und fir die nachste Runde der Selektion vorbereitet. Die
Verarbeitung der Molekille zwischen den eigentlichen Selektionsschritten wurde zunéchst
optimiert und anschlieBend stets nach diesem Protokoll durchgefiihrt. Das Vorgehen wurde
hierbei so eingestellt, dass die Selektionsrunden sowohl in kurzer Zeit, als auch mit
maximaler Uberwachung der Reaktionsparameter durchgefiihrt werden konnten.

Zunéchst wurde der Komplex aus Aptameren und Peptiden zur Abtrennung der Nukleinséure
von den magnetischen Partikeln mittels Hitze denaturiert. Die Denatuierung wurde hierbei
direkt in jenem Puffer vollzogen, der fir die anschlielende Polymerasekettenreaktion
verwendet wurde.

Die Vermehrung bindender DNA-Molekile erfolgte Uber eine Unterteilung der
Polymerasekettenreaktion in einen Zweistufenprozess. Zunachst wurde das gesamte Eluat
der jeweiligen Selektionsrunde in einem kleinen Ansatz vermehrt, daraufhin folgte eine
zweite Vermehrung mit zehn Prozent des ersten PCR-Ansatzes. Durch die Unterteilung der
Polymerasekettenreaktion wird hierbei die Akkumulation unspezifischer Sequenzen, welche
hinsichtlich ihrer GréRe von dem gewilnschten Produkt abweichen, verringert. Die
voranschreitende Anreicherung von bindenden Molekilen in den Selektionsrunden geht mit
einer Ansammlung an hochstrukturierten Molekllen einher, welche sich oft dadurch
auszeichnen, dass sie sich schlecht amplifizieren lassen. Eine zweistufige
Polymerasekettenreaktion bietet hierbei den Vorteil, dass der Amplifikationschritt leichter
Uberwacht und modifiziert werden kann, indem beispielsweise die Zyklenzahl angepasst

werden kann.
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An die Vermehrung der Molekile schloss sich eine Verarbeitung der doppelstrangigen DNA
mittels des A-Exonuklease-Systems an. In der vorangegangenen Polymerasekettenreaktion
wurde ein phosphorylierter Reverse Primer benutzt, wodurch der Matrizenstrang des
Doppelstranges phosphoryliert vorlag. Beim Umsatz der doppelstrangigen DNA mit dem
Enzym A-Exonuklease wurde spezifisch der phosphorylierte Matrizenstrang abgebaut. Der
Aptamerstrang wurde danach gereinigt und in die nachste Selektionsrunde eingesetzt.

IV.1.7 SPIEGELMERE GEGEN DAS STREP-TAG-II-AFFINITATSPEPTID
IV.1.7.1 Strep-Tag-lI-SELEX

Fur die Selektion von Aptameren gegen das gespiegelte Strep-Tag-ll-Peptid wurde das
Puffersystem PBS (Phosphate Buffered Saline) verwendet, ein Phosphatpuffer-System mit
Natriumchlorid, Kaliumchlorid und einem physiologischen pH-Wert von 7,4. Zusatzlich wurde
Magnesiumchlorid eingesetzt, da dieses die Bindung von Aptameren unterstiitzen kann.
Ebenfalls zugesetzt wurde Tween 20, ein Detergenz, welches die Handhabung von
magnetischen Partikeln als Selektionsmatrix erleichtert.

Fir die erste Runde der in vitro-Selektion wurden 3 nmol der K2-Bibliothek eingesetzt. Zur
Quantifizierung der Nukleinsdure wurden drei Prozent der Bibliothek am 5'-Ende radioaktiv
markiert. In den folgenden Selektionsrunden erfolgte die radioaktive Quantifizierung der
Bindung mittels des Einbaus von markiertem dCTP wéahrend der Polymerasekettenreaktion.
Die Separierung bindender DNA-Molekile erfolgte wie in Abschnitt 1V.1.5 beschrieben.
Zunachst wurde die Bindung der DNA-Bibliothek an das Strep-Tag-lI-Peptid frei in Lésung
durchgefiihrt, anschlie@end wurde der Aptamer-Peptid-Komplex mittels magnetischer

Streptavidin-Partikel aus der Lésung separiert.

Tabelle 1V-3: Stringenzerhdhung wéahrend der Strep-Tag-II-SELEX. Sowohl die
Konzentration der DNA-Bibliothek, als auch die des Peptides wurde verringert. Das jeweils
eingesetzte Verhdltnis zwischen DNA und Zielmolekul wurde ab Runde drei schrittweise
vergroRert, ebenfalls um die Stringenz der Selektion zu erhdéhen.

Runde der in c(DNA) c(D-Strep-Tag-Il) Verhaltnis
vitro Selektion [nM] [nM] DNA : Strep-Tag-ll
1 1000 200 5:1
2 750 2300 1:3
3 300 300 1:1
4 200 133 3:2
5 100 25 4:1
6 100 25 4:1
7 100 12,5 8:1
8 100 12,5 8:1
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Da bereits ab der dritten Selektionsrunde der in vitro Selektion ein starkes Ansteigen der
Bindung an das Strep-Tag-ll-Peptid zu beobachten war, wurden ab der dritten
Selektionsrunde verschiedene Methoden zur Erh6hung der Stringenz angewendet (Tabelle
IV-3).

Die DNA-Konzentration wurde bereits ab Runde eins schrittweise verringert, ab Runde finf
wurde fur die folgenden Runden eine Konzentration von 0,1 pM verwendet. Die
Konzentration an Peptid wurde ebenfalls stark verringert, in Runde funf und sechs wurden
0,025 pM eingesetzt, in den folgenden Runden 0,0125 pM. Das Verhaltnis zwischen DNA
und Peptid wurde schrittweise vergrof3ert, nach dem ersten Ansteigen der Bindung in der
dritten Runde (Abbildung IV-3) wurde die DNA ab Runde vier im Uberschuss zugegeben, um
eine Konkurrenz der Molekile um das Zielmolekil zu verstarken. Ab Runde drei wurde die

Anzahl der Waschschritte auf drei erhoht.

3 -
l .
[ Matrix
I D-Strep-Tag-ll
0 f =
3 4 5 6 7 8

Runde der in vitro Selektion

Bindung [%)]
N

Abbildung 1V-3: Anreicherung Strep-Tag-Ill-spezifischer DNA-Aptamere in der Strep-
Tag-1I-SELEX. Dargestellt ist die Bindung der DNA-Bibliotheken der einzelnen in vitro
Selektionsrunden an das Zielmolekul Strep-Tag-Il (dunkelblau) und der ab der dritten
Selektionsrunde eingesetzten Praselektion gegen Streptavidin-beschichtete Partikel (Matrix,
hellblau).

Eine Préaselektion wurde ab der dritten Runde der in vitro Selektion eingefihrt, um eine
Anreicherung von DNA-Molekilen gegen die Streptavidin-beschichteten Partikel zu
unterbinden. Hierzu wurde die Bibliothek zun&chst mit unbeladenen Streptavidin-
beschichteten Partikeln inkubiert und nicht-bindende Molekiile anschlielend in die Selektion
gegen das Strep-Tag-lI-Peptid eingesetzt. Die unspezifische Bindung an das Streptavidin auf

der Partikeloberflache verringerte sich zunehmend mit voranschreitender Rundenanzahl.
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Die Bindung der Aptamer-Bibliothek an das Strep-Tag-ll Peptid verringerte sich in Runde
funf durch die zunehmend stringenten Bedingungen auf 0,4 %, um anschlieBend auf 2,4 % in
der sechsten und 3,6 % in der siebten Runde anzusteigen. Ab der achten Runde wurde eine
Zunahme an matrixbindenden Molekilen ohne eine weitere Zunahme der peptidbindenden
Molekile detektiert. Daher wurde die angereicherte DNA-Bibliothek der siebten Runde
kloniert. Hierzu wurde diese Runde der in vitro Selektion wiederholt und die einzelstréngige
DNA mittels einer Auffull-Polymerasekettenreaktion zuachst in doppelstrangige DNA
Uberfuihrt. Diese wurde ohne einen Vermehrungsschritt in einen Vektor kloniert, um die
Sequenzen der Bibliothek zu vereinzeln und anschliel3end zu analysieren. Abbildung 1V-4
zeigt einen Bindungstest der angereicherten DNA-Bibliothek der siebten Selektionsrunde mit
dem Zielmolekil im Verhétnis 1:1.

14
12 4

10 A

Bindung [%)]

N Matrix
2 [ Unangereicherte Bibliothek vor der ersten Runde
I Angereicherte Bibliothek der siebten Runde

Abbildung IV-4: Bindungstest mit der angereicherten DNA-Bibliothek der siebten
Runde der in vitro Selektion gegen das Strep-Tag-ll-Peptid. Die Bindung der Bibliothek
an das Strep-Tag-ll-Peptid im Verhéltnis 1:1 betrug in der siebten Runde 12,7 %. Im
Vergleich dazu konnte keine Bindung dieser Bibliothek an die Selektionsmatrix, bestehend
aus Streptavidin-beschichteten Partikeln, beobachtet werden. Die Bibliothek, welche in die
erste Runde der Selektion eingesetzt worden war, band das Strep-Tag-IlI-Peptid mit 3,1 %.
Bindende DNA-Molekiile wurden somit um den Faktor vier angereichert.

IV.1.7.2 Primarstrukturanalyse Strep-Tag-ll-bindender Aptamere

66 Aptamerklone der siebten Selektionsrunde gegen das Strep-Tag-ll-Peptid wurden
hinsichtlich ihrer Primarstruktur analysiert und mit Hilfe des Programmes Geneious auf
Homologien innerhalb des Zufallsbereiches untersucht (Abbildung IV-5). Hierbei wurden

zunachst die konservierten Primerbindungs- und Primer-Bereiche an den 5°- und 3-Enden
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Abbildung IV-5: Einordnung der Aptamersequenzen gegen das Strep-Tag-Il-Peptid. Auf
Grund der Homologien der Sequenzen innerhalb des Zufallsbereiches konnten die 66 Klone
in sechs Gruppen und eine Einzelsequenz eingeteilt werden. In jeder Gruppe bestehen
Unterschiede der Sequenzen untereinander nur in einzelnen Nukleotidabweichungen durch
Basendeletionen, -insertionen oder - substitutionen. Die Farben entsprechen den vier
Desoxynukleotiden: gelb = G, grin =T, rot = A, blau = C.
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der Sequenzen entfernt, anschlieRend wurden die Zufallsbereiche einer Sequenzanalyse zur
Gruppierung (Alignment) unterzogen.

Die Sequenzen der 66 Klone konnten in sechs verschiedene Gruppen und eine
Einzelsequenz eingeteilt werden (Gruppen A - F und ST-154). Innerhalb einer Gruppe
unterscheiden sich die Sequenzen nur durch einzelne Nukleotide, also durch
Basensubstitutionen, -insertionen oder -deletionen.

Die Sequenzen der Gruppe A, Vertreter des Aptamers ST-146, bestimmen die Bibliothek
etwa zu einem Drittel (Tabelle IV-4). Ein Viertel aller Sequenzen entspricht derjenigen des
Aptamers ST-134 (Gruppe B). Einen ebenfalls hohen Anteil an der Gesamtheit der
Sequenzen haben die Aptamere der Gruppen C und D mit 18 % und 14 %. Die Sequenzen
der Gruppen E und F sind im einstelligen Prozentbereich vertreten und die Sequenz des

Aptamers ST-154 kommt einmal vor.

Tabelle IV-4: Charakteristika der Primarsequenz der Klone.

Gruppe / Vertreter AnzK?nger Héu{(i)/g(:)]]keit Lf[:i:tg]je An[t;)i]l G
Gruppe A/ ST-146 21 31,8 89 39,5
Gruppe B/ ST-134 17 25,8 90 43,3
Gruppe C/ ST-168 12 18,2 89 45,1
Gruppe D/ ST-120 9 13,6 90 42
Gruppe E/ ST-126 4 6,1 91 40,7
Gruppe F/ ST-169 2 3,0 89 34,7
ST-154 1 15 90 40,0

Der Zufallsbereich aller sieben unterschiedlichen Sequenzen weist mit einem
durchschnittlichen Gehalt an Desoxyguanosinnukleotiden von 41 % einen sehr hohen Anteil
an diesem Nukleotid auf. Bei einer statistischen Verteilung aller vier Nukleotide lage dieser
Wert bei etwa 25 %. Des Weiteren sind Desoxythymidinnukleotide mit einem Vorkommen
von 31 % ebenfalls stark vertreten. Die Nukleotide T und G bestimmen zusammen mit etwa
72 % die Sequenz des Zufallsbereiches.

Auffallig ist die Reduktion der Gesamtlange bei allen sieben Sequenzen. Ausgehend von
einer Gesamtlange der Bibliothek von 100 Nukleotiden weisen alle Sequenzen eine Lange
im Bereich von 89 - 91 Nukleotiden auf. Der Grund hierfir sind Fehler innerhalb der
Polymerasekettenreaktion.  Durch  das vermehrte  Auftreten von  dG-reichen
Sequenzabschnitten kann es zu einem ,Uberspringen‘ einzelner Nukleotide bei der
Replikation durch die Polymerase kommen (197) und somit im Verlauf der gesamten in vitro

Selektion zu einer Verklirzung der Sequenzen.
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Im Folgenden wurden die sieben verschiedenen Sequenzen der Gruppen A - F und ST-154
auf Homologien der Sequenzen untereinander untersucht. Hierflr wurde jeweils ein Vertreter
der Gruppe ausgewahlt und die Sequenzen erneut gruppiert (Abbildung IV-6). Es konnten
vier Bereiche von drei oder vier Nukleotiden Lange gefunden werden, welche in jeder der
Sequenzen vorkommen. Diese vier Boxen bestehen bis auf geringe Abweichungen
ausschlief3lich aus den Nukleotiden dG und dT. Fur die vier Bereiche der Sequenzen konnte
eine Konsensussequenz mit der Abfolge GGT-GGT-GGTT-GGT formuliert werden, wobei
die Bindestriche fur die Anzahl n der Nukleotide mit n = 0 - 10 stehen. Die vier Boxen liegen
innerhalb der jeweiligen Sequenzen teilweise direkt aufeinander folgend vor, oder werden
durch Sequenzabfolgen unterbrochen, welche innerhalb der sieben Sequenzen nicht
konserviert sind. Die Konsensussequenz des Aptamers ST-146 besitzt die groRte Divergenz.
Insgesamt weichen drei Nukleotide von der Konsensussequenz ab (gelb und blau markierte
Nukleotide in Abbildung IV-6).

ST-146 PCL—==—rmmm—mssrrme s TTTGGGGCAGGAGGTACTTTCCCAGGCA
ST-134 TTTCCTGGGGGCACGGATTGGCGATT! GTGC

ST-168 (© ) e  aae e GTGGGCGCGTACCGGGACTCACA
ST-120 GTTTAGAGTTTGCATGAGTGCGAGAG:!
ST-126 CACCCTCGGGCTTGTGTGCTCTGCT -

ST-169 GGATTGGTGT—————=—=————=—=—- CGTCTTTTGAAATTCTA
ST-154 CCAGCGAGTGCAGAGGGGCTA -~~~ CCAT
[Konsensussequenz | GGT [GGT| [GGTT| [GGT|
Box 1 Box2  Box3 Box 4

Abbildung 1V-6 Gruppierung der Sequenzen der Gruppen A - F und ST-154 zur
Formulierung eines gemeinsamen Sequenzmotives. Vier Bereiche der Sequenzen liegen
als konservierte Boxen von drei (Box 1, 2 und 4) beziehungsweise vier Nukleotiden Lange
(Box 3) vor. Dargestellt ist nur der Zufallsbereich der Sequenzen. Die vier konservierten
Bereiche sind griin hervorgehoben, wobei Abweichungen von der Konsensussequenz in
gelb (A) oder blau (C) dargestellt sind.

IV.1.7.3 Bindungsaffinitaten der Strep-Tag-Il-Aptamere

Jeweils ein Vertreter der sechs Gruppen A - F und ST-154 wurde auf die Bindung an das
Strep-Tag-II-Peptid untersucht (Abbildung IV-7). Hierzu wurden die Bindungstests gemaf
der Durchfuhrung der Bindung innerhalb der in vitro Selektionsrunden ausgefihrt. Zunachst
wurde das Aptamer frei in Losung mit dem Peptid inkubiert und anschlieRend der Aptamer-
Peptid-Komplex mit Streptavidin-beschichteten Partikeln aus der Lésung separiert. Der
Gehalt an gebundenem Aptamer wurde vermessen und der Bindung an die Selektionsmatrix
gegenibergestellt. Die Konzentration an Aptamer betrug 0,1 pM und die Konzentration an
Peptid 0,25 pM.

Alle Aptamere haben eine sehr geringe Affinitdt fir die Selektionsmatrix. Alle sieben
Aptamere binden das Zielmolekiil Strep-Tag-II-Peptid im Vergleich zu der unangereicherten
DNA-Bibliothek. Die mit etwa einem Drittel auch am haufigsten in der angereicherten
Bibliothek vorkommende Sequenz des Aptamers ST-146 zeigt mit 17,6 % Bindung die
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starkste Affinitat fur das Peptid. Ebenfalls im zweistelligen Bereich binden die Klone der
Gruppen B und F mit 12,2 % und 10,9 %. Das allein auftretende Aptamer ST-154 bindet das
Strep-Tag-II-Peptid mit einer Affinitat von 9,7 %. Die Aptamere der Gruppen C und E binden
das Zielmolekil mit etwa 9 %. Die geringste Bindung wurde fur die Sequenz ST-120 mit
7,6 % Bindung ermittelt.

20 1
18 -
16 -
14

12 A

[ Matrix
I D-Strep-Tag-ll

Bindung [%]
'_
_

O ——
h
h
'—
h
—

Klon / Gruppe

Abbildung IV-7: Bindung der Aptamere an das Strep-Tag-Il-Peptid. Neben der Bindung
der Aptamere an das Strep-Tag-ll-Peptid wurde die Bindung an die Matrix Streptavidin-
Patikel untersucht. Als Kontrolle K1 diente die unangereicherte Bibliothek, welche in die
erste Runde der in vitro Selektion eingesetzt worden war.

IV.1.7.4 Sekundarstruktur Strep-Tag-Il-bindender Aptamere

Die Sekundarstrukturen der sieben verschiedenen Aptamere (Abbildung 1V-8) wurden mit
dem Program Mfold bestimmt. Dieses berechnet Faltungen fur RNA- und DNA-Molekile
gemal des Zuker-Algorithmus (198). Die Aptamersequenzen wurden inklusive der Primer-
und Primerbindungsbereiche zur Analyse herangezogen, da diese zur Strukturbildung des
Molekils ebenso beitragen wie der Zufallsbereich der Aptamere.

Als Bedingungen fur die Hybridisierungsberechnungen wurden die Einstellungen 137 mM
Natriumionen und 1 mM Magnesiumionen gemaR der Pufferbedingungen und eine
Temperatur von 23 °C gewdahlt. Neben der Sekundarstrukturvorhersage der Molekiile
werden von diesem Program auch die zugehdrigen Freien Energien AG der jeweiligen
Faltung des Oligonukleotides berechnet (199). Je niedriger der Wert der Freien Energie ist,

desto stabiler ist die jeweilige Faltungsvariante einzustufen.
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Gruppe A | ST-146 | GruppeB/sT134 | |

B
4eiat it ebots

:;:v‘ 66 ¢
s %“’z
$ $
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| GruppeD/ST420 ||  GruppeE/ST-126 | |  GruppeF/ST-169
e L‘s:
_ Gruppe A AG= -15,26 kcal/mol
;ﬁ& Gruppe B AG = -10,97 kcal/mol
Gruppe C AG = -15,46 kcal/mol
4 Gruppe D AG = —10.04 kcal/mol
Y oF Gruppe E  AG = -13,90 kcal/mol
®ee @ Gruppe F AG = — 9,87 kcal/mol
. ST-154  AG = —14,51 kcal/mol

P ST-154 D |

Abbildung 1V-8. Sekundarstrukturen der sieben Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere.
Dargestellt sind die Sekundarstrukturen und die dazugehérigen Freien Energien AG der
Faltungen. Es sind jeweils nur die energiedrmsten Faltungen der Aptamere dargestellt. Die
konservierten Sequenzbereiche gemafl Abbildung IV-6 sind griin eingeféarbt.
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Alle Aptamere bis auf ST-169 weisen eine ausgepragte Sekundarstruktur auf. Diese besteht
bei den Aptameren ST-146, ST-134, ST-120, ST-126 und ST-154 aus einer Haarnadel.
Haarnadeln bestehen aus einem doppelstréangigen Bereich, der in einen einzelstrangigen
Bereich (Schleife) ubergeht. Bei diesen Aptameren liegen die als Konsensussequenz
definierten Bereiche innerhalb der Schleife.

Neben dem groRReren Haarnadelbereich besitzen diese Aptamere im Bereich der Primer- und
Primerbindungsbereiche am 5°- und am 3‘-Ende kleinere Haarnadelstrukturen aus acht bis
20 Nukleotiden Lange. ST-146 besitzt hierzu noch eine grof3ere Haarnadel mit vorheriger
Ausbuchtung im 3‘-Bereich der Sequenz. Die Freien Energien der Faltungen dieser
Aptamere liegen im zweistelligen Bereich zwischen etwa -10 kcal/mol und -15 kcal/mol. Der
Wert divergiert zwischen den einzelnen Hybridisierungen abhangig von der Anzahl an
Nukleotiden, welche in doppelstrangigen Bereichen organisiert vorliegen und somit zu einer
Verringerung der Freien Energie beitragen.

Das Aptamer ST-168 weicht von den anderen Aptameren ab, da sich hier die konservierten
Nukleotide nicht ausschlieBlich in der Schleife der groRen Haarnadel befinden. Die Struktur
dieses Aptamers weist zwei lange doppelstrangige Bereiche auf. Der erste
Doppelstrangbereich geht in eine Ausbuchtung aus vier Nukleotiden Uber, danach folgt der
zweite Doppelstrangbereich mit einer Schleife aus 16 Nukleotiden. Die Nukleotide der ersten
Box befinden sich innerhalb der Ausbuchtung und im zweiten Stamm des
Doppelstrangbereiches. Die Nukleotide der Boxen eins bis drei dagegen sind in der Schleife
der Haarnadel zu finden. Mit einem Wert von - 15,5 kcal/mol weisen die Aptamere vom Typ
ST-168 auch die niedrigste Freie Energie der Faltung auf, da hier besonders viele Nukleotide
eine Bindung in einem Doppelstrang ausbilden.

Eine von den restlichen Strukturen abweichende Sekundérstruktur hat auch das Aptamer
ST-169. Die gesamte Struktur hat eine eher ungefaltete Form, es gibt in dem gesamten 89
Nukleotide langen Molekil nur 22 Nukleotide, die in einem Doppelstrang vorliegen und in
vier kleinen Haarnadeln organisiert sind. Die konservierten Bereiche befinden sich
grotenteils zwischen der ersten und der zweiten kleinen Haarnadel, wobei Nukleotide der
vierten Box in der Schleife der zweiten Haarnadel zu finden sind. Die Freie Enthalpie AG
dieser Faltung ist auf Grund des Fehlens langerer Doppelstrangbereiche mit einem Wert
Uber -10 kcal/mol angegeben und damit die thermodynamisch instabilste der Faltungen.

Die Sekundarstrukturvorhersagen mittels des Programmes Mfold beschranken sich jedoch
auf die Vorhersage von Hybridisierungbereichen innerhalb der Molekiile. Uber ein weiteres,
bei Aptameren sehr haufig anzutreffendes Motiv der Faltung, dem G-Quadruplex-Motiv, kann
mittels konventioneller Sekundarstrukturanalyseprogramme keine Aussage getroffen werden
(199).
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IV.1.7.4.1 G-Quadruplex-Motive Strep-Tag-IlI-bindender Aptamere

Fur ein Auftreten von G-Quadruplexmotiven bei den Strep-Tag-ll-bindenden Aptameren
sprechen verschiedene Faktoren. Zum einen gibt es vor allem im Bereich der konservierten
Nukleotide der Konsensussequenz eine auffallige Haufung an paarweise auftretenden
G-Nukleotiden. Dieses Arrangement ist typisch fir G-Quadruplexe. Zum Anderen zeigte die
Analyse der Sekundarstruktur der Molekile, dass nahezu alle konservierten Bereiche in
einzelstrangigen Bereichen der Moleklle, in den Schleifen der groRen Haarnadeln,
vorliegen. Die Unstrukturiertheit dieser wahrscheinlich fir die Bindung verantwortlichen
Bereiche der Aptamere spricht so ebenfalls fir das Vorhandensein eines weiteren
strukturellen Elements wie dem G-Quadruplex. Vor allem das Aptamer ST-169 hat eine
auffallig unstrukturierte Form, dennoch ist es in Bindungstests in der Lage, das Zielmolekil
affin zu binden. Weiterhin spricht die ermittelte Kaliumionen-Abhangigkeit der Bindung des
ST-146 an das Strep-Tag-1l-Peptid (Abschnitt IV.1.7.6.3) fir ein tats&chliches Vorhandensein
der G-Quadruplexstruktur.

Die Konsensussequenz der konservierten Nukleotide der Strep-Tag-lI-bindenden Aptamere
entspricht der Formel G,X,G,X,G2X, fur einen G-Quadruplex (Abbildung IV-9).

X,
Konsensussequenz —1GGTH—{GGTI—{GGTTI—{GGT|- G G
Box 1 Box 2 Box 3 Box 4 A
sl AN |
¥ ¥ G v&;
1 A ’ ’
GE 5 G 3

Quadruplex —fceHX {ccH{ccHEH{GGH \./

Abbildung [IV-9: Ableitung der Konsensussequenz als G-Quadruplexmotiv. Die
Konsensussequenz aus den Sequenzen der sieben Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere
entspricht der Formel G,X,G,XoG2X,G, fur einen unimolekularen Quadruplex bestehend aus
jeweils zwei Ebenen aus vier Gs. Die Thymidine der Konsensussequenz werden hierbei den
Schleifen 1, 2 und 3 bestehend aus den Nukleotiden X,, X, und X, zugeordnet. Die
Schleifen kdnnen zuséatzliche Nukleotide, welche nicht konserviert sind, enthalten. Auf der
rechten Seite der Abbildung ist schematisch ein aus der Konsensussequenz abgeleiteter
moglicher Quadruplex dargestellt. Die Farben wurden in der G-Quadruplex-Sequenz und in
der schematischen Darstellung wie folgend gewahlt: Ausgehend vom 5‘-Ende der Sequenz
entspricht grin den Nukleotiden der ersten Schleife, blau den Nukleotiden der zweiten
Schleife und rot den Nukleotiden der dritten Schleife. Die Darstellung entspricht dem nach
Burge et al. (180) vorgeschlagenen Schema, als Beispiel wurde eine antiparallele
Anordnung der Strdnge gewabhlt.
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Abbildung IV-10: Potentielle G-Quadruplex-Motive der Strep-Tag-ll-bindenden
Aptamere. Alle sieben verschiedenen Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere enthalten
mindestens ein Quadruplexmotiv in demjenigen Bereich, welcher die konservierten
Nukleotide der Konsensussequenz tragt. Die Sequenzen in den Tabellen geben die G-
Quadruplex-Einheit an und den Bereich des Aptamers, in der der G-Quadruplex auftritt. Bei
mehreren Maoglichkeiten zur Ausbildung eines G-Quadruplexes ist die Sequenz der
jeweiligen Einheit in der Tabelle aufgefiihrt. Im Falle mehrerer G-Quadruplex-Einheiten fir
ein Aptamer wurde jeweils die als Erste in der Tabelle aufgefiihrte Sequenz schemtisch
dargestellt. Die G-Paare der G-Quadruplexe sind in den Sequenzen und den schematischen
Abbildungen gelb markiert, die Nukleotide der ersten Schleife jeweils grun, die der zweiten
Schleife blau und diejenigen der dritten Schleife rot. Alle madglichen Quadruplex-
Formationen der Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere bestehen aus G-Quadruplexen mit G,-
Einheiten. Im Falle einer Abfolge von drei oder vier Gs wurde dennoch die gelbe
Kennzeichnung fur die gesamte G-Abfolge gewdahlt, diese jeweils zuséatzlichen Quadruplexe
werden jedoch nicht in den Tabellen aufgefihrt.
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Eine Analyse hinsichtlich vorhandener Quadruplex-Motive, unterstitzt durch das Programm
Quadfinder, identifizierte bei allen sieben Strep-Tag-ll-bindenden Aptameren mindestens
einen G-Quadruplex (Abbildung 1V-10). Fir diese Analyse wurden jeweils die Schleifen der
Haarnadelstrukturen als Trager der konservierten Nukleotide der Konsensussequenz
gewahlt. Im Falle des Aptamers ST-168 wurde die Ausbuchtung und die Haarnadel
verwendet, welche die konservierten Nukleotide beinhaltet. Fir eine Analyse des Aptamers
ST-169 wurde der Bereich um die konservierten Nukleotide gewahlt. Die mdgliche Anzahl
der Nukleotide in den Schleifen wurde auf eins bis acht beschrénkt.

Alle Aptamere enthalten mindestens einen unimolekularen G-Quadruplex entsprechend der
Formel G,X;G2X18G2X18G,. Dass bedeutet, dass samtliche ermittelte G-Quadruplexe aus
Zweierpaaren Gs innerhalb der Quadruplex-Formation bestehen. Im Falle von Abfolgen von
mehr als zwei Gs wurden diese den Schleifen X zugeordnet und nicht als zuséatzliche G-
Quadruplexe aufgefihrt.

Im Falle der Aptamere ST-146, ST-134 und ST-126 konnten jeweils sogar drei verschiedene
potentielle Quadruplexformationen innerhalb der Haarnadelschleifen identifiziert werden.
Generell verringert sich die Stabilitat des G-Quadruplexes mit zunehmender Lénge der
Schleifen. Wenn allerdings nur eine der Schleifen von einer Verlangerung Uber sechs
Nukleotide betroffen ist, verringert sich dieser destabilisierende Effekt sehr stark, vor allem
bei koordinierten Kaliumionen (200). Daher kann hier keine Wahrscheinlichkeit fur das
Vorkommen eines bestimmten G-Quadruplexes in diesen Bereichen der Molekile mit
mehreren potentiellen G-Quadruplexen angegeben werden. Mdglich ist auch eine Mischung
der vorhandenen G-Quadruplexe, jedoch kdnnen diese Begebenheiten nur mit einer

Strukturaufklarung der Molekile vollstandig aufgeklart werden.

IV.1.7.5 VerklUrzungsexperimente

Die Suche nach Verkirzungen von erhaltenen Aptameren dient der Suche nach einem
Minimalmotiv. Kann bei verkirzten Versionen des selektierten Aptamers eine Bindung an
das Zielmolekiul nachgewiesen werden, kann das Bindungsmotiv somit auf diesen Bereich
der Gesamtsequenz eingegrenzt werden. Zudem wird durch eine Verkirzung des Molekils
eine Senkung der Kosten fir die Synthese der Molekile erreicht, was vor allem bei einer
Synthese des Molekils als Spiegelmer von Bedeutung ist.

Zunéchst wurde der beste Binder ST-146 fur Verkirzungsstudien herangezogen (Abbildung
IV-11). Fur die Verkirzung ST-146-A wurden 15 Nukleotide vom 5‘- und 31 Nukleotide vom
3-Ende entfernt. Die Verkirzung ST-146-A ist somit auf die grof3te der Haarnadeln des
Molekiils ST-146 reduziert. Die Schleife dieser Haarnadel enthalt alle konservierten
Nukleotide der Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere, daher war hier eine Bindung an das

Zielmolekil durch die verklirzte Version zu erwarten. Als Kontrolle wurde die zweite
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Haarnadel des ST-146-Aptamers als Verkilrzung auf eine Bindung an das Strep-Tag-Il-
Peptid untersucht. Bei dieser Verkiurzung ST-146-B, die keinen der konservierten Bereiche
enthalt, wurde im Gegensatz zu der Verkirzung ST-146-A keine Bindung erwartet.
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ST-146-B 27 nt 5’ -CCAGGCACTGCAGGCATGCAAGCTTGG-3"

Abbildung 1V-11: Verkirzungsexperimente mit dem Aptamer ST-146. Die Verkirzung
ST-146-A wurde aus der gréReren der Haarnadelstrukturen des Molekils ST-146 generiert
(oberer Bildabschnitt). Dargestellt sind die beiden Sekundarstrukturvorschlage des
verkirzten Molekils nach der Bestimmung mit dem Programm Mfold (198). Die beiden
energetisch gunstigsten Faltungen des Molekils sind mit den Werten der Freien Energie AG
angegeben. Der untere Bildabschnitt zeigt die Generierung der zweiten von ST-146
abstammenden Verkirzung, ST-146-B. Hierfir wurde die zweite strukturierte Einheit des
Aptamers im 3‘-Bereich des Molekils ausgewdahlt. Jeweils grin eingefarbt befinden sich in
der Sequenz und in der Sekundarstruktur die konservierten Nukleotide der
Konsensussequenz der Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere laut Abbildung IV-6.
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Beide verkurzten Versionen des ST-146 wurden zunéchst radioaktiv markiert und innerhalb
des Bindungstests mit magnetischen Partikeln mit verschiedenen Konzentrationen an Strep-
Tag-1l-Peptid inkubiert.

10 4

Bindung [%]

[ ST-146-A
N ST-146-B

0 - - o

Matrix 100 500 1000

Strep-Tag-Il [nM]

Abbildung IV-12 Bindung der Verklrzungen ST-146-A und ST-146-B an das Zielmolekil
Strep-Tag-Il. Die Sequenz und die Sekundarstruktur der Molekile ST-146-A und ST-146-B
sind in Abbildung 1V-12 dargestellt. Mit steigenden Konzentrationen an Strep-Tag-lI-Peptid
ist ein Ansteigen der Bindung fir ST-146-A erkennbar. Bei keiner der gewahlten
Konzentrationen konnte dagegen eine Bindung der Verkirzung ST-146-B beobachtet
werden.

Im Gegensatz zu der Verkiirzung ST-146-B bindet die Verklrzung ST-146-A das Zielmolekl
Strep-Tag-lI-Peptid (Abbildung 1V-14). Mit steigender Konzentration des Zielmolekdls ist fr
ST-146-A auch ein deutliches Ansteigen der Bindung an das Peptid erkennbar,
wahrenddessen ST-146-B auch bei sehr hohen Mengen an Zielmolekil keinerlei Bindung
erkennen lasst. Dieses Ergebnis bestatigt die Vermutung, dass die konservierten Bereiche
der Konsensussequenz, welche in jedem der sieben Aptamere zu finden waren, fir eine
Bindung an das Strep-Tag-ll-Peptid essentiell sind.

Ein weiteres Verkirzungsexperiment wurde mit dem Binder ST-134 durchgefiihrt (Abbildung
IV-13). Die Aptamere dieses Typs waren am zweithdufigsten in der angereicherten Bibliothek
der siebten Runde vertreten, zudem gehorten sie neben ST-146 zu den besten Bindern im
Bindungstest der Klone. Fir die Verkirzung ST-134-A wurden am 5'-Ende der Sequenz des
Originalmolekils ST-134 23 Nukleotide und am 3‘-Ende 13 Nukleotide entfernt. Die so
entstandene  Haarnadel enthalt ebenfalls die konservierten Nukleotide der

Konsensussequenz und sollte das Strep-Tag-II-Peptid binden.

65



ERGEBNISSE

©
©
® AG =-7,97
-0
"y © =
¢
5 © =
ST-134 ST-134-A
Sl Lange Sequenz
kurzung

ST-134-A ] 54 nt 5’'-CCTGGGGGCACGGATTGGCGATTGGGICATGGTGTGGTTGGTAGTGCCTGCAGG-3"

Abbildung 1V-13: Verklirzungsexperiment mit dem Aptamer ST-134. Der grole
Haarnadelbereich des Aptamers ST-134 wurde als Verkirzung ST-134-A gewéhlt. Der
energetisch glnstigste Zustand der Faltung der Verkirzung ist im rechten Bildabschnitt
dargestellt. Griin eingeféarbt sind sowohl in der Sequenz als auch in den Sekundarstrukturen
die konservierten Nukleotide der Strep-Tag-ll-bindenden Aptamere gemald Abbildung 1V-6.
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Abbildung 1V-14: Bindung der Verklirzung ST-134-A an das Zielmolekil Strep-Tag-Il.
Die Menge an gebundenen ST-134-A-Molekilen steigt mit zunehmender Menge des
Zielmolekuls Strep-Tag-II-Peptid.
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Die Verklrzung ST-134-A bindet wie auch die Verklrzung ST-146-A das Strep-Tag-II-Peptid.
Bei steigender Menge des Zielmolekiils ist ein deutliches Ansteigen der Bindung sichtbar
(Abbildung IV-14). Die Eingrenzung des fur die Bindung verantwortlichen Bereiches auf die
Schleife der Haarnadeln in den Sekundarstrukturen der Aptamere wurde ein weiteres Mal
bestatigt.

IV.1.7.6 Bindungscharakteristika des Aptamers ST-146

Alle sieben verschiedenen erhaltenen Aptamere sind in der Lage das Strep-Tag-ll-Peptid
affin zu binden. Die besten Resultate wurden jedoch fir Aptamere des Typs ST-146 erzielt,
in allen vorangegangenen Bindungsstudien erwies sich diese Sequenz als die am starksten
an das Strep-Tag-lI-Peptid bindende. Zudem war diese Sequenz unter den Aptameren der
angereicherten Bibliothek am haufigsten zu finden. Auch fur die Verklrzung dieses Molekiils
auf 43 Nukleotide konnte eine affine Bindung festgestellt werden. Daher wurde fir alle

weiteren Experimente das Strep-Tag-ll-bindende Aptamer ST-146 ausgewahlt.

IV.1.7.6.1 Bestimmung der Dissoziationskonstante des Aptamers ST-146

Zunachst wurde die Dissoziationskonstante Ky fur ST-146 bestimmt. Der Wert der
Dissoziationskonstanten, welche aus dem Massenwirkungsgesetzt abgeleitet wird, gibt
Aufschluss Uber die Starke der Bindung an das Zielmolekul. Je niedriger der Kq-Wert einer

Bindung ist, desto starker ist diese Bindung einzuschatzen.
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Abbildung IV-15: Bestimmung der Dissoziationskonstante Ky des Aptamers ST-146.
Aptamere des Typs ST-146 binden den Strep-Tag-Il affin mit einem Kyg-Wert von 391 nM.
Neben dem Aptamer wurde die unangereicherte DNA-Bibliothek als Kontrolle eingesetzt.
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Die Bestimmung der Konstanten erfolgte mittels des Bindungstests mit magnetischen
Partikeln. Die markierte DNA wurde konstant bei einer Konzentration von 50 nM eingesetzt
und mit steigenden Mengen an Strep-Tag-llI-Peptid frei in Losung inkubiert. Der Aptamer-
Peptid-Komplex wurde anschlieRend aus der Losung separiert und die Menge an
gebundender DNA in Abhangigkeit von der Konzentration des Zielmolekils Strep-Tag-Il mit
dem Program SigmaPlot grafisch dargestellt (Abbildung 1V-15). Die Anpassung der Kurve
erfolgte unter der Annahme eines 1:1-Bindungsprozesses.

Mit steigender Menge an eingesetztem Strep-Tag-ll-Peptid steigt auch die Menge an
gebundenem Aptamer ST-146. Im ersten Bereich der hyperbolischen Bindungskurve steigt
die Bindung zunéchst steil an, um dann in einen Bereich der Sattigung Uberzugehen. Der
Verlauf der Kurve enspricht damit dem einer klassischen Dosis-Wirkungs-Kurve. Der Kg-Wert
entspricht dem Punkt der Kurve, an dem die halbmaximale Sattigung erreicht wird.

Fur das Aptamer ST-146 konnte eine Dissoziationskonstante im nanomolaren Bereich (391 +
82 nM) ermittelt werden. Im Vergleich dazu konnte unter den eingesetzten Bedingungen fir
die unangereicherte Bibliothek bei allen eingesetzten Konzentrationen des Strep-Tag-Il keine
Bindung detektiert werden. Eine Bindungskonstante kann daher fir die DNA-Bibliothek nicht
angegeben werden. Auch die Dissoziationskonstante der verklrzten Version, ST-146-A,
wurde bestimmt (Abbildung IV-16).
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Abbildung IV-16: Bestimmung der Dissoziationskonstante fir die verkurzte Verson ST-
146-A.

Die verkirzte Version bindet das Strep-Tag-llI-Peptid mit einer Bindungskonstante von K4 =
570 = 285 nM. Unter Einbeziehung der Fehlerintervalle kann somit die Aussage getroffen

werden, dass die verkirzte Version ST-146-A und das VollAngenapatmer ST-146 mit
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Bindungskonstanten in derselben Grél3enordnung im nanomolaren Bereich das Strep-Tag-II-
Peptid binden.

IV.1.7.6.2 Bindungsspezifitat des Aptamers ST-146

Nach der Feststellung der Affinitdt des Aptamers ST-146 fur das Zielmolekul Strep-Tag-II-
Peptid wurde die Spezifitat des Aptamers Uberprift. Hierzu wurden Bindungstests mit
magnetischen Partikeln durchgefiihrt, um die Bindung des Aptamers ST-146 an ein
Kontrollpeptid und, im Vergleich dazu, an das Strep-Tag-ll-Peptid zu untersuchen. Des
Weiteren wurde die Bindung von ST-146 an BSA (Bovine Serum Albumin), ein Protein aus
dem Serum von Rindern, untersucht. Hierzu wurden Filterbindungstests durchgeftihrt, um

den Komplex aus Protein und gebundenem Aptamer zurlickzuhalten und quantifizieren zu

kénnen.
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Abbildung 1V-17: Spezifitdt der Strep-Tag-IlI-Bindung von ST-146. Das Aptamer ST-146
bindet hochspezifisch an das Zielmolekil Strep-Tag-Il. Die Ergebnisse der ersten drei
Balken wurden mittels eines Filterbindungstests ermittelt (gelb). Neben der Bindung an den
Filter (Matrix, Balken eins) wurde die Bindung des ST-146 an BSA im molaren Verhéltnis
1:1 (Balken zwei) und 1:10 (Balken drei) ermittelt. Die Balken vier bis acht stellen Resultate
aus Bindungstests mit magnetischen Partikeln dar (blau). Hierbei wurde neben der Bindung
an die Streptavidin-beschichteten Partikel (Matrix, Balken vier) die Bindung des ST-146 an
ein Kontrollpeptid im molaren Verhéltnis 1:1 (Balken 5) und 1:10 (Balken sechs) ermittelt.
Zu einem Vergleich wurde die Bindung von ST-146 an das Strep-Tag-II-Peptid in denselben
Verhdaltnissen (Balken sieben und acht) gegenibergestellt. Als Kontrollpeptid diente das
Spiegel-Tag-Peptid (Abschnitt IV.1.3).

Die Bindung des ST-146 an das D-Strep-Tag-II-Peptid ist nicht nur als sehr affin, sondern

auch als hochspezifisch einzustufen (Abbildung 1V-17). Es konnte keinerlei Bindung des
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Aptamers an das Kontrollpeptid Spiegel-Tag ermittelt werden. Auch bei einem 10-fachen
molaren Uberschuss dieses Peptides ist keine von der Bindung an die Matrix abweichende
Bindung erkennbar. Neben der Bindung an ein anderes Peptid wurde die Bindung an das
Protein BSA untersucht. Auch hier konnte keinerlei Bindung abweichend von der Bindung
des ST-146 an die Matrix detektiert werden, selbst bei einem zehnfachen Uberschuss des
BSA.

IV.1.7.6.3 Einfluss von Pufferbedingungen auf die Bindung durch ST-146

Der fur die Selektion und die Bindungstests eingesetzte Bindungspuffer PBS-MT besteht aus
einem Phosphatpuffersystem aus Natriumphosphat und Kaliumphosphat. Zudem enthalt er
137 mM Natriumchlorid und 2,7 mM Kaliumchlorid. Divalente Kationen wurden mit 1 mM
Magnesiumchlorid zugefiigt und fur eine bessere Handhabung der magnetischen Partikel
zusétzlich 0,05 % des Detergenz Tween 20.

Die Bindung des Aptamers ST-146 an das Zielmolekil Strep-Tag-ll-Peptid wurde auf eine
Abh&ngigkeit von verschiedenen Inhaltsstoffen des Puffersystems, wie Kationen und des
Detergenz Tween 20 untersucht. Hierzu wurden jeweils 0,1 pM ST-146 im molaren
Verhéltnis 1:2 mit dem Strep-Tag-lI-Peptid inkubiert und die Bindung bei verschiedenen
Pufferbedingungen mittels des Bindungstests mit magnetischen Partikeln analysiert. Durch
eine Kombination der Komponenten des Puffers konnte jeweils einer der Inhaltsstoffe
eliminiert werden und die prozentuale Bindung ohne diesen der Bindung im normalen
Puffersystem PBS-MT gegentbergestellt werden (Abbildung 1V-18).

Die Bindung des Aptamers ST-146 an das Strep-Tag-ll-Peptid ist stark von monovalenten
Kationen, hierbei vor allem von Kaliumionen, abhangig. Werden die Kaliumionen dem
Puffersystem entzogen, kann keinerlei Bindung festgestellt werden. Die Subtraktion von
Natriumionen dagegen fiihrt nur zu einer Reduktion der Bindung um etwa 25 %.

Divalente Magnesiumionen haben keinerlei Einfluss auf die Bindung des Aptamers an den
Strep-Tag-Il. Werden dem Puffer Magnesiumionen entzogen kann kein Unterschied zu dem
Ansatz mit Magnesiumionen festgestellt werden. Auch Tween 20 ist nicht in die Bindung des
Aptamers an sein Zielmolekdl involviert. Bei demjenigen Ansatz ohne Detergenz konnte
keinerlei Reduktion der Bindung detektiert werden.

Die starke Kaliumionenabhéngigkeit der Bindung des Aptamers ST-146 an sein Zielmolekdl
ist ein starkes Indiz fur das tatsachliche Vorhandensein von G-Quadruplex-Motiven innerhalb
des Aptamers, da gezeigt wurde, dass diese Formationen insbesondere von Kaliumionen
stabilisiert werden. Natriumionen dagegen haben ebenfalls einen G-Quadruplex-
stabilisierenden Einfluss, allerdings ist dieser sehr viel geringer, was konsistent ist mit den

Ergebnissen zur Abhangigkeit der Bindung des Aptamers von den Pufferbedingungen.
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Abbildung IV-18: Einfluss von mono- und divalenten Kationen und Tween 20 auf die
Bindung des Aptamers ST-146 an das Strep-Tag-ll-Peptid. Balken eins entspricht den
wéahrend der Selektion verwendeten Pufferbedingungen im Puffer PBS-MT, hier waren alle
Pufferkomponenten enthalten. Die Bindung des Aptamers an das Zielmolekil ist vor allem
kaliumionenabhéangig. Ohne Kaliumionen in dem Puffersystem (Balken vier und sechs)
konnte keine Bindung festgestellt werden. Die Eliminierung von Natriumionen dagegen
fihrte nur zu einer leichten Reduktion der Bindung (Balken flinf). Magnesiumionen und
Tween 20 haben keinen Einfluss auf die Bindung des Aptamers (Balken zwei und drei), hier
konnte keine Reduktion der Bindung im Vergleich zum Puffer PBS-MT festgestellt werden.
Als Matrix wurden Streptavidin-beschichtete magnetische Partikel verwendet. Da der
verwendete PBS-Puffer aus Kalium- und Natriumphosphaten hergestellt wurde, wurde fir
die Ansatze ohne Kalium- und Natriumionen auf ein Tris-Puffersystem zurickgegriffen,
welches bezuglich aller anderen Komponenten und des pH-Wertes dem PBS-Puffer
entsprach.

Die Abhangigkeit der ST-146-Bindung von Kaliumionen kann auch fur eine gezielte Elution
des Molekils von dem Strep-Tag-Il eingesetzt werden. Bei einem Entzug der Kaliumionen
aus dem Puffer sinkt die Bindungsfahigkeit von ST-146, womit eine Elution des ST-146

ermdglicht wird.

IV.1.7.6.4 Abhangigkeit der Bindung des ST-146 vom pH-Wert

Die Abhéngigkeit der Bindung des Aptamers ST-146 vom pH-Wert des Puffersystems wurde
mittels Bindungstests mit magnetischen Partikeln bestimmt. Hierzu wurden 0,1 uM Aptamer
und 0,2 pM Peptid im Verhaltnis 1:2 eingesetzt. Das Puffersystem entsprach dem fiir die

Selektion verwendeten PBS-MT-Puffer, bei dem der jeweilige pH-Wert eingestellt wurde.
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Abbildung IV-19: PH-Wert-Abhé&ngigkeit der Bindung des ST-146 an das Strep-Tag-II-
Peptid. Die Bindung des Aptamers ST-146 an das Zielmolekul Strep-Tag-Il ist stark vom
pH-Wert abhé&ngig, wobei die Bindung bei Verschiebungen in den sauren Bereich ansteigt.
Als Matrix wurden Streptavidin-beschichtete magnetische Partikel verwendet.

Die Bindung des Aptamers ST-146 an das Strep-Tag-ll-Peptid ist stark pH-Wert-abh&ngig
(Abbildung 1V-19). Bei sinkendem pH-Wert kann ein deutlicher Anstieg des Bindungssignals
festgestellt werden. Die Bindung bei pH 7,4, was dem bei der Selektion verwendetem pH-
Wert entspricht, liegt bei etwa 25 %. Bei einer Senkung des pH-Wertes auf sechs liegt die
Bindung bereits bei etwa 50 %. Wird der pH-Wert um einen weiteren Punkt auf fiinf gesenkt
ist nochmals ein Ansteigen der Bindung um 10 % auf etwa 60 % zu vermerken. Die hdchste
Bindung innerhalb des Testbereiches wird bei pH 4 erreicht, wobei dies auch mit einem
deutlichen Ansteigen der Bindung an die Matrix einhergeht.

Bei einer Verschiebung des pH-Wertes in den alkalischen Bereich auf Werte gré3er pH 7,4
wird eine Abnahme der Bindung festgestellt. Bei pH 9 ist die Bindung an die Matrix hdher als
die Bindung des Aptamers an den Strep-Tag-Il.

Die starke pH-Wert-Abhéngigkeit der ST-146-Bindung ist im Besonderen fir eine praktische
Anwendung des Systems interessant. Die Bindung kann durch niedrige pH-Werte erhoht
werden, wahrend eine Dissoziation des ST-146 durch eine pH-Wert-Verschiebung in den

leicht alkalischen Bereich erreicht werden kann.

IV.1.7.6.5 Elutionsbedingungen

Um Aussagen Uuber eine gerichtete Dissoziation des ST-146 von dem Strep-Tag-Ill-
Affinitatspeptid treffen zu koénnen wurden verschiedene Elutionsbedingungen getestet.
Hierzu wurden Streptavidin-beschichtete magnetische Partikel mit Peptid und daran

gebundendem Aptamer gemaf des Bindungstests mit magnetischen Partikeln beladen. Die
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beladenen Partikel wurden anschlieend mit verschiedenen Reagenzien versetzt und die
Dissoziation des ST-146 analysiert, indem das freigesetzte Aptamer im Uberstand der
Partikel vermessen wurde.

Verschiedene Reagenzien wurden auf eine Eignung zur Elution des ST-146 von dem Strep-
Tag-1l-Peptid untersucht (Abbildung 1V-20). 8 M konzentrierter Harnstoff wird als Standard
zur Elution von Nukleinsauren eingesetzt, da er die Sekundarstrukturen der Molekile auflost.
Mittels einer 8 M Harnstofflosung konnte die gesamte Menge an gebundenem Aptamer ST-
146 von dem Peptid abgelost werden, daher wurden die anderen Werte diesem
gegenubergestellt.
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Abbildung IV-20: Elution von ST-146 von dem Strep-Tag-ll-Peptid mittels
verschiedener Reagenzien. Neben Harnstoff wurde das chelatisierende Reagenz EDTA
verwendet. Des Weiteren wurde ein leicht alkalischer Tris-Puffer, auch mit zuséatzlicher
Hitzedenaturierung bei 95°C, eingesetzt. Die Elution des ST-146 mit 8 M Harnstoff wurde
als 100 %-Wert der Elution festgelegt.

Wird an Stelle einer 8 M Harnstofflésung nur eine 1 M Losung verwendet, werden nur 20 %
des Aptamers eluiert. Diese Konzentration eignet sich demnach nicht fur eine vollstandige
Dissoziation.

Eine 1 mM-Lésung und eine 5 mM EDTA-LOsung erzielen nur eine Elution von 20 %
beziehungsweise 50 %. Da EDTA aber vor allem divalente Kationen chelatisiert, und bereits
gezeigt wurde, dass die Bindung des ST-146 nicht magnesiumionenabhangig ist (Abschnitt
IV.1.7.6.3) ist dieses Ergebnis im Einklang mit den vorhergehenden Untersuchungen.

Neben dem Einsatz einer 8 M Harnstofflosung ist ein leicht alkalischer Tris-Puffer mit
pH = 8,3 ein geeignetes Elutionsmittel. 95 % des Aptamers ST-146 konnte unter diesen

Bedingungen von dem Strep-Tag-ll-Peptid gelést werden. Hierbei ist kein Unterschied
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zwischen dem Einsatz dieses Puffers bei 23°C oder einer zusatzlichen Denaturierung der
DNA durch eine Erh6hung der Temperatur auf 95°C ersichtlich. Zusammenfassen ist
festzustellen, dass mit einem Tris-Puffer, pH 8,3 und Raumtemperatur eine Elution unter
milden Bedingungen maoglich ist.

IV.1.7.7 Bestimmung der Bindungskonstante des Spiegelmers ST-146

Nachdem sowohl die Affinitat, die Spezifitat und verschiedene Charakteristika der Bindung
des Aptamers ST-146 an das gespiegelte Strep-Tag-llI-Peptid in der D-Konformation gezeigt
worden waren, wurde die Bindung des korrespondierenden Spiegelmers ST-146 an das
ungespiegelte Strep-Tag-lI-Peptid in der L-Konformation ermittelt. Sowohl das Spiegelmer
als auch das Peptid entsprachen bezuglich Sequenz und Aufbau ihren gespiegelten
Gegenstlcken, nur die Monomere beider Molekile lagen in der jeweils gespiegelten Form
vor - das Spiegelmer bestehend aus den fur DNA unnatlrlichen D-Nukleotiden und das L-

Strep-Tag-1I-Peptid aus den natirlich vorkommenden L-Aminosauren.
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Abbildung IV-21: Bestimmung der Dissoziationskonstante Ky des Spiegelmers ST-146.
Dargestellt ist sowohl die Bindungskurve fiir das Spiegelmer, als auch fir das Aptamer ST-
146 unter Angabe des jeweils ermittelten K4-Wertes. Beide Enantiomere zeigen das gleiche
Bindungsverhalten bezuglich ihres jeweiligen Zielpeptides. Fir beide Enantiomere konnte
ein nahezu identischer K4-Wert ermittelt werden.

Fir die Bestimmung der Dissoziationskonstante wurde das Spiegelmer ST-146 am 5‘-Ende
radioaktiv markiert, allerdings lagen hier die absoluten Ausbeuten an markiertem Molekl
zwei- bis funffach unter denen fir das entsprechende Aptamer ST-146, da die Kinase das

Spiegelmer weniger effizient phosphoryliert.
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Fur die Bestimmung der Dissoziationskonstanten des Spiegelmers ST-146 mit dem L-Strep-
Tag-lI-Peptid entsprach die Vorgehensweise derjenigen zur Bestimmung der Konstanten fir
das Aptamer. Mittels des Bindungstests mit magnetischen Partikeln wurden bei konstanter
Menge an markiertem Spiegelmer steigende Konzentrationen an L-Strep-Tag-II-Peptid
eingesetzt. Die Menge an gebundenem Spiegelmer wurde in Abhéngigkeit von der
Peptidkonzentration aufgetragen (Abbildung 1V-21).

Die Dissoziationskonstante Ky fir das Spiegelmer ST-146 betragt 387 + 55 nM, die affine
Bindung des Strep-Tag-ll konnte somit auch fir die gespiegelte Nukleinsdure gezeigt
werden. Zur Verdeutlichung der Ubereinstimmung der Bindung zwischen Spiegelmer und L-
Peptid, sowie Aptamer und D-Peptid wurden die Bindungskurven beider Enantiomere in dem
Diagramm gegenilbergestellt. Sowohl der Anstieg als auch der Sattigungsbereich beider
Hyperbeln sind identisch. Es konnte kein Unterschied zwischen beiden
Dissoziationskonstanten festgestellt werden, beide Enantiomere binden ihr Zielmolekil in

gleicher Weise.

IV.1.7.8 Bindung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen durch Spiegelmer ST-146

Der Beweis flr die Aktivitat des Spiegelmers ST-146 als Binder von Strep-Tag-Ill-
Fusionsproteinen ist die Erkennung eines solchen Fusionsproteins durch das Spiegelmer.
Als Fusionsprotein wurde das Fettsaure-bindende Protein (Fatty Acid Binding Protein, FABP)
gewahlt. Das 15 kDa groRe cytosolische Protein ist in vivo an der Resorption von
langkettigen Fettsauren beteiligt und wird in vitro standardisiert als Proteinmodellsystem
verwendet (155).

Zunachst sollte die Bindung des an FABP fusionierten Strep-Tag-ll gezeigt werden. Um
zusatzlich eine Aussage dartber treffen zu kénnen, ob sich Spiegelmer ST-146 sowohl zur
N-terminalen, als auch zur C-terminalen Erkennung des Strep-Tag-Il-Fusionsproteins eignet,
wurden beide Fusionsproteine zun&chst rekombinant exprimiert. Hierzu wurden zwei
Plasmide, einmal kodierend fir FABP mit N-terminal fusioniertem Strep-Tag-Il (Strep-Tag-II-
FABP) und einmal kodierend fur FABP mit C-terminal fusioniertem Strep-Tag-Il (FABP-Strep-
Tag-1l) in E.coli transformiert. Die Fusionsproteine wurden in den Zellen tberexprimiert,
anschlieend fand ein Zellaufbruch gefolgt von einer Aufreinigung mittels Strep-Tactin-
beschichteter Partikel statt. Durch diese Affinitatsaufreinigung, die auf der Interaktion
zwischen dem Strep-Tag-1l und der Strep-Tactin-Matrix beruht, konnte gleichzeitig indirekt
das Vorhandensein des Strep-Tag-1l nachgewiesen werden.

Die gereinigten Fusionsproteine Strep-Tag-II-FABP und FABP-Strep-Tag-Il wurden mittels
Filterbindungstests auf eine Bindung durch das Spiegelmer ST-146 untersucht. Hierbei
wurde der Puffer PBS-M, pH 7,4 eingesetzt.
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Abbildung IV-22: N- und C-terminale Bindung des Strep-Tag-ll durch das Spiegelmer
ST-146. Spiegelmer ST-146 bindet sowohl das N-terminal-, als auch das C-terminal
fusionierte Strep-Tag-lI-Affinitatspeptid. Als Fusionsprotein wurde jeweils FABP verwendet.
Das markierte Spiegelmer wurde in einem molaren Verhaltnis von 1:10 mit den
Fusionsproteinen inkubiert und anschlieend der an das Protein gebundene Anteil des
Spiegelmers bestimmt. Durch eine Bindung des an den Filter gebundenen Proteins werden
auch Nukleinsauren, welche ohne Protein kaum an den Filter (Matrix) binden, auf dem Filter
zurickgehalten und kénnen somit quantitativ bestimmt werden.

Der Strep-Tag-Il wird sowohl N- als auch C-terminal fusioniert durch das Spiegelmer ST-146
gebunden (Abbildung 1V-22). Die Bindung des Affinitatspeptides fusioniert an den N-
Terminus des FABP liegt hierbei mit circa 8 % etwa 2,5-fach hoher als die unspezifische
Bindung an den Filter. Die Bindung von an den C-Terminus des Proteins fusioniertem Strep-
Tag-lI-Peptid liegt mit etwa 5 % zweifach Uber der Hintergrundbindung.

Fur beide Fusionsproteine konnte eine Bindung des Spiegelmers an den fusionierten Strep-
Tag-ll festgestellt werden. Es kann somit die Aussage getroffen werden, dass ST-146 den
Strep-Tag-Il bindet, auch wenn kein freier N- oder C-Terminus des Peptides vorhanden ist.
Der Grund fiur die Differenz zwischen dem Anteil an gebundendem Spiegelmer bei N- oder
C-terminal fusioniertem Strep-Tag-Il kann hierbei nicht zweifelsfrei angegeben werden. Es
kann keine allgemeingultige Aussage dartber getroffen werden, ob das Spiegelmer den C-
terminal-fusionierten Strep-Tag-ll per se schlechter bindet, oder ob in diesem Falle eine
niedrigere Bindung ermittelt wurde, da der C-Terminus des FABP schlechter zuganglich war.
In diesem Falle wére die Verminderung der Bindung durch eine sterische Hinderung des
Spiegelmers ausgeldst worden. Die Bindung des Strep-Tag-Il durch das Spiegelmer ST-146,

sowohl N- als auch C-terminal fusioniert, kann jedoch zweifelsfrei belegt werden.
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IV.1.7.8.1 pH-Wert-Abhangigkeit der Strep-Tag-IlI-Fusionsprotein-Bindung

Fur die Bindung des Aptamers ST-146 an das D-Strep-Tag-ll-Affinitatspeptid war eine starke
pH-Wert-Abhangigkeit ermittelt worden (Abschnitt IV.1.7.6.4). Um diese Abhéangigkeit auch
fur die Bindung von Fusionsproteinen mit Strep-Tag-ll durch das Spiegelmer ST-146 zu
zeigen, wurden Filterbindungstests bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt.

Die pH-Wert-Abhangigkeit der ST-146-Bindung des ungespiegelten Strep-Tag-Il fusioniert an
FABP besteht gleichermal3en fur das Aptamer wie fur das korrespondierende Spiegelmer
(Abbildung IV-23). Mit sinkendem pH-Wert steigt die Bindung an den Strep-Tag-ll. Werden
bei pH 7,4 nur 8 % gebunden, steigt die Bindung bei einer Senkung des pH-Wertes um 0,4
Punkte auf pH 7 bereits auf 12 %. Bei einem pH-Wert von 6 werden 28 % des Spiegelmers
gebunden, was einer 3,5-fachen Bindung im Vergleich zu derjenigen bei pH 7,4 entspricht.
Eine weitere Senkung des pH-Wertes auf 5 ergibt eine Bindung von 40 % des eingesetzten

Spiegelmers.
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Abbildung 1V-23: pH-Wert-Abhéngigkeit der Strep-Tag-lI-FABP-Bindung des
Spiegelmers ST-146. Die Bindung des N-terminal fusionierten Strep-Tag-ll durch das
Spiegelmer ST-146 ist stark pH-Wert-Abhéngig. Der Anteil an gebundenem Fusionsprotein
steigt mit sinkendem pH-Wert. Die Werte wurden mittels Filterbindungstests ermittelt.
Neben der Bindung des Spiegelmers an das Strep-Tag-lI-Protein wurde die Bindung an die
Matrix, den Filter, untersucht. Die Konzentration des Spiegelmers ST-146 betrug 0,1 uM,
die des Strep-Tag-II-FABP-Fusionsproteins 1 pM.
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IV.1.7.8.2 Bestimmung der Bindungskonstante des Spiegelmers ST-146 gegen das
Strep-Tag-Il-Fusionsprotein

Sowohl fir die Bindung des Aptamers ST-146 an das D-Strep-Tag-ll-Peptid (Abschnitt
IV.1.7.6.4), als auch fir die Bindung des Spiegelmers ST-146 an das Fusionsprotein Strep-
Tag-1I-FABP (Abschnitt IV.1.7.8.1) wurde eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert ermittelt.
Daher wurde die apparente Dissoziationskonstante Ky der Bindung des Spiegelmers an das
Fusionsprotein Strep-Tag-II-FABP nicht nur fur pH 7 (Abbildung IV-24 C) ermittelt, sondern
auch fur die pH-Werte 5 (Abbildung 1V-24 A) und 6 (Abbildung IV-24 B).

Hierbei wurde das PBS-M-Puffersystem mit dem jeweils angegebenen pH-Wert verwendet.
Die Nukleinsaure hatte eine konstante Konzentration von 100 nM und wurde mit steigenden
Mengen an Strep-Tag-lI-FABP versetzt. Die ermittelten Werte der apparenten
Dissoziationskonstante der Strep-Tag-lI-Fusionsprotein-Bindung und des maximalen Anteils

an gebundenem Spiegelmer sind in Tabelle IV-5 zusammengefasst.

Tabelle IV-5: Bestimmung der Bindungskonstante von Spiegelmer ST-146 gegen N-
terminales Strep-Tag-ll-Fusionsprotein. Angegeben ist neben dem jeweils verwendeten
pH-Wert die Bindungskonstante Ky und der jeweilige Anteil an maximal gebundenem
Spiegelmer ST-146. Die Werte fassen die Resultate der Abbildung 1V-24 zusammen.

pH Kq [nM] Maximalbindung [%]
A 5 604 £ 245 47,3
B 6 507 £ 298 33,5

7 223 + 278 13,9

Eine affine Bindung des Strep-Tag-Il fusioniert an FABP fand bei jedem der eingesetzten pH-
Werte statt. Die Bindungskonstanten der Bindung liegen bei allen drei pH-Werten im
nanomolaren Bereich von 223 - 604 nM (Tabelle IV-5). Dariiber hinaus ahneln alle drei
Bindungskonstanten denjenigen, welche fir die Bindung des Spiegelmers an das L-Peptid
Strep-Tag-1l (Abschnitt 1V.1.7.7) und fir das Aptamer an das D-Peptid (Abschnitt 1V.1.7.6.1)
ermittelt wurden. Die Bindungsfahigkeit und -starke der Step-Tag-ll-Bindung durch das
Spiegelmer ST-146 wird dem zufolge nicht eingeschréankt durch die Fusion des Strep-Tag-Il
an ein Protein.

Die Menge an maximal gebundenem Spiegelmer ist bei den drei pH-Werten unterschiedlich.
Wahrend bei einem physiologischen pH-Wert von 7,0 nur 14 % des Strep-Tag-ll maximal
gebunden werden, liegt dieser Wert bei pH 6 mit 33,5 % sehr viel hdher. Bei einem pH-Wert

von 5 betragt die Maximalbindung nahezu 50 %.
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Abbildung 1V-24: Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstante fur die Bindung
des Spiegelmers ST-146 an den N-terminal an FABP fusionierten Strep-Tag-Il bei
verschiedenen pH-Werten. Die Bestimmung der Konstanten erfolgte mittels
Filterbindungstests bei den angegebenen pH-Werten. Die Werte fir die
Dissoziationskonstante Ky und die Maximalbindung sind in Tabelle IV-5 zusammengefasst.
Die Konzentration an Spiegelmer ST-146 betrug konstant 100 nM und wurde mit steigenden
Mengen an Strep-Tag-1I-FABP versetzt.
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IV.1.7.8.1 Spezifitat der Bindung von Strep-Tag-Il-Fusionsproteinen

Nachdem gezeigt wurde, dass die Spiegelmer-Bindung an das Strep-Tag-llI-Fusionsprotein
sehr affin ist und keine Reduktion der Bindung des Zielmolekiils durch die Fusion an ein
Protein festzustellen ist, wurde die Spezifitdt der Bindung ermittelt. Fur das Aptamer ST-146
konnte die hohe Spezifitdt der Strep-Tag-ll-Erkennung bereits festgestellt werden (Abschnitt
IV.1.7.6.2), nun sollte gezeigt werden, dass auch die Bindung des Spiegelmers an das Strep-
Tag-ll-Fusionsprotein  spezifisch ist. Hierzu wurden Proteine mit verschiedenen

isoelektrischen Punkten (Tabelle IV-6) eingesetzt.

Tabelle 1V-6: Ausgewadahlte Eigenschaften der fir den Spezifittstest des
Spiegelmers ST-146 eingesetzten Proteine.

Gruppe / Vertreter Molektal(aDrg)ewicht Isoelektrischer Punkt
Strep-Tag-lI-FABP 16,8 6,4
BSA 66,4 5,6
Thrombin 37 7,1
E.coli Extrakt Gemisch Gemisch

Die unspezifische Bindung dieser Proteine durch ST-146 wurde bei verschiedenen pH-
Werten evaluiert. Neben BSA wurde Thrombin verwendet, dessen isoelektrischer Punkt im
neutralen Bereich liegt. Zudem wurden Proteine aus einem E.coli Extrakt eingesetzt, die eine
Mischung verschiedener isoelektrischer Punkte darstellen und sich somit fur die
Untersuchung von unspezifischer Bindung bei verschiedenen pH-Werten eignen. Die
Bindung dieser Proteine wurde der Bindung des Strep-Tag-II-Fusionsproteins bei pH 7,6 und
5 gegeniibergestellt (Abbildung IV-25).

Die Experimente zur Evaluation der Spezifitatt des Spiegelmers wurden mittels
Filterbindungstests durchgefihrt. Die Konzentration des Spiegelmers ST-146 betrug 0,1 pM
und die Konzentration aller eingesetzten Proteine, auch des Proteingemisches aus dem
E.coli Extrakt, 0,11 pg/pl.

Die Bindung des SP-146 an den Strep-Tag-Il bei pH 7 ist hochspezifisch, hier ist keine
Bindung anderer Proteine zu erkennen. Im Falle der Bindung an BSA trifft diese Aussage
auch auf die pH-Werte 5 und 6 zu, hier ist ebenfalls keinerlei von der Bindung an die Matrix
abweichende Bindung zu verzeichnen. Wird ein Protein mit einem isoelektrischen Punkt im
physiologischen pH-Bereich, wie Thrombin, eingesetzt ist ein leichter Anstieg der

unspezifischen Bindung bei den pH-Werten 5 und 6 festzustellen.
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Abbildung 1V-25: Spezifitdt der Erkennung von Strep-Tag-ll-Fusionsprotein durch das
Spiegelmer ST-146. Die Bindung des Spiegelmers ST-146 ist hochspezifisch. In
Filterbindungstests wurde die Bindung des Spiegelmers bei pH 5-7 an verschiedene
Proteine (Tabelle 1V-6) ermittelt und der Bindung an das Strep-Tag-ll-Fusionsprotein
gegenltbergestellt. Durch die Auswahl der Proteine konnte ausgeschlossen werden, dass
die Spezifitat der Strep-Tag-ll-Fusionsprotein-Erkennung nur auf Grund von
Ladungsverteilungen besteht, welche sich mit Verschiebungen des pH-Wertes andern. Die
Menge aller eingesetzten Proteine entsprach jeweils 0,11 pg/upl, das Spiegelmer ST-146
wurde mit einer Konzentration von 0,1 uM verwendet. Als Matrix wurden Filter eingesetzt.

Der groRte Anstieg an unspezifischer Bindung bei sinkendem pH-Wert tritt im Falle der
Proteine des E.coli-Gemisches auf. Bei jeder Senkung des pH-Wertes um einen Punkt
werden 2 % zusétzlicher unspezifischer Bindung detektiert. Allerdings liegen diese Werte
weit unter dem Zuwachs der Bindung des Spiegelmers ST-146 an das Strep-Tag-II-
Fusionsprotein.

Im Gesamten ist die Spezifitdt der Strep-Tag-ll-Fusionsprotein-Bindung durch Spiegelmer
ST-146 bei pH 7 am hochsten. Bei diesem pH-Wert kann keine Bindung anderer Proteine
festgestellt werden. Bei Senkung des pH-Wertes um einen Punkt auf pH 6 steigt die Bindung
des Strep-Tag-ll-Fusionsproteins, aber auch sehr leicht die unspezifische Bindung von
Proteinen mit isoelektrischen Punkten im neutralen oder positiven Bereich. Bei pH 5 ist die
Bindung des Strep-Tag-lI-Fusionsproteins am hdchsten, allerdings ist auch die unspezifische
Bindung von Proteinen mit isoelektrischen Punkten im neutralen oder positiven Bereich
hoher als bei pH 6 und 7.

IV.1.7.8.2 Bindung von Strep-Tag-llI-Fusionsprotein aus einem E.coli Extrakt

Die Bindung des Spiegelmers ST-146 wurde zuséatzlich bei gleichzeitiger Anwesenheit der
verschiedenen Proteine aus einem E.coli-Extrakt analysiert. Dieses Experiment simuliert

somit die Bedingungen bei einer spateren Anwendung des Spiegelmers ST-146 zur
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Detektion oder Affinitatsaufreinigung: die Erkennung eines Strep-Tag-ll-Fusionproteins aus
einem Gemisch anderer Proteine.

Es wurde das Proteingemisch eines E.coli-Extrakts eingesetzt und die Strep-Tag-II-Bindung
mittels Bindungstests mit Filtern analysiert. Die Konzentration des Spiegelmers ST-146
betrug 0,1 uM und die der Proteine 0,11 pg/ul. Die Bindung wurde bei den pH-Werten 5, 6
und 7 ermittelt.

50 1

40 4

30 4

20 4

Bindung [%]

10 A Il Matrix
[ E.coli-Extrakt

I Strep-Tag-Il-FABP
und E.coli Extrakt

pH5 pH 6 pH7

Abbildung IV-26: Bindung des Strep-Tag-ll-Fusionsproteins aus einem Gemisch
unterschiedlicher Proteine. Trotz der Anwesenheit der Proteine aus einem E.coli-Extrakt
bindet das Spiegelmer ST-146 das Strep-Tag-ll-Fusionsprotein. Die Bindung wurde mittels
Filterbindungstests ermittelt. Die Konzentration des Spiegelmers betrug 0,1 uM, Proteine
wurden mit einer Konzentration von 0,11 pg/ul eingesetzt. Bei dem verwendeten
Fusionsprotein handelte es sich um FABP mit N-terminal fusioniertem Strep-Tag-Il. Als
Matrix wurden Nitrocellulose-Filter verwendet.

Das Spiegelmer ST-146 ist auch bei der Anwesenheit anderer Proteine in der Lage das
Strep-Tag-ll-Fusionsprotein zu binden (Abbildung 1V-26). Die Anwesenheit des E.coli
Proteingemisches beeintrachtigt nicht die affine Erkennung durch das Spiegelmer. Durch
dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass ein Einsatz des Spiegelmers zur Detektion

von Strep-Tag-llI-Fusionsproteinen aus Proteingemischen maglich ist.
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IV.1.8 SPIEGELMERE GEGEN DEN SPIEGEL-TAG
IV.1.8.1 Spiegel-Tag-SELEX

Fir die Selektion von Aptameren gegen das gespiegelte Spiegel-Tag-Peptid wurden
identische Konditionen wie fiur die Strep-Tag-lI-SELEX (Abschnitt 1V.1.7.1) gewahlt. Als
Puffer wurde ebenfalls PBS mit 1 mM Magnesiumchlorid und 0,05 % Tween 20 eingesetzt.
Es wurde die K2-DNA-Bibliothek verwendet und die Separierung und Verarbeitung
bindender Molekule wahrend der Selektionsrunden verlief analog zur Selektion Strep-Tag-II-
bindender Aptamere.

Um den Selektionsdruck wahrend der SELEX zu erhOhen, wurden verschiedene
MalRnahmen zur Steigerung der Stringenz eingefiihrt (Tabelle IV-7). So wurde die
Konzentration der DNA-Bibliothek und die des Peptides verringert. Das Verhaltnis zwischen
eingesetzter DNA- und Peptidmenge wurde vergroRert, wodurch vor allem in den letzten

Selektionsrunden weniger Peptidmolekile um die vorhandenen DNA-Molekiile konkurrierten.

Tabelle 1V-7: Stringenzerhohung wéhrend der Spiegel-Tag-SELEX. Die Konzentration
der DNA-Bibliothek wurde ebenso wie die des Peptides im Verlauf der Selektion reduziert.

Runde der in c(DNA) c(D-Spiegl-Tag) Verhéltnis
vitro Selektion [nM] [nM] DNA : Spiegel-Tag
1 1000 200 5:1
2 750 1500 1:2
3 500 500 1:1
4 500 500 1:1
5 250 100 2:1
6 200 75 2:1
7 166 33 3:1
8 166 33 3:1

Wahrend des Verlaufs der ersten vier Selektionsrunden konnte kein Ansteigen der Bindung
an das Peptid verzeichnet werden (Abbildung IV-27). Ab Runde zwei wurde eine
Praselektion gegen Streptavidin beschichtete magnetische Partikel durchgefiihrt. Die
Bindung an diese Partikel lag wéhrend der ersten vier Runden Uber der Bindung an das
Peptid. In Runde flinf stieg die Bindung an das Spiegel-Tag-Peptid auf 1,9 % an. In Runde
sechs betrug die Bindung bereits 3,6 % und erreichte mit 7,9 % das Maximum in Runde
sieben. Die Werte der Bindung innerhalb der Praselektion dagegen fielen ab Runde vier
kontinuierlich ab, bis der niedrigste Stand in Runde sieben mit 0,7 % erreicht wurde.

Nach Runde sieben konnte kein weiterer Anstieg der Bindung an das Spiegel-Tag-Peptid

verzeichnet werden, wahrend die Werte fur die Praselektion wieder anstiegen. Daher wurde
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die angereicherte DNA-Bibliothek der siebten Runde analog zum Vorgehen im Falle der
Strep-Tag-II-SELEX kloniert.

10 1

4_
[ Matrix
5 Il D-Spiegel-Tag
N n d
5 6 7 8

1 2 3 4

Bindung [%]

Runde der in vitro-Selektion

Abbildung 1V-27: Anreicherung von Aptameren gegen das Spiegel-Tag-Peptid.
Innerhalb von acht Runden der in vitro Selektion wurden DNA-Aptamere gegen das Peptid
angereichert. Ab der zweiten Runde wurde eine Préaselektion gegen Streptavidin-
beschichtete magnetische Partikel durchgefihrt.

IV.1.8.2 Primarstrukturanalyse Spiegel-Tag-bindender Aptamere

48 Sequenzen der vereinzelten Aptamere der angereicherten Bibliothek der siebten Runde
der Spiegel-Tag-SELEX wurden mittels des Programmes Geneious auf Homologien
untersucht. Nur der Zufallsbereich der Sequenzen, ohne die Primer- und
Primerbindungsbereiche der Aptamere, wurde fir die Analyse eingesetzt.

Die Sequenzen der 48 Klone gehen auf 13 verschiedene Sequenzen zuriick. Zwei der
Sequenzen kommen jeweils nur einmal vor, daher wurden alle Sequenzen in elf
verschiedene Gruppen (Al - G) und zwei Einzelsequenzen eingeteilt (Abbildung IV-28).

Funf der 13 unterschiedlichen Sequenzen sind einander sehr &hnlich, weisen jedoch
Sequenzabweichungen an mehr als einzelnen Nukleotidpositionen auf. Daher wurden sie in
eine Gesamtgruppe A mit den Untergruppen Al bis A5 eingeordnet. Die Sequenzen der
Untergruppen eins bis finf der Gruppe A sind innerhalb der einzelnen Untergruppe jeweils
Klone derselben Sequenz und unterscheiden sich nur an einzelnen Positionen. Fur die
gesamte Gruppe A konnte eine Konsensussequenz der funf unterschiedlichen Sequenzen
gefunden werden, wobei Abweichungen von dieser in Grau dargestellt sind. Vor allem im 5

Bereich der Sequenzen gibt es eine groRe Ahnlichkeit der Sequenzen untereinander.
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SP-14  TREGGAGEBEAG! GGH-B8GG-GAGAGEIGGRGE G AGC MR CEATATERIG - GAGG BTG GCIGGHG -GCEGGCIMAGCIIMIGGA

SP-33 GGREBGGAGEEAGIGGT-EGG-GAGAGEIGGEGETTG AGCETTETECEEATATERTG - CAGGETG GGIGG TG -GG EGGG ITAGGETTECGR

SP-38 GGREGGAGEE!GIG I-8GG-GAGAGEIGGEGETTG AGCETTETECEATATEOTG - CACG BTG GGIGGHG -GG EGGG ITAGG ITTECGA

TBEGGAGEEAGTGGT-EGG -GAGEGETGGEGETTC AGCETTCTCCCATATERTG - CAGG BTG GGIGG TG -GCEGGGC TAGGPTTEGCA
LBEGGAGEEAGTGGT-EGG -GAGAGEBIGGEG BTG AGGETTETECCATATERTG - CAGG BTG GGIGG TG -GCIGGGTTAGG PTTEGGA (1)

GGREGGAGEEAGEGGT -GG -GAGAGEIGGEGETTG AGCETTETEEEATA CBCTG - CACG BTG GGIGG TG -GCEGGCITACC FITECCA
TBEGGAGEEAGEGGE-8GG -GAGEGETGGIEG BTG AGCETTETCECATATERTG - BAGG BTG GGIGG NG -GCRGGCPTAGC MITEGCA

GGREGGAGEEAGIG G:—[;G—GEE-SGIS-SIGG—C-; -‘;G‘;GGRSGE-GGGGG-;G-SG=

ARGCTGGG CGGGHGE TGGG °
A “GCTGGCC\;GGICC TGGG‘;I

TGTG rGl?v'
TGTGTG

AGT 5G T W1C
AG”G"CI?CCGI-TGE-GKS GEGETEEG—CG"-“ 2G-BTT

SP9  MGGGMGGHGGGGMNEG GG GRAEGHGEG G G TS G MNSHAG I G B G EG BIG G NG GG BHG GBIG ARG G C BEBAINIS
sP-21  [EGGGIGGHGGGGINNG GG GABNGHEG G G MG G INNGHIAG NI G B GEG BIBG GINEEG GG GG GBIG ARG AG G CEBANIG
SP-35  [MGGGHGGHMGG GG MG G G GREGEG G C MG G MMNEHTAIG I G R GAG BiliG G INEIG GG BiG GIBIC NG A C BEBAITS
sP46  MGGGMGGHGGGGMNEG G GGHEGEEG G G MG G MNNGHIAG NI G A GAG BEIG GINMIG GG BING GBC ARG AG C BEGAINIS
sP-47  [GGGIEG GGG GGIMNEG G G GHEGIEEIG G G MBI G INHEHTAIG NI G A G AG BIG G ININIG G G G GIBIG ARG AlG C BRI
SP64  [MGGGEGGHG GGG MNEG G G GREGEEG G G TSN G MMRGHTAIG NI G A GG BISIG GINNEG GG BHG G BIG ARG AG C BRGNS e
SP-74  [GGGINGGHG GGG MNEG G G GREIGIEG G G MBI G INRGHAG NI G B GG BIBIG GINNEG GG BIlG GBIG ARG AG C BEGAINIE

sP-77  [BGGGIEG GGG GG MG G G GREGNEG G G NS G MMNEHEAIG Il G A G AIG BIliG G HNNEG GG BENG GI8IG AHIG AIG C BEBAIEIE
SP82  [MGGGMGGHGGGGMNEG G GGRBGEEG G G NUAANGMNIGITAG ~ MG GG BEIG GINMIG GG BIlG GBIGARIG AG C BEBANIS
SP90  [MGGGIEGGIGGGGINEGGGGH T GG G G TSN G INNGHAG NI G GG BEiG GINNEG GG BIlG GBIG ARG NG C BN

SP-10 MGABINGHGEBAGEGENG GG GHGGGHGEG GG G GSMMNNA G MG G I T GECEA
SP-13 G G BN GBI Gl GIBEG G G GHIG G G GIIG Gl G G G BMNNEA G MG GINIG GG EA
sP-48 [ GAIGHTGET GIBIAIG Il GIBNEG G G GG G G GG GG G G NNEEA G BN G NI G GG A
sP-68 [ GAGNNEI GBAGEGEG GG GG GGHGEG GG G G BINNEA T GGG GRCEA
sP-76 HMGAEIGHGEAGEGENEGGGGHGGGHGEG GGG GENNERA T T MGG GECER
sp-92 [MGABIENGEAGEGEINGGGGMGGGIGEG GGG GENNNIA GRS GINIG GHCEA

©

SP-17 GG GUEERNNINTIGSAR G INININN G G ATRIN G FGHTRININ G I G G G GG G INGRI G B G BRI G G BB G G G GIBHDIGHA G NG G INNNIG G B G A TG AT
SP-53 GG GUESIA C SRR G TNESI] G G AN G AT G IS G G G GG G TG G 8 G IBHI G G BB G G G G BTG G NG G AN G B G AN A
SP-70 GG G ENERNINR ) FNINENN G (G T G P G N G G G G G IO 8 G G G G SN G G G G BIBR G NG G I G B G A

SP-3  MGGGIMEGGGGHGHRAMNGG GG GREGGG 6 GEMGCHGMMNCHCANIACIE
SP-11 MGGGIMIGGGGMGHANGGGRNG GRNGG GG CANGCHGNNMCACAIACIE
SP-63 GGG GGG GHGHANGGCEEMNGGRNGG GG CANGCCHCINNICACAIIACTE

SP-2  |NBNEEAG GG GHNENG G GEMIGIEECEGHGHG GIENNSANNG G INNNI G INCEICH
SP-5  NNNINEAG GG GINNIG G GIS G GEGH GG GBI G G NN C IS B GR

© & ® | ©

sP-25 GHGEAEEINIGHEG G GINIG GINIGAMG G GINEG GG CNNIABES G C I ASHNIE
SP-1 GEIGIFAREGINIGEG G GINIG GINIGAMNG G GINEG GG G AN

sp-73  BAGIEGTGEAGHGENGGGGEG GCRGHGGEGGCENIATTIENGIIGCICEABIGCEAGCABATCBAACENIGCACABEGGTATGCE

SP-34  BGIBIGHIAM G GRG0 G GITAAR G NN G NG G BINE G G GG IMAMANG GEIG

Abbildung 1V-28: Primarstrukturanalyse Spiegel-Tag-bindender Aptamere. Die
vereinzelten Aptamere der angereicherten Bibliothek der siebten Runde der in vitro
Selektion wurden auf Homologien im Zufallsbereich der Bibliothek untersucht. Die Aptamere
konnten in sieben verschiedene Gruppen (A - G) eingeteilt werden. Die Sequenzen der
Gruppen B bis G und der Untergruppen Al bis A5 unterschieden sich innerhalb der
jeweiligen Gruppe nur durch Basendeletionen, -insertionen oder -substitutionen an
einzelnen Stellen der Sequenzen. In der Gruppe A sind die Unterschiede zwischen den
Sequenzen groler, daher erfolgte eine Unterteilung der Gruppe A in die Untergruppen Al -
A5. Alle Untergruppen von Gruppe A besitzen ahnliche Sequenzbereiche. Die Farben
entsprechen den vier Desoxynukleotiden: gelb = G, griin = T, rot = A, blau = C. Nukleotide
in Grau entsprechen einer Abweichung von der Konsensussequenz der jeweiligen Gruppe.

Die Sequenzen der Gruppen B bis G unterscheiden sich intern nur durch Unterschiede in
einzelnen Positionen der Sequenzen, sie stammen jeweils von einer Sequenz ab.

Auffalligkeiten bestehen vor allem hinsichtlich des hohen Anteils an Desoxyguanosinen in
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allen Sequenzen. Des Weiteren weicht die Gesamtlange der Sequenzen stark voneinander
ab. Einen Uberblick Uber verschiedene Parameter wie Molekillange oder G-Anteil der in
Abbildung IV-28 dargestellten Sequenzgruppen ist in Tabelle IV-8 dargestellt.

Tabelle 1V-8: Charakteristika der Primarsequenz. Die Tabelle fasst verschiedene
Eigenschaften der in Abbildung 1V-28 dargestellten Sequenzen zusammen, welche aus der
in vitro Selektion gegen den Spiegel-Tag gewonnen wurden.

Gruppe / Vertreter dg\rni?:rie Hé“[f,‘/(‘;’]ke“ L?:t%]e énf()?:]l

1 SP-14 9 18,8 125 39,2

Gruppe A 2 SP-31 4 8,3 121 36,4
3 SP-56 3 6,3 91 30,8

4 SP-36 2 4,2 120 39,2

5 SP-50 2 4,2 90 32,0

Gruppe B SP-9 10 20,8 150 40,9
Gruppe C SP-13 6 12,5 95 40,0
Gruppe D SP-17 3 6,3 126 31,0
Gruppe E SP-3 3 6,3 63 38,9
Gruppe F SP-2 2 4,2 90 35,6
Gruppe G SP-1 2 4,2 90 35,6
SP-73 1 2,1 121 36,4

SP-34 1 2,1 90 32,2

Klon SP-9 aus Gruppe B ist mit 20 % die am haufigsten auftretende Sequenz in der
angereicherten Bibliothek der siebten Runde. Auch SP-14 aus Gruppe Al ist mit rund 20 %
haufig vertreten. Beziglich der Haufigkeit folgen Aptamere des Typs SP-13 aus Gruppe C
mit einem 12 %igen Anteil an allen Sequenzen. Alle weiteren Klone kamen mit einer
Haufigkeit von unter 10 % in der angereicherten Bibliothek der siebten Runde vor, die
Sequenzen der Gruppen F und G nur zweimal und die Aptamere SP-73 und SP-34 traten
einmal auf.

Bei einer statistischen Verteilung aller vier Nukleotide musste der Wert fiir den Anteil eines
Nukleotides bei etwa 25 % liegen, jedoch zeigen Aptamere héaufig einen besonders hohen
Anteil an Guanosinen innerhalb ihrer Sequenzen. Auch bei dieser Selektion wurden
besonders G-reiche Aptamere selektiert. Hierbei hebt sich vor allem Gruppe B von der
Gesamtheit der Sequenzen ab, die elf Sequenzen haben einen G-Anteil von tber 40 %. Mit
einem G-Anteil von 31 % besitzt das Aptamer SP-56 den niedrigsten Desoxyguanosingehalt,
dieser Wert liegt jedoch immer noch 6 % lber dem statistischen Mittelwert.

Weiterhin war die unterschiedliche Lange der Sequenzen aufféallig. Ausgehend von der K2-

DNA-Bibliothek mit einer Molekullange von 100 Nukleotiden wurden Aptamere in einem
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Langenbereich von 63 Nukleotiden (Aptamere des Typs SP-3 aus der Gruppe E) bis 150
Nukleotiden (Aptamere des Typs SP-9 aus der Gruppe B) selektiert. Der Grund fir diese
Varianz beziglich der Molekillange ist vermutlich in der Polymerasekettenreaktion zu
suchen. Durch bestimmte Sekundérstrukturen innerhalb der variablen Bereiche der
Aptamere kann es entweder zu einem ,Uberspringen’ von Resten kommen, hierbei
besonders bei GC-reichen Sequenzen (197). Dies resultiert in einer verminderten Lange des
Amplifikates. L&ngere Konstrukte entstehen bei der Hybridisierung von Templaten mit
Templaten wéahrend des Annealing-Schrittes. Diese werden anstelle der Primer
anschliel3end verlangert, wodurch es im Gesamten zu einer Verlangerung der Molekile
kommt (201).

Durch ein erneutes Gruppieren der 13 verschiedenen Sequenzen zur ldentifikation eines
gemeinsamen Bindungsmotives konnte kein Motiv entdeckt werden, welches von allen
Aptameren geteilt wird. Daher wurden alle 13 Aptamere in Bindungstests auf eine Bindung

an das Spiegel-Tag-Peptid untersucht.
IV.1.8.3 Bindungsaffinitaten der Spiegel-Tag-Aptamere

Alle 13 verschiedenen Sequenzen wurden auf ihre Bindungsaffinitaten mittels des
Bindungstests mit magnetischen Partikeln untersucht. Das molare Verhaltnis von Aptamer zu

Spiegel-Tag betrug jeweils 1:1 bei einer Konzentration von 0,1 uM.

Bindung [%]

[ Matrix
I D-Spiegel-Tag

Klon / Gruppe

Abbildung 1V-29: Bindungsaffinitaten der Spiegel-Tag-bindenden Aptamere. Mittels
Bindungstests mit magnetischen Partikeln wurde die Bindung aller erhaltenen
verschiedenen Sequenzen untersucht. Als Kontrolle K1 diente die unangereicherte
Bibliothek. Neben der Bindung an das Peptid wurde die Bindung an Streptavidin-
beschichtete Partikel (Matrix) untersucht.
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Alle Aptamere der Gruppe A binden das Spiegel-Tag-Peptid (Abbildung 1V-29) im Vergleich
zur Matrix und der Kontroll-Bibliothek. Mit 6,5 % binden Aptamere des Typs SP-14 am
besten. Diese waren auch haufig in der angereicherten Bibliothek vertreten. Da alle
Aptamere der Gruppe A an das Zielmolekdl binden, ist das Bindungsmotiv wahrscheinlich in
dem Sequenzbereich vertreten, den alle Aptamere der Gruppe A teilen. Die Aptamere der
Gruppen C und D binden ebenfalls mit 5 % und etwa 3 % das Peptid Spiegel-Tag. Keine
oder kaum eine Bindung des Peptides konnte bei den Aptameren der Gruppen B, E, F und G
festgestellt werden. Hierbei lag die Bindung des Peptides entweder genauso hoch oder nur
wenig Uber der Bindung des Aptamers an die Streptavidin-Matrix oder entsprach jener der
unangereicherten Bibliothek.

IV.1.8.4 Aptamer SP-56

Aptamer SP-56 wurde fir alle weiteren Schritte ausgewahlt. Dieses Aptamer der Gruppe A3
erreichte im Bindungstest das zweitbeste Ergebnis. Die Bindung des Aptamers SP-14 lag
zwar Uber der Bindung von SP-56, allerdings ist SP-14 mit 125 Nukleotiden deutlich langer
als SP-56. Fir eine spéatere Synthese der Aptamersequenz als Spiegelmer missen jedoch
auch die Kosten der Synthese im Blick behalten werden. Daher wurde Aptamer SP-56
ausgewahlt, da es eine hohe Bindung und gleichzeitig eine vergleichsweise moderate

Molekillange aufweist.

IV.1.8.4.1 Sekundéarstrukturanalyse des Aptamers SP-56

Die Hybridisierungsbereiche des Aptamers SP-56 wurde mittels des Programmes Mfold
unter Benutzung des Zuker-Algorithmus vorhergesagt (198). Die Faltung des Molekiils wurde
bei den Konditionen 137 mM Natriumchlorid und 1 mM Magnesiumchlorid bei einer
Temperatur von 23°C bestimmt. Fir die Analyse der Sekundarstruktur des Aptamers SP-56
wurden auch die Primer- und Primerbindungsbereiche des Molekuls mit einbezogen.
Aptamer SP-56 besitzt vier kleine Haarnadelstrukturen (Abbildung 1V-30). Ein kurzer
doppelstrangiger Bereich geht hierbei jeweils in eine Schleife Uber. Die beiden kleinsten
Haarnadeln des Molekuls befinden sich im 5- und im 3‘-Bereich der Sequenz und die
Schleifen dieser Haarnadeln umfassen jeweils vier Nukleotide. Die zwei grol3eren
Haarnadeln befinden sich im Zufallsbereich der Sequenz. Die erste grol3e Haarnadel vom 5'-
Ende gesehen umfasst funf komplementare Basenpaare des Stammes der Haarnadel, die
Schleife geht in vier Nukleotide Uber. Die naher am 3‘-Ende befindliche groRe Haarnadel ist
die groé3te des gesamten Molekils mit acht Nukleotiden des Stammes und 12 Nukleotiden in
der Schleife.
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Die Anzahl aller auftretenden Basenpaare in doppelstrangigen Bereichen betragt flr das
gesamte Molekil lediglich 14, daher liegt der Wert der Freien Energie bei -10,08 kcal/mol.
Aptamer SP-56 besitzt im Gesamten eine eher ungefaltete Form, welche durch das Fehlen
langer doppelstrangiger Bereiche charakterisiert werden kann.

Abbildung 1V-30: Sekundéarstruktur des Spiegel-Tag-bindenden Aptamers ST-56. Die
Vorhersage der Hybridisierungsbereiche und die Ermittlung der Freien Energie fur diese
Faltung erfolgte mittels des Programmes Mfold. Dargestellt ist nur die thermodynamisch
stabilste Faltung des Molekdls.

G-Quadruplexmotive des SP-56

Die Sequenz des Aptamers SP-56 ist guanosinreich. Auf3erdem ist SP-56 trotz des Fehlens
von ausgepragten Sekundéarstrukturbereichen in der Lage das Zielmolekil Spiegel-Tag affin
zu binden. Programme zur Sekundarstrukturvorhersage wie Mfold treffen keine Aussage
Uber das Vorhandensein des bei Aptameren haufig auftretenden Strukturmotivs des G-
Quadruplexes. Daher wurde eine Analyse mit Hilfe des Programmes Quadfinder
durchgefuhrt, um mdégliche G-Quadruplexmotive innerhalb des Molekils zu ermitteln.

Das Aptamer SP-56 besitzt zwei potentielle G-Quadruplexmotive (Abbildung 1V-31)
entsprechend der Formel G,X,G,X,G.X,. Beide Formationen gehen auf dieselbe Sequenz
zurlck, da jedoch ein G-Paar ein benachbartes G enthélt, kann dieses entweder der ersten
oder der zweiten Schleife zugeordnet werden. Die G-Quadruplexe befinden sich auRerhalb
der Primer- und Primerbindungsbereiche in der variablen Region des Aptamers. Involviert

sind die Nukleotide der zwei groReren Haarnadelstrukturen.

89



ERGEBNISSE

5-GGTGTGGGCTGGCGATTGAGG-3"

G

T
-

c_-o-»m -

‘m
o= €0

G

L

g 2 5-GGTGTGGGCTGGCGATTGAGG-3"

G

AN

) %o
u_-m-)c)-u"

Q‘O
=0 €0

Q=

o
(
'

Abbildung IV-31: G-Quadruplexmotive des Aptamers SP-56. Die Gesamtsequenz des
Aptamers SP-56 wurde auf das Vorhandensein von charakteristischen Anhaufungen von G-
Paaren oder -tripletts untersucht. Zwei potentielle G-Quadruplexmotive wurden identifiziert,
welche aus vier G-Paaren bestehen. Beide Motive liegen innerhalb des variablen Bereiches
der Sequenz. Der Bereich des G-Quadruplexes ist in der Sekundarstruktur (links) grin
eingefarbt. Die zwei mdglichen G-Quadruplexe sind schematisch im rechten Bildabschnitt
dargestellt und unterscheiden sich nur durch ein G, welches entweder der Schleife 2
(oberes Modell) oder der Schleife 1 (unteres Modell) zugeordnet wurde. Die schematische
Abbildung der G-Quadruplexformation ist abgeleitet von Burge et al. (180), es wurde eine
antiparallele Struktur als Beispiel ausgewahlt. Die Farbverteilung entspricht in den
Sequenzen und in der schematischen Abbildung: gelb = G-Paare des G-Quadruplexes, grin
= Schleife 1, blau = Schleife 2, rot = Schleife 3.

IV.1.8.4.2 Bestimmung der Dissoziationskonstante des Aptamers SP-56

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante Ky des Aptamers SP-56 an das Spiegel-Tag-
Peptid erfolgte mittels des Bindungstests mit Streptavidin-beschichteteten magnetischen
Partikeln. Konstante Mengen des Aptamers wurden bei einer Konzentration von 100 nM mit
steigenden Mengen an Peptid versetzt und anschlieend der Anteil an gebundendem
Aptamer bestimmt. Die konzentrationsabhangige Bindungskurve wurde unter der Annahme
eines 1:1-Bindungsprozesses mit Hilfe des Programmes SigmaPlot erstellt. Zuséatzlich
erfolgte die Bestimmung des Kyq-Wertes fir die unangereicherte DNA-Bibliothek K2, welche
in die erste Runde der in vitro Selektion eingesetzt worden war.

Die Bindungskurve folgt dem Verlauf einer Hyperbel. Bei steigender Konzentration an
Spiegel-Tag-Peptid steigt auch die Menge an gebundenem Aptamer, bis ein Bereich der
Sattigung erreicht wird (Abbildung 1V-32). Fir die Bindung des Aptamers SP-56 an das

Spiegel-Tag-Peptid konnte eine Bindungskonstante von 583 + 120 nM ermittelt werden.
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Abbildung IV-32: Bestimmung der Bindungskonstante von Aptamer SP-56 an das
Spiegel-Tag-Peptid. Aptamer SP-56 bindet mit einem Ky-Wert von 583 = 120 nM das
Zielmolekul Spiegel-Tag. Im Vergleich dazu wurde die Bindungskonstante der
ERﬂangereicherten Bibliothek vor der ersten Selektionsrunde bestimmt. Diese betrug 11,6
Die hohe Bindungsaffinitat des Aptamers wird verdeutlicht durch einen Vergleich mit der
Bindung der unangereicherten DNA-Bibliothek K2 an das Peptid. Die Bindung der Bibliothek
steigt jedoch ebenfalls bei niedrigen Konzentrationen zunéchst leicht an. Dies verdeutlicht
die relativ hohe unspezifische Bindung der DNA-Bibliothek an das Spiegel-Tag-Peptid,
welche schon wahrend der in vitro Selektion festgestellt wurde. Grund hierfir ist der
isoelektrische Punkt des Peptides Spiegel-Tag im alkalischen Bereich. Im Gesamten liegt die
Bindung der Bibliothek jedoch um GroRRenordnungen unter der des Aptamers. Die Bindung

der Bibliothek ist mit einem Wert von 11,6 uM 20-fach schwacher.

IV.1.8.4.3 Abhangigkeit der Bindung des SP-56 vom pH-Wert

Die Bindung des SP-56 an das Zielmolekul Spiegel-Tag wurde auf eine Abhangigkeit vom
pH-Wert des Puffers untersucht. Hierzu wurden Bindungstests mit magnetischen Partikeln
durchgefuhrt. Als Puffer wurde der PBS-MT-Puffer mit verschiedenen pH-Werten verwendet.
Das Aptamer SP-56 wurde mit einer Konzentration von 0,1 uM im Verhéltnis 1:2 mit dem
Spiegel-Tag-Peptid inkubiert und anschliel3end die Menge der gebundenen DNA ermittelt.

Die Bindung des SP-56 ist stark vom pH-Wert des Puffers abh&ngig (Abbildung IV-33). Sinkt
der pH-Wert der Losung, steigt der Anteil an gebundenem Aptamer. Bei pH 8 werden 8,4 %
SP-56 gebunden, bei einer Senkung des pH-Wertes um einen Punkt auf pH 7 bereits
13,7 %. Wird der pH-Wert auf pH 6 gesenkt, steigt die Bindung auf 22 %, bei pH 5 binden
30 % SP-56. Der hochste Wert der SP-56-Bindung wird bei pH 4 mit 40 % Bindung erreicht.
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Allerdings ist bei den beiden Extrema der hier verwendeten pH-Werte, bei pH 4 und pH 9,
auch die Bindung an die Streptavidin-Matrix mit 20 % und 16 % sehr hoch. Diese
unspezifische Bindung an die Matrix ist zwischen pH 5 und pH 7 am niedrigsten.

50 4

40 +

30 4
20 4
10 A
[ Matrix
I Spiegel-Tag
0
pH4 pH5 pH 6 pH7 pH8 pH

Bindung [%]

9

Abbildung 1V-33: PH-Abhangigkeit der Bindung von SP-56 an den Spiegel-Tag. Mittels
Bindungstests mit magnetischen Partikeln wurde die pH-Wert-Abhangigkeit der Bindung von
SP-56 an den Spiegel-Tag evaluiert. Die Bindung ist stark vom pH-Wert abhéngig, mit
sinkendem pH-Wert steigt auch die Menge an gebundener DNA. Als Matrix wurden
Streptavidin-beschichtete Partikel verwendet.

Wie bereits bei ST-146 gegen das Strep-Tag-Ill-Affinitatspeptid besteht eine grofRe
Abhangigkeit der Bindung vom pH-Wert. Vor allem der Anteil an maximal gebundener DNA
steigt bei sinkendem pH-Wert stark an. Wie auch bei ST-146 kénnte diese Eigenschaft bei
der Elution des Spiegelmers von dem Zielmolekll ausgenutzt werden, da eine Steigerung

des pH-Wertes mit einer starken Abnahme der Bindungsfahigkeit des SP-56 einhergeht.
IV.1.8.5 Spiegelmer SP-56

Nachdem die Bindung des Aptamers SP-56 und verschiedene Charakteristika des Molekuls
untersucht worden waren, wurde die Dissoziationskonstante Ky auch fir das
korrespondierende Spiegelmer SP-56 ermittelt. Das Vorgehen zur Ermittlung der Konstante
erfolgte analog zu dem fur das Aptamer SP-56. Um die Bindungskurven und Ky-Werte des
Spiegelmers SP-56 und des korrespondierenden Aptamers SP-56 vergleichen zu kdnnen
wurden beide Bindungskurven in einem Diagramm aufgetragen (Abbildung IV-34).

Die Bindungskonstante Ky der Bindung des Spiegelmers SP-56 an das ungespiegelte Peptid
Spiegel-Tag in der L-Konformation betragt 512 + 121 nM. Die Bindung des Spiegelmers
gleicht somit der des korrespondierenden Aptamers SP-56 an das D-Spiegel-Tag-Peptid.
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Sowohl die Form der hyperbolischen Bindungskurven, als auch die Kyi-Wert beider

Enantiomere sind gleich.
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Abbildung 1V-34: Bestimmung der Dissoziationskonstante Ky flir das Spiegelmer SP-
56 gegen das Spiegel-Tag-Peptid. Zur Ermittlung der Bindungskonstanten wurden bei
einer konstanten Konzentration von 100 nM Spiegelmer SP-56 steigende Konzentrationen
an Spiegel-Tag-Peptid eingesetzt und die Bindung mittels des Bindungstests mit
magnetischen Partikeln untersucht. Fir beide Enantiomere SP-56 konnte eine gleiche
Bindungskonstante ermittelt werden.
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IV.2 KRISTALLISATION UND STRUKTURAUFKLARUNG VON NUKLEINSAUREN

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Kristallisation und Rontgenstruktur-
aufklarung von Nukleinsduren. Durch die Kristallisation eines Doppelstranges, bestehend
ausschlief3lich aus LNA-Monomeren (Abschnitt 1V.2.1), konnte erstmals die Struktur einer
LNA/LNA-Doppelhelix aufgeklart werden (Abschnitt IV.2.2). Aul3erdem wird die Kristallisation
des im ersten Teil der Arbeit erhaltenen Strep-Tag-llI-Binders ST-146-A beschrieben
(Abschnitt 1V.2.3).

IV.2.1 KRISTALLISATION UND RONTGENKRISTALLOGRAFISCHE ANALYSE EINER LNA-
DOPPELHELIX

Die Sequenz der LNA/LNA-Homoduplex wurde von einem RNA/RNA-Homoduplex des
Aminoacylstammes der tRNA®®" aus E.coli abgeleitet, dessen Struktur bereits geldst ist (202).
Die chemisch synthetisierten Einzelstrange 5'-(GGTGAGG)"-3‘ und 5'-(CCTCACC)--3'
wurden zur Ausbildung der Doppelhelix zundchst in Wasser hybridisiert. Anschlie3end
wurden im ersten Testverfahren 24 Kristallisationsbedingungen mit Hilfe des Nucleic Acid
Mini Screen Kit (HR2-118, Hampton Research) mittels der Technik des hangenden Tropfens
untersucht. Hierbei wurde als Reservoirlosung 35 %iges 2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD)
eingesetzt. Weiterhin wurden in einem zweiten Testverfahren 48 Kristallisationsbedingungen
des Natrix Formulation Kit (HR2-116, Hampton Research) mittels der Technik des sitzenden
Tropfens getestet.

Die Konzentration des LNA-Duplexes entsprach bei allen Ansatzen 0,5 mM. Nach drei bis
vier Tagen Wachstum wurden Kristalle mit dem ersten Testverfahren (L6ésung 2) unter den in

Tabelle 1V-9 angegebenen Bedingungen erhalten.

Tabelle IV-9: Kristallisationsbedingungen fir Kristalle des LNA/LNA-
Duplexes. Die Konzentration der Reservoirlésung betrug 35 % MPD (v/v).
Die Kristalle wuchsen bei einer Temperatur von 294 K.

Komponente Konzentration
Natriumcacodylat, pH 5,5 40 mM
Cobalthexamin 20 mM
Natriumchlorid 80 mM
Magnesiumchlorid 20 mM
MPD 10 % (v/v)

Eine Optimierung der Konzentration der MPD-Reservoirldsung erbrachte die besten Kristalle

(Abbildung 1V-35) bei Konzentrationen von 33 - 41 % MPD. Diese waren von regelmafigem
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Wachstum und hoher Reproduzierbarkeit. Der fur die Vermessung verwendete Kristall war
bei 40 % (v/v) MPD gewachsen.

Abbildung 1V-35: Repréasentative Kristalle des LNA/LNA-Homoduplexes. Die
Dimensionen der Kristalle betrugen ungeféahr 0,2 x 0,2 x 0,1 - 0,05 mm. Die Konzentration
der MPD-Reservoirlésung betrug 33 % (v/v) MPD (links), und 35 % (v/v) MPD (rechts).

Die Datenakquisition erfolgte am Elettra Synchrotron, Triest, bei einer Wellenlange von
1,0 A. Da MPD als Kryoprotektans wirkt, wurde kein Kryopuffer eingesetzt. Neben einem
hochaufgeldsten Datensatz (80 - 1,9 A) wurde ein niedrigaufgeléster Datensatz (80 - 2,7 A)

erfasst. Tabelle I1V-10 zeigt die Daten der prozessierten und zusammengeflihrten

Datensatze.

Tabelle [IV-10: Statistik der Datensammlung und Prozessierung des LNA/LNA-
Duplexes. Die Statistik beinhaltet die zusammengefiihrten Daten des hochaufgelésten und
des niedrigaufgelésten Datensatzes. Werte in Klammern entsprechen den Daten der
héchsten Auflésungsschale. *Rmerge = Zh Zi |li(hkl) — (I(hkD)| / Zng Zi Li(hkI). li(hkl) und
(I(hkl)) entsprechen den gemessenen individuellen und Durchschnitts-Intensitaten eines
Reflexes mit den Indizes hkl. Z; entspricht der Summe Uber die jeweiligen Messungen eines
Reflexes mit den Indizes hkl. %, ist die Summe Uber alle Reflexe.

Strahlungsquelle XRD1, Elettra
Wellenlange [A] 1,000
Raumgruppe Cc2
Parameter der Einheitszelle [A, °] a=77,91; b=40,74; c=30,06; 8 =91,02
Matthews-Koeffizient (A 3Da™) 2,48
Duplexe pro asymmetrischer Einheit 2
Wassergehalt [%)] 66,5
Gemessene Reflexe 35694
Einzigartige Reflexe 7382
Auflésungsbereich [A] 80 -1,9 (1,93 - 1,90)
Vollstandigkeit [%] 98 (97,2)
Multiplizitat 4,8 (3,8)
*Rmerge [%0] 7,3 (21,7)
Durchschnitt l/o(l) 19,7 (1,0)
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IV.2.2 STRUKTUR EINER LNA/LNA-DOPPELHELIX

In der Folge konnte erstmals die Struktur einer LNA/LNA-Doppelhelix, bestehend
ausschlief3lich aus LNA-Nukleotiden, geldst werden (203). Die Losung der Struktur erfolgte
mittels Molekularem Ersatz.

Abbildung IV-36: Vergleich der Struktur eines LNA/LNA-Homodimers (rechts) und des
korresponierenden RNA/RNA-Homodimers (links). Der LNA-Duplex ist eine gestreckte
Helix. Statt der elf Basenpaare pro Windung der Helix bei der RNA, besitzt der LNA-Duplex
14 Basenpaare pro Windung (203).

Die Struktur der Doppelhelix kann als rechtsgangige antiparallele Helix beschrieben werden,
deren Strange mittels Watson-Crick-Basenpaarung verbunden sind. Alle Nukleotide liegen in
der C2'-exo-Konformation vor. Die Gestalt des Homodimers entspricht einer gestreckten
Helix mit einer verbreiterten GroRen Furche und einer im Vergleich zur korrespondierenden
RNA/RNA-Doppelhelix Kleinen Furche geringerer Grof3e. Die Veranderungen der helikalen
Parameter der Helix im Vergleich zur RNA bewirken eine Konformation des gesamten
Molektls, welche nicht durch die kanonische A- oder B-Konformation von Nukleinsauren
beschrieben werden kann. Die Entwindung der Helix resultiert in einem Anstieg der
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Basen beider Strange, und daraus folgend in

einer Erhdhung der Stapelungsenergie der Nukleotide.

IV.2.3 KRISTALLISATION DES D-STREP-TAG-II-BINDENDEN APTAMERS ST-146-A

Die Auklarung der Struktur eines Aptamers ist nicht nur als bildgebendes Verfahren von
groBem Wert, sondern es konnen auch Charakteristika der Bindung aufgeklart, naher
untersucht oder bestatigt werden. Mit der Kristallisation der Verkiirzung des im ersten Teil
der Arbeit erhaltenen D-Strep-Tag-ll-Binders ST-146 ist der erste Schritt hin zu einer
Aufklarung der Struktur des Molekilils erreicht.

Die verkirzte Version des besten Strep-Tag-llI-Binders ST-146, das 43 Nukleotide grof3e

Molekul ST-146-A, wurde fur Kristallisationsversuche eingesetzt. Zunachst wurde Aptamer
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ST-146-A in die fur die Bindung an das Zielmolekil erforderliche Faltung tberfihrt. Hierzu
erfolgte eine De- und Renaturierung mit 1 mM Magnesiumchlorid, des Weiteren wurde
Tween 20 (Endkonzentration 0,05 %) zugefuigt.

AnschlieRend wurden im ersten Testverfahren 24 Kristallisationsbedingungen des Nucleic
Acid Mini Screen Kit (HR2-118, Hampton Research) mittels der Technik des hangenden
Tropfens untersucht. Hierbei wurde als Reservoirldsung 35 %iges MPD eingesetzt. Weiterhin
wurden in einem zweiten Testverfahren 48 Kristallisationsbedingungen des Natrix
Formulation Kit (HR2-116, Hampton Research) mittels der Technik des sitzenden Tropfens
getestet. Die Konzentration des ST-146-A entsprach bei allen Kristallisationsansatzen 0,3
mM. Ein Kristallwachstum konnte nach zehn Tagen unter den in Tabelle IV-11 angegebenen

Bedingungen erreicht werden.

Tabelle 1V-11: Kristallisationsbedingungen fir Kristalle des Aptamers
ST-146-A. Die Kristalle wurden mittels des zweiten Testverfahrens (Losung
43) bei einer Temperatur von 294 K erhalten.

Komponente Konzentration
Tris, pH 7,5 50 mM
Ammoniumacetat 50 mM
Magnesiumchlorid 10 mM
MPD 10 % (viv)

Abbildung IV-37 zeigt reprasentative Kristalle, welche unter diesen Bedingungen erhalten

worden waren.

Abbildung IV-37: Reprasentative Kristalle des D-Strep-Tag-ll-bindenden Aptamers ST-

146-A. Die Dimensionen der Kristalle betrugen ungefahr 0,1 x 0,03 x 0,03 mm (links) und
0,05 x 0,01 x 0,01 mm (rechts).
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V. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden erstmals affine und spezifische Binder fur das Affinitatspeptid Strep-
Tag-1l entwickelt und somit die Grundlage fir ein vollig neues Affinittssystem aus
Spiegelmer und Affinitats-Tag geschaffen. Die Vorteile eines solchen Systems gehen mit den
hervorragenden Eigenschaften der Spiegelmere einher, wie der Resistenz gegenuber dem
Abbau durch Nukleasen bei gleichzeitiger affiner und spezifischer Bindung an das
Zielmolekul. Diese Vorteile kbnnen nun auch fir verschiedene Anwendungen zur Detektion
und Affinitdtsaufreinigung von Strep-Tag-llI-Fusionsproteinen eingesetzt werden. Das
entwickelte Spiegelmer ST-146 bindet Strep-Tag-ll-Fusionsproteine im nanomolaren
Bereich. ST-146 bindet sowohl N- als auch C-teminale Strep-Tag-ll-Fusionsproteine und das
Affinitatssystem kann in einem Bereich von pH 5 - 7,5 eingesetzt werden.

Als Weiterentwicklung des Affinitdtssystems aus Spieglmer und Affinitdts-Tag wurde ein
neuer Affinitats-Tag fur Fusionsproteine vorgestellt. Der Spiegel-Tag wurde in silico
entwickelt. Es wurden Spiegelmere gegen dieses Affinitatspeptid hergestellt, welche
ebenfalls eine Bindung im nanomolaren Bereich aufweisen. Die Spiegemere kénnen mittels
ihrer Bindung an rekombinante Spiegel-Tag-Fusionsproteine fir die Detektion und die
Aufreinigung rekombinanter Proteine eingesetzt werden.

Um eine Strukturaufklarung der im ersten Teil dieser Arbeit erhaltenen Affinitats-Tag-
bindenden Molekile durch Réntgenstrukturanalyse zu ermdglichen, wurden im zweiten Teil
Nukleinsduren kristallisiert. Es wurden Kristalle des verkiirzten Strep-Tag-ll-bindenden
Aptamers ST-146 gezichtet, die eine rontgenkristallografische Aufklarung der Struktur
dieses Molekils ermdglichen. Weiterhin wurde eine Doppelhelix kristallisiert, welche
ausschlieBlich  aus LNA-Monomeren Dbesteht. Dies ermdglichte erstmals die
Strukturaufklarung einer LNA/LNA-Duplex.

V.1 INVITRO SELEKTIONEN GEGEN PEPTIDE

Das Gelingen einer in vitro Selektion ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Einer der
wichtigsten Punkte im Vorfeld der Selektion ist die Auswahl eines geeigneten Zielmolekiils.
Aptamere oder Spiegelmere wurden gegen eine Vielzahl von Zielmolekilen oder -strukturen
selektiert, allerdings ist nicht jedes Molekul als Zielmolekiil geeignet. Ein entscheidender
Faktor fir den Erfolg einer Selektion gegen ein Peptid ist der isoelektrische Punkt des
Zielmolekuils. Im Allgemeinen bilden Proteine oder Peptide, welche bei physiologischen
Bedingungen (pH 7,0 - 7,4) positiv geladen sind, exzellente Zielmolekile fir eine in vitro

Selektion (204). Die in dieser Arbeit eingesetzten Peptide besitzen einen isolektrischen
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Punkt von 7,6 (Strep-Tag-ll-Peptid) und 11,3 (Spiegel-Tag) und sind somit ideal geeignet fir
eine in vitro Selektion, weil sie unter den Selektionsbedingungen positive Ladungen tragen.
Sowohl RNA- als auch DNA-Bibliotheken werden fiir in vitro Selektionen eingesetzt, wobei
gezeigt werden konnte, dass DNA-Aptamere bezlglich ihrer Affinitat und Spezifitat mit RNA-
Aptameren vergleichbar sind (23). DNA ist jedoch vergleichsweise stabiler und kann
kostengunstiger synthetisiert werden, zudem kann der eigentliche Selektionsprozess
schneller und einfacher durchgefiihrt werden. Daher wurde fir die in dieser Arbeit
durchgefiuhrten in vitro Selektionen eine DNA-Bibliothek verwendet.

Ein weiterer entscheidender Punkt fur den Erfolg einer in vitro Selektion ist die Auswahl der
Immobilisierung der Zielmolekile und damit im Zusammenhang stehend die Wahl der
Separationsstrategie. Magnetische Partikel bilden eine ideale Selektionsmatrix, da sie eine
effektive Separierung des Zielmolekils und der daran gebundenen Aptamere erlauben
(26;27). Trotz dieser idealen Voraussetzung konnten innerhalb dieser Arbeit erst
hochspezifische Aptamere gegen Peptide angereichert werden, nachdem die
Separationstechnik umgestellt wurde (Abschnitt IV.1.5). So wurden nach der Optimierung
des Protokolls Aptamere und Peptidzielmolekille zunachst frei in Losung gebunden und
anschlieend wurden die magnetischen Streptavidin-Partikel zur Bindung des Aptamer-
Peptid-Komplexes zugegeben.

Die Immobilisierung des Aptamer-Peptid-Komplexes nach einer Bindung frei in Lésung bietet
hierbei verschiedene Vorteile. Zum Einen wird ein optimaler Zugang der DNA-Bibliothek zum
Zielmolekil ermdglicht. Besonders bei sehr kurzen Peptiden wie dem Oktapeptid Strep-Tag-
Il ist dieser Faktor von Bedeutung. Des Weiteren garantiert diese Vorgehensweise, dass die
mit Bedacht gewahlten molaren Verhaltnisse zwischen Aptamer-Bibliothek und Zielmolekdl
eingehalten werden konnen. Liegt das Zielmolekil dagegen bereits immobilisiert vor, kann
keine genaue Aussage Uber die Anzahl der tatséchlich zuganglichen Peptide getroffen
werden. Dadurch wird das Zielmolekil mdglicherweise in zu geringer Konzentration fir eine
Anreicherung eingesetzt.

Far in vitro Selektionen von Nukleinsduren gibt es kein Standardprotokoll und die
Durchfiihrung der einzelnen Schritte der Selektion kann stark variieren. Beispielsweise
wurde innerhalb dieser Arbeit die Elution gebundener Aptamere direkt in den Puffer der
anschlielenden Polymerasekettenreaktion vorgenommen. Dieses Vorgehen umgeht den
zeitaufwendigen Schritt der Fallung der Aptamere und ermdglicht so die Durchfiihrung einer
Selektionsrunde innerhalb eines Tages.

Ein wichtiger Faktor bei in vitro Selektionen von Nukleinsduren ist die Stringenzerhéhung im
Verlauf der SELEX. Sowohl bei der Strep-Tag-ll-, als auch bei der Spiegel-Tag-SELEX
waren Malnahmen zur Erhdhung der Stringenz ergriffen worden. Besonders durch eine

Reduktion des Zielmolekiils kann ein hoher Selektionsdruck erzeugt werden, da weniger
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Molekile um den Bindungspartner (die Aptamer-Bibliothek) konkurrieren. Dadurch kam es in
beiden Fallen zu einer Anreicherung von Aptameren, die affin und spezifisch das jeweilige
Zielpeptid binden.

Im Falle der Spiegel-Tag-SELEX betrug das Verhaltnis zwischen Aptamer-Bibliothek und
Spiegel-Tag-Peptid in den letzten Selektionsrunden 3:1, wéhrenddessen das Verhaltnis
zwischen Aptamer-Bibliothek und Strep-Tag-II-Peptid in den letzten Selektionsrunden auf 8:1
gesteigert worden war. Die etwas geringer stringenten Konditionen im Fall der Spiegel-Tag-
SELEX konnen ein Grund dafir sein, dass hier nicht alle selektierten Aptamere in der Lage
waren, dass Spiegel-Tag-Peptid zu binden. Im Gegensatz dazu wurden bei der Strep-Tag-II-
SELEX ausschlie3lich Aptamere generiert, welche affin das Zielmolekul binden.

Die angereicherte Aptamer-Bibliothek der letzten Runde der in vitro Selektion wurde bei
beiden Selektionen direkt in einen Vektor kloniert ohne vorherige Vervielfaltigung der
Molekile in einer Polymerasekettenreaktion. Dieses Vorgehen ermoglicht eine Vereinzelung
der Aptamer-Bibliothek ohne eine Verschiebung der Verhéltnisse in der angereicherten
Bibliothek. Wird stattdessen eine Polymerasekettenreaktion zwischengeschaltet, kann es zu
einer Erhdhung derjenigen Sequenzen kommen, welche sich besonders gut amplifizieren
lassen. In der Folge bietet die anschlielende Sequenzanalyse nicht das Bild der tatsachlich
angereicherten Bibliothek, sondern zuséatzlich werden die Einflisse durch die Amplifikation
wiedergespiegelt. Durch eine unmittelbare Klonierung des Eluates der letzten

Selektionsrunde kann dies jedoch ausgeschlossen werden.
V.2 STREP-TAG-II-BINDENDE APTAMERE

Die Analyse der erhaltenen Sequenzen nach der Strep-Tag-SELEX zeigte, dass im
Gesamten nur sieben verschiedene Sequenzen enhalten waren. Da mit 66 Klonen eine recht
hohe Anzahl an Klonen beziiglich der Primarstruktur analysiert wurde, bietet diese Analyse
ein gutes Bild der tatsachlichen Verhéltnisse in der angereicherten Bibliothek der siebten
Selektionsrunde. Die Diversitat der Ausgangs-Bibliothek war somit im gesamten Verlauf der
Selektion von ehemals etwa 10" verschiedenen Sequenzen auf eine Anzahl von sieben
reduziert worden. Dies verdeutlicht besonders gut das antiproportionale Verhaltnis der
Anreicherung bindender Sequenzen und gleichzeitiger Abnahme der Diversitat wahrend
einer idealen in vitro Selektion.

Fir alle sieben unterschiedlichen Sequenzen konnte ein gemeinsames Motiv formuliert
werden, welches in allen Sequenzen zu finden ist. Dieses besteht aus vier Bereichen mit
einer Lange von drei oder vier Nukleotiden und befindet sich im Zufallsbereich der Aptamere.
Das Vorhandensein eines solchen Motivs in der Gesamtheit der Sequenzen ist bereits ein
erster Hinweis darauf, dass es sich hierbei um das fir die Bindung verantwortliche Motiv
handelt.
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Ein weiterer Hinweis, dass es sich bei dem formulierten Motiv tatséchlich um das
Bindungsmotiv handelt, wurde durch Verkirzungsexperimente gezeigt. Die zwei besten
Binder ST-146 und ST-134 binden das Zielmolkil Strep-Tag-II-Peptid auch dann, wenn
Sequenzen am 5'- und am 3‘-Ende der Aptamere entfernt wurden. Eine Bindung konnte in
beiden Féllen nur erreicht werden, wenn die konservierten Bereiche der Konsensussequenz
in den Verkirzungen enthalten waren. Wurde dagegen ein Bereich des Aptamers ST-146
gewahlt in dem die konservierten Bereiche nicht enthalten sind, konnte keinerlei Bindung an
das Zielmolekul erhalten werden.

Fir die konservierten Bereiche der Konsensussequenz wurde ein G-Quadruplexmotiv
postuliert. FUr das tatsachliche Vorhandensein eines solchen Motives in den Strep-Tag-
bindenden Sequenzen sprechen verschiedene Faktoren. So enthalten ausnahmslos alle
Sequenzen innerhalb  der  Konsensussequenz  vier paarweise  auftretende
Guanosinnukleotide, welche von Sequenzen mit ein bis acht Nukleotiden Lange
unterbrochen werden. Ausnahmslos alle Strep-Tag-Aptamere besitzen somit die
Grundvoraussetzung fur dieses bei Aptameren sehr haufig auftretende Motiv.

Des Weiteren besteht eine auffallige Ahnlichkeit des als Bindungsmotiv eingeschétzten
konservierten Bereiches innerhalb der Strep-Tag-ll-Aptamere zu dem Thrombin-Aptamer mit
der Sequenz 5-GGTTGGTGTGGTTGG-3’ (186). In beiden Fallen liegen die vier paarweise
auftretenden Guanosinnukleotide mit kurzen T-reichen Sequenzen verbunden vor. Fir das
Thrombinaptamer konnte das Vorhandensein von G-Quadruplexmotiven durch die
Aufklarung der Struktur mittels Rontgenstrukturanalyse und NMR-Spektroskopie erbracht
werden.

Der starkste Hinweis auf das tatsachliche Vorhandensein der G-Quadruplex-Motive bei den
Strep-Tag-lI-bindenden Aptameren ist jedoch die beim besten Binder ST-146 festgestellte
Abhangigkeit der Bindung von Kaliumionen. Durch einen Entzug von Kaliumionen ist keine
Bindung des Aptamers an das Strep-Tag-II-Peptid mehr feststellbar. Dartiber hinaus konnte
fur die Strep-Tag-llI-bindenden Aptamere nicht nur eine Kaliumionenabhangigkeit festgestellt
werden, sondern es zeigte sich, dass auch der Entzug von Natriumionen einen negativen
Einfluss auf die Bindung hat. Dieser Effekt ist jedoch sehr viel geringer, als derjenige,
welcher durch die Reduktion von Kaliumionen erzielt wird. Diese Ergebnisse sind konsistent
zu den in der Literatur beschriebenen lonenabhangigkeiten von G-Quadruplexformationen
(181).

Einen tatsachlichen Nachweis der G-Quadruplexmotive kann die Réntgenstrukturanalyse der
Aptamere erbringen. Da fur die verkirzte Version des Strep-Tag-ll-bindenden Aptamers
ST-146 Kristalle erhalten worden sind, kann durch die réntgenkristallografische Analyse
dieser Kristalle in Zukunft der Beweis fur das Vorhandensein des postulierten Motives

erbracht werden. DarUberhinaus kann auch die Anordnung der StrAnge innerhalb der
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G-Quadruplexformation aufgeklart werden und eine Einordnung des Typs vorgenommen

werden.
V.3 CHARAKTERISIERUNG DER STREP-TAG-II-BINDUNG DURCH ST-146

Fur das Aptamer ST-146 konnte eine Dissoziationskonstante von 383 nM ermittelt werden.
Der Wert der Bindungskonstante zeigt, dass auch gegen sehr kleine Peptide wie den Strep-
Tag-Il Nukleinsaureliganden mit einer Bindung im nanomolaren Bereich selektiert werden
kénnen. Da Peptide in diesen GréfRenordnungen zu klein sind, um eine komplexe Struktur
auszubilden liegen sie in der Lésung als Mischung verschiedener Konformere mit hoher
Flexibilitat vor. Diese Eigenschaften machen Peptide teilweise zu schwierigen Zielmolekilen
fur eine in vitro Selektion. Rontgenstrukturanalysen von Aptameren gebunden an kleine
Zielmolekuile zeigten jedoch, dass Aptamere eine Art Kéfig um kleine Molekile bilden und
diese somit in einer bestimmten Struktur stabilisieren (173). Denkbar ist daher eine
Stabilisierung eines Konfomers des Strep-Tag-lI-Peptides bei der Bindung durch ST-146 als
Erklarung fur die affine Bindung des Zielmolekuls. Bindungskonstanten in einer &hnlichen
GroRRenordnung konnten fir andere Aptamere gegen Peptide ermittelt werden (205).

Fur das korrespondierende Spiegelmer ST-146 konnte eine Dissoziationsskonstante von
387 nM erhalten werden. Durch die Ubereinstimmung der beiden Werte fiir das Aptamer und
das korrespondierende Spiegelmer wird hier die Grundlage der Spiegeltechnik offenbar: Die
Bindung des Aptamers an das gespiegelte Zielmolekil entspricht deckungsgleich derjenigen
des gespiegelten Aptamers (des Spiegelmers) an das ungespiegelte Zielmolekdl.

Die Bestimmung der Bindungskonstante fur die verkrzte Version ST-146-A erbrachte einen
Wert der Dissoziationsskonstante von 570 nM. Unter Einbeziehung des Fehlers ist dieser
Wert als durchaus vergleichbar mit dem des Volllangemolekils ST-146 einzustufen. Eine
Reduktion der Sequenz um 46 Nukleotide bewirkt keine oder nur eine geringe Verminderung
der affinen Bindung. Diese Eigenschaft ist besonders bei der Anwendung des Spiegelmers
von Bedeutung, da so die Kosten fur die Synthese des Spiegelmers reduziert werden
kénnen.

Fur die Bindung des Strep-Tag-ll-Peptides durch ST-146 wurde eine starke Abhéangigkeit
vom pH-Wert ermittelt, wobei die Bindung bei sinkendem pH-Wert zunimmt. Grund fir die
Verschiebung des Optimums der Bindung in den sauren Bereich ist die bei niedrigeren pH-
Werten zunehmende Komponente der elektrostatischen Anziehung, welche zu der Bindung
zwischen Aptamer und Peptid hinzukommt. Das Strep-tag-11-Peptid (isoelektrischer Punkt
7,6) wird bei sinkendem pH-Wert zunehmend positiver. Die elektrostatische Anziehung
beider Molekile wird somit grof3er, was in einem Ansteigen der Bindung resultiert. pH-Werte
groBer als 8,5 resultieren in einem Verlust der Bindung, da hier die DNA stark negativ und

das Peptid ebenfalls zunehmend negativ geladen vorliegen. Somit kommt es zu einer
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AbstoBung beider Molekule, was schlief3lich in einem Verlust der Bindung resultiert, wenn
die Abstof3ung zu grof3 wird.

Die starke Abhangigkeit der Bindung vom pH-Wert ist fur die Anwendung des Spiegelmers
ST-146 von groBem Vorteil. Der erste Vorteil besteht in der Grof3e des pH-Bereiches,
innerhalb dessen eine Bindung des Strep-Tag-1l mdglich ist. So kann das Spiegelmer auch
bei saurem pH-Wert fur eine Detektion des Zielmolekils eingesetzt werden.

Ein weiterer Vorteil der pH-Wert-Ahangigkeit der Bindung durch ST-146 besteht in den
dadurch vorhandenen Mdoglichkeiten einer pH-Wert-abhangigen Elution des Spiegelmers
oder des gebundenen Zielmolekuls. Wird der pH-Wert in den alkalischen Bereich
verschoben, kann eine Elution gebundener Molekile erreicht werden. Hierfur sind pH-Werte

groler 8,5 ausreichend, wodurch eine Elution unter milden Bedingungen mdglich ist.

V.4 ANWENDUNG: DETEKTION EINES STREP-TAG-II-FUSIONSPROTEINS DURCH DAS
SPIEGELMER ST-146

Eine Bindung des Spiegelmers ST-146 konnte sowohl fur eine N- als auch fur eine C-
terminale Fusion des Proteins mit dem Strep-Tag-Il festgestellt werden. Fir eine Anwendung
des Spiegelmers zur Detektion oder Affinitdtsaufreinigung von Strep-Tag-II-Fusionsproteinen
ist dies ein grofRer Vorteil, da keine Beschrankung bei der Auswahl des Terminus fir eine
Fusion des Affinitatspeptides besteht.

Da fur beide Fusionsarten eine Bindung gezeigt werden konnte, ist festzustellen, dass die
extremen N- und C-terminalen Bereiche des Strep-Tag-Il Peptides nicht an der Bindung an
das Aptamer beteiligt sein kdnnen. Innerhalb der in vitro Selektion des ST-146 war das
Peptid am C-Terminus immobilisiert worden, daher bestand vor allem die Méglichkeit einer
Einbeziehung des freien N-Terminus des Peptides in das Bindungsmotiv. Da jedoch gezeigt
werden konnte, dass auch im Falle einer Verknipfung des Peptides an den C-Terminus des
zur Fusion bestimmten Proteins eine Bindung stattfindet, kann dies ausgeschlossen werden.
Stattdessen findet die Bindung durch ST-146 offenbar im mittleren Bereich des Peptides
Strep-tag-1l statt.

Die Dissoziationskonstanten fir das Spiegelmer gegen das N-terminal fusionierte Strep-Tag-
lI-Fusionsprotein wurden auf 223 - 604 nM bestimmt. Haufig kann bei Aptameren oder
Spiegelmeren, die gegen Peptid-Epitope generiert werden, ein Verlust der Bindung
festgestellt werden, wenn das Peptid nicht mehr frei, sondern als Teil eines Proteins vorliegt.
Bei der Bindung des Spiegelmers ST-146 an das Strep-Tag-ll-Fusionsprotein allerdings
konnte keine derartige Reduktion der Bindungsaffinitéat beobachtet werden.

Mit Bindungskonstanten im dreistelligen nanomolaren Bereich erreicht das Spiegelmer ST-
146 eine affine Bindung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen. Im Vergleich hierzu liegt die

Bindungskonstante des Strep-Tag-Il an sein natlrliches Zielmolekul Streptavidin in einem
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Bereich von Ky = 13 - 72 yM (159). Die Bindung durch das Spiegelmer ST-146 ist somit 35 -
195-fach hoher. In der Vergangenheit wurden grof3e Anstrengungen unternommen, um die
Bindungsaffinitat des Strep-Tag-Il-Peptides an Streptavidin zu erhdhen. Als Ergebnis dieser
Bemihungen wurde das Streptavidin-Derivat Strep-Tactin vorgestellt, welches den Strep-
Tag-ll mit einer Bindungskonstante von etwa 1 pM bindet (153). Jedoch ist auch hier das
Spiegelmer ST-146 mit einer 2,5-fach héheren Bindung tberlegen.

Weiterhin konnte die affine Bindung des Strep-Tag-Il-Fusionsproteins fir einen Bereich von
pH 5 - 7 gezeigt werden. Zum einen bestatigen diese Werte die Ubertragung der ermittelten
Bindungscharakteristika des Aptamers ST-146 auf das enantiomere Spiegelmer ST-146.
Zum anderen offenbart sich auch hier die Varianz der Einsatzmdglichkeiten des
Spiegelmers. Die Detektion von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen ist nicht nur bei einem
physiologischen pH-Wert von 7,4 mdglich, sondern auch im sauren pH-Bereich kann das
Spiegelmer eingesetzt werden. Dartber hinaus kann mit Hilfe des pH-Wertes die maximale
Menge an gebundenem Fusionsprotein gesteigert werden, beziehungsweise eine milde
Elution bei pH-Werten groRer als pH 8,5 erreicht werden. Fir eine Anwendung des
Spiegelmers ST-146 zur Affinitdtsaufreinigung von rekombinanten  Strep-Tag-Il-
Fusionsproteinen ist eine solche Elutionsmdglichkeit von groRem Wert.

Dass das Spiegelmer ST-146 auch bei der Anwesenheit grol3er Mengen anderer Proteine in
der Lage ist Strep-Tag-llI-Fusionsproteine affin zu binden, konnte ebenfalls gezeigt werden.
Mit diesem Experiment wurde eine zukinftige Anwendung des Spiegelmers simuliert.
Denkbar ist beispielsweise die Detektion von Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen direkt im Lysat
nach einem Zellaufschluss. Durch eine geeignete Markierung des Spiegelmers durch
Radioaktivitdt oder gekoppelte Fluoreszenzmarker ware hierbei die sensitive Detektion aus
einem Proteingemisch mdglich. Somit ergeben sich unkomplizierte Detektionsmdglichkeiten,
ohne eine vorherige zeitaufwendige  gelelektrophoretische  Auftrennung  des
Proteingemisches eines Zellaufschlusses.

Einer der wichtigsten Punkte fir einen Einsatz des Spiegelmers ST-146 ist neben der
Affinitét die Spezifitat der Erkennung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen. Da diese bei der
Anwesenheit grolier Mengen anderer Proteine stattfinden soll, muss hierbei eine
unspezifische Bindung anderer Proteine ausgeschlossen werden. Es konnte gezeigt werden,
dass die Erkennung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen bei einem physiologsichen pH-Wert
von pH 7,0 - 7,4 hochspezifisch erfolgt. Innerhalb dieses Bereiches wurde keine Bindung
anderer Proteine durch das Spiegelmer ST-146 festgestellt. Fir Proteine mit einem
isoelektrischen Punkt im sauren pH-Bereich wie BSA konnte auch bei den pH-Werten 5 und
6 keine unspezifische Bindung festgestellt werden. Ein sehr leichter Anstieg der Bindung
wurde fur Proteine mit einem isoelektrischen Punkt im neutralen oder alkalischen Bereich

detektiert, jedoch nur bei zunehmend sauren Bedingungen. Der Grund hierfir ist ebenfalls in
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der zunehmenden Komponente der elektrostatischen Anziehung bei niedrigeren pH-Werten
zu finden. Da das negative Ruckgrat des Spiegelmers hierbei zunehmend neutralisiert wird,
wird eine unspezifische Bindung an Proteine mdoglich, die bei hoheren pH-Werten nicht
binden.

In Anbetracht der einzubeziehenden Komponenten Affinitdt und Spezifitat scheint ein pH-
Wert von 6,0 ideal geeignet fir eine Erkennung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen. Bei
diesem pH-Wert kann sowohl eine hohe Bindung von Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen, als
auch eine spezifische Erkennung dieser erreicht werden. Die Varianz durch die pH-Wert-
Abhéngigkeit kann auch hier fir verschiedene Anwendungen des Spiegelmers genutzt
werden. Liegt die Bedeutung der Anwendung eher darin grol3e Mengen an Strep-Tag-lI-
Fusionsproteinen zu binden, kann ein pH-Wert kleiner als pH 7 eingesetzt werden. Richtet
sich der Fokus der Anwendung dagegen stark auf eine hochspezifische Erkennung von

Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen sollte eine pH-Wert von 7,0 - 7,4 gewahlt werden.
V.5 SPIEGEL-TAG-BINDENDE APTAMERE

Im Falle der Anreicherung Spiegel-Tag-bindender Aptamere waren ebenfalls sieben
Selektionsrunden durchgefiihrt worden, um affine Binder anzureichern. Die Analyse der
Klone nach der Spiegel-Tag-SELEX zeigte eine Reduktion der Sequenzen von etwa 10"
verschiedenen Molekilen in der Anfangsbibliothek K2 auf 13 verschiedene
Aptamersequenzen nach der letzten Runde der in vitro Selektion.

Durch ein erneutes Gruppieren der Sequenzen konnten keine Bereiche innerhalb der
Sequenzen definiert werden, welche konserviert in allen Sequenzen vorkommen. Dies sagt
jedoch nichts Uber das Bindungspotential der Aptamere aus. Es ist nicht ungewdhnlich fur in
vitro Selektionen, dass Gemische von Sequenzen erhalten werden, die mit vdllig
unterschiedlichen Bindungsmotiven das Zielmolekil binden. Grund hierflr ist, dass auch
durch kleine Liganden wie Peptide in einer in vitro Selektion viele verschiedene Epitope flr
Bindungen durch Aptamere bereitgestellt werden.

Fur 63 % der analysierten Aptamere konnte im Bindungstest der Klone eine Bindung an das
Zielmolekil Spiegel-Tag ermittelt werden. 38 % der analysierten Aptamere dagegen banden
das Zielmolekil nicht oder mit einer nicht im signifikanten Bereich liegenden Abweichung der
Bindung der unangereicherten Bibliothek an das Peptid. Ein Grund hierfur kénnten die etwas
weniger stringenten Konditionen wéahend der in vitro Selektion gewesen sein. Somit kénnen
sich auch Aptamere in der Bibliothek anreichern, welche das Zielmolekul nicht oder nur in

einem sehr geringen Mal3e binden.
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V.6 SP-56

Das Aptamer SP-56 wurde fur weitere Bestimmungen der Bindungscharakteristika und fir
die Synthese als Spiegelmer ausgewahlt, da dieses Aptamer eine ideale Kombination aus
der Sequenzlange und der Bindungsaffinitdt aufwies. Die ermittelte Sekundarstruktur des
SP-56 zeigte, dass dem Molekil ausgepragte Sekundarstrukturen wie lange Haarnadeln
fehlen und vergleichsweise wenige doppelstréngige Bereiche vorhanden sind. Dennoch war
fur dieses Aptamer eine affine Bindung des Zielmolekils Spiegel-Tag-Peptid ermittelt
worden. Eine Analyse der Sequenz des SP-56 hinsichtlich vorhandener potentieller
G-Quadruplexmotive zeigte ein solches Motiv innerhalb des Zufallsbereiches des Aptamers.
Dies konnte das Bindungsmotiv und als solches verantwortlich fur die affine Bindung des
Spiegel-Tag-Peptides sein.

Fur die Bindung des Aptameres SP-56 an das D-Spiegel-Tag-Peptid wurde eine
Dissoziationskonstante von 583 nM ermittelt. Die Bindungskonstante liegt somit in einem
Bereich, welcher auch fir andere Aptamer-Peptid-Wechselwirkungen beschrieben wurde.
Die Bindungskonstante des korrespondierenden Spiegelmers SP-56 an das L-Spiegel-Tag-
Peptid betragt 512 nM. Auch hier zeigte sich, wie bereits bei Aptamer und Spiegelmer
ST-146, die Ubereinstimmung der Werte der Bindungskonstante fiir Aptamer und
Spiegelmer.

Die bereits fir das Strep-Tag-lI-bindende Spiegelmer ST-146 festgestellte Abhangigkeit der
Bindung vom pH-Wert wurde auch fiir das Spiegel-Tag-bindende Aptamer SP-56 festgestellt.
Analog konnte auch hier ein Ansteigen der Bindung im sauren Bereich detektiert werden.
Dies verdeutlicht den Einfluss der Komponente der elektrostatischen Anziehung auf die
Bindung eines Aptamers an ein Peptid. Zudem erdéffnet die pH-Abhangigkeit der Interaktion
von SP-56 mit dem Spiegel-Tag-Peptid Moglichkeiten einer pH-abhéngigen Elution bei dem
Einsatz des Spiegelmers zur Detektion oder Aufreinigung von Spiegel-Tag-Fusionsproteinen.

V.7 KRISTALLISATION UND STRUKTURAUFKLARUNG EINER LNA/LNA-DOPPELHELIX

Durch die Kristallisation einer LNA/LNA-Doppelhelix konnte erstmals die hochaufldsende
rontgenkristallografische Strukturbestimmung eine Duplex, bestehend ausschliel3lich aus
LNA-Monomeren, durchgefihrt werden. Interessanterweise wurden die Kristalle der
LNA/LNA-Doppelhelix unter den selben Bedingungen erhalten, die bereits fir das
entsprechende RNA/RNA-Analogon in der Literatur beschrieben wurden (202).

Durch den Vergleich der Struktur der LNA-Duplex mit der analogen aus RNA-Monomeren
bestehenden Duplex konnten Aussagen beziglich der Besonderheiten der geometrischen

Parameter der Helix getroffen werden. So besitzt eine LNA-Doppelhelix 14 Basenpaare pro
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Windung, was im Gesamten zu einer Offnung und gleichzeitigen Entwindung der Gestalt der
Helix im Vergleich zu der korrespondierenden RNA flhrt.

Die verbesserte Interstrang-Basenstapelung der LNA-Doppelhelix fuhrt zu einer Interaktion
der ubereinander liegenden aromatischen Ringe der Basen. Dies tragt zu einer Aufklarung
der bei LNAs beobachteten Erh6éhung der thermischen Stabilitit gegenuber der
sequenzidentischen RNA-Helix bei.

Mit der Kristallisation und Strukturaufklarung einer Doppelhelix, bestehend ausschlief3lich
aus LNA-Monomeren, konnte zu einem detaillierteren Wissen um die strukturellen
Eigenheiten dieser haufig bei sSiRNAs und Aptameren eingesetzten Modifikation beigetragen
werden. Zudem konnte eine neue, nie zuvor beschriebene Form der Doppelhelix einer

Nukleinsaure definiert werden.

V.8 KRISTALLISATION DES STREP-TAG-II- BINDERS ST-146-A

Fur die Verkirzung des Aptamers ST-146 wurden Kristalle gezichtet. Da fur diese
Verkirzung eine Dissoziationskonstante in derselben GrofRenordnung wie fir das
Volllangemolekil ermittelt worden ist, kann zukinftig durch die rontgenkristallografische
Aufklarung der Struktur dieses Molekills das Bindungsmotiv der Strep-Tag-ll-bindenden
Nukleinsduren dargestellt werden. Zudem koénnte durch die Strukturaufklarung das
postulierte G-Quadruplexmotiv nachgewiesen werden und die strukturellen Eigenschaften
geklart werden. Daruber hinaus kann der Umstand des Kristallwachstums des Molekils ST-
146-A als Hinweis auf eine molekilinterne erhdhte Stabilitat, wie sie durch

G-Quadruplexmotive erhalten wird, gedeutet werden.

AUSBLICK

Mit der Entwicklung des Spiegelmers ST-146 gegen das Strep-Tag-llI-Peptid wurde die
Grundlage fur ein vollig neues Affinitatssystem bestehend aus Affinitatspeptid und
Spiegelmer geschaffen. Die hervorragenden Eigenschaften von Spiegelmeren, wie die hohe
Stabilitéat in biologischen Medien bei gleichzeitiger affiner und spezifischer Bindung des
Zielmolekuls, birgt die Grundlage fir einen Einsatz dieses Spiegelmers fiir ein breites
Spektrum an Anwendungen.

ST-146 kann analog zu Antikdrper-basierenden Systemen zur Detektion von Strep-Tag-II-
Fusionsproteinen eingesetzt werden. Allerdings besitzt das affine und spezifische
Spiegelmer hier eindeutige Vorteile gegeniiber dem Einsatz eines Antikérpers. So kann ein
Fluoreszenzfarbstoff direkt innerhalb der Synthese des ST-146 in das Molekul eingebracht
werden. In der Folge koénnte das zeitaufwendige antikérperbasierende Detektionssystem mit

erstem und zweitem Antikérper auf einen spiegelmerbasierenden Ein-Schritt-Prozess
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reduziert werden. Auch eine Detektion mittels radioaktiver Messmethoden ist mit einem
Spiegelmer sowohl zeit- als auch kostenglnstiger zu realisieren, da das Spiegelmer
innerhalb einer Kinasierungsreaktion einfach und schnell markiert werden kann. Neben dem
Einsatz in Western-Blot-ahnlichen Verfahren kénnte das Spiegelmer auch in ELISAs oder
Immunopréazipitationsverfahren eingesetzt werden und hier in Konkurrenz zu verwendeten
Antikorpern treten.

Neben der Detektion ist ein Einsatz des Spiegelmers ST-146 auch zur Immobilisierung von
Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen denkbar. Auf Grund der hochaffinen Bindung des ST-146 an
das Strep-Tag-ll-Peptid koénnten beispielsweise neuartige spiegelmerbasierende
Sensorchips fur Oberflachenplasmonenresonanz-Messungen geschaffen werden. Auch hier
hatte ein  spiegelmerbasierendes  System  verschiedene  Vorteile  gegenlber
antikorperbasierenden Systemen. So kénnen Spiegelmere de- und renaturiert werden, was
eine komplette Rekonstitution des Sensorchips ermdglicht.

Ein weiteres Einsatzgebiet fir das Strep-Tag-ll-bindende Spiegelmer ST-146 ist die
hochspezifische Affinitatsaufeinigung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen. Fir besonders
sensible Anwendungen, bei denen ein hoher Grad der Reinheit und Spezifitit der
Aufreinigung erforderlich ist, ware eine Affinititsmatrix bestehend aus ST-146 eine
exzellente Wabhl.

Fur all diese Anwendungsmdoglichkeiten bietet das Spiegelmer ST-146 exzellente
Eigenschaften und Bindungscharakteristika. Bezuglich der Eigenschaften ist hier die
auf3erordentliche Stabilitdt des Spiegelmers herauszustellen. So wére eine Detektion oder
Aufreinigung von Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen direkt aus einem Zellaufschluss beziglich
der Nuklease-Stabilitat vollig unproblematisch.

Weiterhin koénnen verschiedene Bindungscharakteristika des ST-146 fur Anwendungen
eingesetzt werden. So kann die pH-Wert-Abhé&ngigkeit der Bindung an das Strep-Tag-II-
Peptid einerseits zu einem Einsatz des Spiegelmers in einem ganzen Bereich des pH-
Wertes von 5 - 7,5 genutzt werden. Daruber hinaus kann ein leicht alkalischer pH-Wert von
8,5 zu einer milden Elution von Strep-Tag-II-Fusionsproteinen eingesetzt werden. Falls keine
pH-Wert-abhangige  Elution  genutzt werden  soll, kann  andererseits  die
Kaliumionenabhangigkeit der Bindung zu einer Elution des ST-146 eingesetzt werden. So
kann durch Entzug der Kaliumonen die Bindung unterbrochen und so ebenfalls eine milde
Elution des Molekiils von Strep-Tag-II-Fusionsproteinen ermoglicht werden.

Mittels der Strukturaufklarung des ST-146-A konnte das Bindungsmotiv der Strep-Tag-II-
bindenden Aptamere bestatigt werden. Weiterhin kdnnten die strukturellen Eigenschaften
des Molekils, wie das postulierte G-Quadruplexmotiv, ermittelt und naher bestimmt werden
und so zu einer Vermehrung des Wissens um diese Strukturen beitragen. Auch eine

Kokristallisation des ST-146-A mit dem Strep-Tag-ll-Peptid oder einem Strep-Tag-II-
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Fusionsprotein ware von groRem Nutzen, um die strukturellen und Bindungseigenschaften
des Molekils zu evaluieren.

Darlber hinaus konnten durch eine Kristallisation des korrespondierenden Spiegelmers
ST-146-A Rickschlisse auf das Kristallwachstum einer enatiomeren Nukleinséure gezogen
werden. Eine Strukturaufklarung des Aptamers und des korrespondierenden Spiegelmers
wirde zudem einen grof3en Zuwachs an Wissen um die strukturellen Eigenschaften und der
Fragestellung um Unterschiede der Enantiomere beziiglich lonenbindungstellen oder
Hydratationsmustern erbringen.

Mit dem Spiegel-Tag wurde ein vollig neues Affinitatspeptid fir rekombinante
Fusionsproteine vorgestellt. Fir das neue Affinitdtspeptid wurde das Spiegelmer SP-56
entwickelt, welches den Spiegel-Tag hochaffin bindet. Dieses Affinitatssystem kann fir
Anwendungen analog zu denen fir das Spiegelmer ST-146 beschriebenen eingesetzt

werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Protein-Affinitats-Tags sind Peptidsequenzen, welche zur Detektion und Affinitdtsaufreinigung
von rekombinant hergestellten Proteinen eingesetzt werden. Das Oktapeptid Strep-Tag-ll gehort
zu den meist verwendeten kurzen Affinitats-Tags. Eine hochaffine und hochspezifische
Erkennung ist zur Detektion und Aufreinigung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen unerlasslich.
Spiegelmere sind enantiomere Aptamere, welche durch die Anwendung der Spiegeltechnik auf
die in vitro Selektion von Nukleinsduren gewonnen werden. Die so erhaltenen L-Nukleinsduren
sind durch ihren Aufbau aus L-Monomeren hochgradig stabil und besitzen dennoch die
Eigenschaften von Aptameren: die hochaffine und -spezifische Bindung des Zielmolekiils.
Innerhalb dieser Arbeit wurden erstmals Spiegelmere gegen das Strep-Tag-Ill-Affinitatspeptid
entwickelt. Diese konnen zur affinen und spezifischen Detektion, Immobilisierung und
Affinitatsaufreinigung von Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen eingesetzt werden.

Innerhalb von sieben Selektionsrunden der in vitro Selektion wurden aus einer kombinatorischen
DNA-Bibliothek mit etwa 10™ verschiedenen Molekilen sieben verschiedene Aptamere isoliert,
welche alle affin das D-Strep-Tag-II-Peptid binden. Fur die konservierten Bereiche der Aptamere
wurde eine G-Quadruplexstruktur postuliert, was mit der ermittelten Abhangigkeit der Bindung
von Kalium- und Natriumionen kohérent ist.

Das Aptamer und das korrespondierende Spiegelmer ST-146 binden das D- bzw. L-Strep-Tag-II-
Peptid mit einer Dissoziationskonstante von 370 nM. Die Bindungskonstante einer auf 43
Nukleotide verklrzten Version des ST-146 liegt in derselben GroRRenordnung. Die fiir dieses
Molekul erhaltenen Kristalle kénnen zu einer rontgenkristallografischen Strukturaufklarung des
Strep-Tag-lI-Binders flihren.

Das Spiegelmer ST-146 wurde sowohl zur N-, als auch zur C-terminalen Detektion eines Strep-
Tag-ll-Fusionsproteins eingesetzt. Die affine und spezifische Erkennung von Strep-Tag-II-
Fusionsproteinen durch das Spiegelmer (Ky = 220 - 600 nM) ist stark vom pH-Wert abhéngig,
wobei ein pH-Bereich von 5 - 7,5 ideal fir die Bindung ist. Dartiber hinaus konnte die Erkennung
von Strep-Tag-lI-Fusionsproteinen aus einem Gemisch von Proteinen gezeigt werden.

Analog zu ST-146 wurde ein Spiegelmer gegen einen neuen Affinitdts-Tag, den in silico
generierten Spiegel-Tag entwickelt. Die Aminosduresequenz dieses neuen Affinitats-Tags ist
GSHKRNQTIEGR. Das Spiegelmer SP-56 bindet den Spiegel-Tag affin mit einer
Dissoziationskonstante von 550 nM. Auch fiir die Interaktion des SP-56 mit dem Spiegel-Tag
wurde eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert ermittelt.

Locked Nucleic Acids (LNAs) sind Nukleinsdureanalogons, welche haufig zur Stabilisierung von
siRNAs und Aptameren eingesetzt werden. Im zweiten Teil der Arbeit wurde erstmals eine
komplett aus LNA-Monomeren aufgebaute Doppelhelix kristallisiert und réntgenkristallografisch
vermessen. Die Struktur der ersten LNA/LNA-Doppelhelix vervollstandigt das Wissen um die

strukturellen und molekularen Eigenschaften dieser Nukleinsdureklasse.
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SUMMARY

Protein affinity tags are peptide sequences, which are used for the detection and affinity
purification of recombinant proteins. The octapeptide Strep-Tag-Il is among the most commonly
used short affinity tags. A sensitive and high specific recognition of Strep-Tag-1l fusion proteins is
essential for the detection and purification of these proteins.

Spiegelmers are enantiomeric aptamers, which are generated by applying the mirror-image
technology to the in vitro selection of nucleic acids. These L-nucleic acids are highly stable by
means of being composed of L-monomers that are not susceptible to degradation by nucleases.
However, they exhibit the qualities of aptamers: binding to the target with high affinity and high
specificity.

In this work for the first time, Spiegelmers against the affinity tag Strep-tag-1l were developed.
They can be used for affinity and high specificity detection, immobilization and affinity purification
of Strep-tag-Il fusion proteins.

Seven different aptamers were isolated by Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment (SELEX) from a random DNA library of approximately 10%° different types of
molecules. Each of them binds to the target molecule D-Strep-tag-Il peptide. A G-quadruplex
structure is postulated for the conserved sequences of the aptamers. This is coherent with the
observed dependence of the binding-affinity on potassium and sodium ions.

The aptamer and the corresponding Spiegelmer ST-146 bind with a binding constant of 370 nM
to the D- and L-Strep-tag-Il peptide, respectively. A binding constant in the same magnitude was
obtained for the binding of a truncated 43 nucleotides version of ST-146. The crystals obtained
for this molecule might lead to the X-ray crystallographic structure determination of the Strep-tag-
Il binder.

The Spiegelmer ST-146 was employed for the detection of fusion proteins with N- and C-terminal
Strep-tag-Il, respectively. The specific recognition of Strep-tag-ll fusion proteins by ST-146 (Kq =
220 - 600 nM) strongly depends on pH whereas values from pH 5 to 7.5 are ideal. Furthermore,
ST-146 was shown to detect Strep-Tag-Il fusion proteins from a protein mixture.

Similar to ST-146, a Spiegelmer against a new affinity tag, the in silico derived ‘Spiegel-Tag’, was
developed. The amino acid sequence of the new tag is GSHKRNQTIEGR. Spiegelmer SP-56
binds the ‘Spiegel-Tag’ with a binding constant of 550 nM. A strong dependence on pH was
detected for the interaction of SP-56 with the Spiegel-Tag as well.

Locked Nucleic Acids (LNAs) are modified nucleic acids, which are commonly used for protecting
siRNAs and aptamers from degradation. In the second part of this work, for the first time, a
double helix consisting exclusively of LNA monomers was crystallized and analyzed by X-ray
crystallography. The structure of the first LNA/LNA duplex completes the knowledge of the

structural and molecular properties of this class of nucleic acids.
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LNA

Lsg

m

M

MALDI TOF
min

MPD

NMR

nt

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Ampere

Lichtabsorption bei 260 nm
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat

Becquerel

Basenpaare

Konzentration

Massenkonzentration
Stoffmengenkonzentration
Cobalt-Carboxylmethylaspartat

(engl.) counts per minute, Zahlrate

Curie

Dalton

Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli

Ethylendiamin
Ethylendiamintetraessigsaure
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleinsauretriphosphat

(engl.) deacay per minute
Desoxythymidintriphosphat

Freie Energie

Ethylendiamintetraessigsaure

(engl.) Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(engl.) Fatty Acid Binding Protein

(engl.) Food and Drug Administration
Gramm

Gravitation

Grad Celsius

Stunde

Humanes Immundefizienz-Virus

(engl.) high performance liquid chromatography
(engl.) immobilized metal-affinity chromatography
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid

Kelvin

Geschwindigkeitskonstante der Assoziation
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
Assoziationskonstante
Dissoziationskonstante

Liter

Luria Bertani

(engl.) Locked Nucleic Acid

LOsung

Meter

Molekulargewicht

(engl.) Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight
Minute

2-Methyl-2,4-Pentanediol

(engl.) Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
Nukleotide
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NTA
32P
PAGE
PBS
PCR
PEG
pH

%
RNA
rRNA

SDS
SELEX
TAE
Taq
TBE
TEMED
Tris
tRNA
V

w

U

uv

viv

w/v

ZA

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Nitriloessigsaure

Phosphorisotop
Polyacrylamidgelelektrophorese
(engl.) Phospate buffered Saline
Polymerase-Ketten-Reaktion
Polyethylenglykol

(lat.) pondus Hydrogenii

Prozent

Ribonukleinséure

Ribosomale RNA

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

(engl.) Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
TrisAcetat/EDTA

Thermus aquaticus
Tris/Borat/EDTA
,N,N',N"-Tetramethylethan-1,2-diamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Transfer-RNA

Volt

Watt

(engl.) Unit

Ultraviolett

Volumen pro Volumen,

Gewicht pro Volumen,
Zahlausbeute

Abkirzungen fir Nukleotide

Desoxyadenosin (A)

Desoxycytidin (C)

Desoxyguanosin (G)

Desoxythymidin (T)

Abkirzungen fir Aminosauren

Alanin (Ala, A) Glycin (Gly, G) Prolin (Pro, P)
Arginin (Arg, R) Histidin (His, H) Serin (Ser, S)
Asparagin (Asn, N) Isoleucin (lle, 1) Threonin (Thr, T)
Asparaginsaure (Asp, D) Leucin (Leu, L) Tryptophan (Trp, W)
Cystein (Cys, C) Lysin (Lys, K) Tyrosin (Tyr, Y)
Glutamin (GIn, Q) Methionin (Met, M) Valin (Val, V)
Glutaminsaure (Glu, E) Phenylalanin (Phe, F)

Préfixe fur Einheiten: f, Femto (10™*°); p, Pico (10™?); n, Nano (10®); p, Mikro (10°®);

m, Milli (10®); k, Kilo (10°)

Weiterhin wurden allgemein tbliche Abkirzungen verwendet.
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1 Geréte

Autoklav 400EP-Z
Elektrophorese-Netzgeréat
Feinwaage AC 88
Geldokumentationsanlage
Inkubator

Kihlzentrifuge Biofuge fresco
Magnetrihrer

Mikroskop CH-2

Olpumpe Typ 10004 A C
PCR Thermocycler

pH-Meter

Phospho-Scanner Storm 840
Pipetten

Reinstwasseranlage
Rotations-Vakuum-Konzentrator
Schuttler G76
Spektralfotometer UV-1202
Szintillationszahler LS 6000 SC
Thermoschuttler Comfort
Tischzentrifuge Capsule
Transilluminator Reprostar |l
Ultraschallgerat
Ultratoraxgerat
Ultrazentrifuge CS-150 GX
Ultrazentrifuge L8-55M
Vortexgerat Vortex Genie 2
Wasserbad

Zentrifuge Biofuge A
Zentrifuge Biofuge 13

2 Chemikalien und Losungen

Ampicillin Natriumsalz

APS

[y—*2P]-ATP (3000 Ci/mmol, 9,25 MBq)
Agarose NEEO Ultra-Qualitat
B-Mercaptoethanol

Biotin

Bradford-Reagenz Roti-Nanoquant
Bradford-Reagenz Roti-Quant
Bromphenolblau

BSA

Chloroform-lsoamylalkohol
Coomassie Serva Blue R
[0—**P]-dCTP (3000 Ci/mmol, 9,25 MBQq)
dNTPs 10 mM Roti Mix 3

EDTA

Entwicklerlésung

Essigsaure

Varioklav

Pharmacia

Mettler

Peqglab

Heraeus

Heraeus

Biorad

Olympus

Alcatel

Biometra

Shimadzu

Molecular Dynamics
Gilson

Millipore

Savant

New Brunswick Scientific
Shimadzu

Beckmann

Eppendorf

Tomy

Camag

Bioblock Scientific
Janke und Kunkel KG
Beckman

Beckman

Bender und Hobein AG
GFL

Heraeus

Heraeus

Carl Roth
Carl Roth
Hartmann
Carl Roth
Merck
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma
Carl Roth
Serva
Hartmann
Carl Roth
Carl Roth
Fujifilm
Carl Roth
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Ethanol 100 %
Ethidiumbromid (1 %ige Lsg.)
Fixierldsung

Glycerol

Glycin

Glycogen 20 mg/ml

Harnstoff

Harnstoff Ultra Qualitat

HCI

Hefeextrakt

IPTG

Isopropanol

KH,PO,

Kaliumhydroxid

KCI

LB-Agar

Methanol

MgC|2

MgCl, 25 mM-Lsg.

MgCl, 50 mM-Lsg.

MPD

Natriumacetat
Natriumcacodylat

NacCl

Na,HPO,

NaOH

NTC-Puffer

Pepton Nr. 140
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Rotiphorese Gel 40
(Acrylamid/Bisacrylamid (19:1))
Rotiphorese Gel 30
(Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1))
SDS

TEMED

Thrombin

Tris

Tween 20

Xylencyanol

3 Enzyme

Tag-Polymerase
Phusion-Polymerase
A-Exonuklease
T4-Polynukleotid-Kinase
T4-DNA-Ligase
Benzoenase Nuklease
Lysozym

4  Zellen und Plasmide

pGEM-T-Vektor
E.coli XL1-Blue Supercompetent Cells

Carl Roth

Carl Roth
Fujifilm

Carl Roth

Carl Roth
Fermentas
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Gibco BRL
Carl Roth

Carl Roth
Merck

Merck

Merck

LAB M

Carl Roth

Carl Roth
Ampligon

New England Biolabs
Fluka

Carl Roth
Fluka

Riedel de Haén
Merck

Merck
Macherey-Nagel
Gibco BRL
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Serva

Carl Roth
Sigma

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Ampligon

New England Biolabs
Fermentas

New England Biolabs
Promega

Merck

Sigma

Promega
Stratagene



5 Puffer und Losungen

Coomassie-Farbeldsung fir
SDS-Gele

20 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Essigsaure

16 Tabletten ServaBlueR / |

2 x denaturierender DNA-
Probenpuffer

8 M Harnstoff

1x TBE

0,05 % (w/v) Xylencyanol
0,05 % (wiv)
Bromphenolblau

6 x DNA-Probenpuffer fur
Agarosegele

10 mM Tris, pH 7,6
0.15% (w/v) Orange G
0.03% (w/v) Xylencyanol
60% Glycerol

60 mM EDTA

Elutionspuffer NPTB

50 mM NaH,POy,, pH 8,0
300 mM NacCl

10 mM Biotin

0,05 % (v/v) Tween 20

Entfarbelésung fur SDS-
Gele

20 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Essigsaure

10 x A-Exonuklease-Puffer
670 mM Glycin-KOH, pH 9,4
25 mM MgCl,

0,1% (v/v) Triton X-100

LB-Agar
LB-Medium
15 g/l (w/v) Agar

LB-Medium

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % Pepton Nr. 40

1,0 % NacCl

pH 7,0 mit NaOH-Platzchen
1/600 ml

Lyse-Puffer NP
50 mM NaH,PO,, pH 8,0

300 mM NacCl

ANHANG

2 X nativer DNA-

Probenpuffer

1x TBE

0,05 % (w/v) Xylencyanol
0,05 % (w/v)
Bromphenolblau

NE-Puffer
5 mM Tris, pH 8,5

PBS-Puffer

8 mM Na,HPOy, pH 7,4
1,8 mM KH,PO,

140 mM NaCl

2,7 mM KCI

PBS-M
PBS, pH 7,4
1 mM MgCl,

PBS-M-Puffer pH 5
PBS, pH5
1 mM MgCl,

PBS-M-Puffer pH 6
PBS, pH 6
1 mM MgCl,

PBS-M-Puffer pH 7
PBS, pH 7
1 mM MgCl,

PBS-MT

PBS, pH 7,4

1 mM MgCl,

0,05 % (v/v) Tween 20

PBS-T
PBS, pH 7,4
0,05 % (v/v) Tween 20

4 x Probenpuffer fiir SDS-
Gele

0,2 M Tris, pH 6,8

8 % (w/v) SDS

40 % (w/v) Glycerin

0,4 % (w/v) Bromphenolblau
4 % (v/v) B-Mercaptoethanol

5 x SDS-Laufpuffer
125 mM Tris, pH 8,3
1,25 M Glycin

0,5 % (w/v) SDS
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10 x TAE Puffer (Tris-
Acetat-EDTA-Puffer)
0,4 M Tris, pH 8,3

0,2 M Acetat

10 mM EDTA

10 x Tag-Polymerase PCR-
Puffer

100 mM Tris, pH 8,3

500 mM KCI

10 x TBE Puffer
1,0 M Tris, pH 8,3
1,0 M Borat

20 mM EDTA

2 X T4 Ligations-Puffer
60 mM Tris, pH 7,8

20 mM MgCl,

20 mM Dithiothreitol

2 mM ATP

10 % (w/v) PEG

Tris-Puffer pH 7,4
100 mM Tris, pH 7,4
Tris-Puffer mit KCI
100 mM Tris, pH 7,4
140 mM NacCl

Tris-Puffer mit NaCl
100mM Tris, pH 7,4
140 mM NacCl

10 x T4-Polynukleotid-
Kinase-Puffer

700 mM Tris, pH 7,6
100 mM MgCl,

50 mM Dithiothreitol

Waschpuffer NPT

50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NacCl

0,05 % (v/v) Tween 20
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6 GroRenstandards

O'GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder Fermentas
O'GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder Fermentas
GeneRuler 50 bp DNA Ladder Fermentas
Hyperladder | Bioline
Proteinleiter Roti-Mark 10-150 Plus Carl Roth

7 Synthetische Oligonukleotide

D-Nukleinsduren

Alle D-Nukleinséduren wurden von der IBA GmbH (Goéttingen) bezogen.

DNA-Bibliothek K2
5-GGG AAT TCG AGC TCG GTA CC-(N)s-C TGC AGG CAT GCA AGC TTG G-3'

Forward Primer K2
5'-GGG AAT TCG AGC TCG GTA CC

Reverse Primer K2
5'-CCA AGC TTG CAT GCC TGC AG-3

P-Reverse Primer K2
5°- P-CCA AGC TTG CAT GCC TGC AG-3
[P] = Phosphorylrest am 5’-Ende

Reverse Hexathylenglycol-Primer K2

5 —(T),o—X-CCAAGC TTG CAT GCC TGC AG-3’
[T20] = 20 x Thymin

X = Hexaethylenglykol-Modifikation

Aptamer ST-146
5-GGG AAT TCG AGC TCG GTA CCT CCG GAG GAT TCT GGT CGG TGT TTG GGG
CAG GAG GTACTT TCC CAG GCACTG CAG GCATGC AAG CTT GG-Z

Aptamer ST-146-A
5-GTA CCT CCG GAG GAT TCT GGT CGG TGT TTG GGG CAG GAG GTAC-3

Aptamer ST-146-B
5-CCAGGCACTGCAGGCATGCAAGCTTGG-3

Aptamer ST-134-A
5-CCT GGG GGC ACG GAT TGG CGA TTG GGT CAT GGT GTG GTT GGT AGT GCC
TGC AGG-3’

Aptamer SP-56
5-GGG AAT TCG AGC TCG GTA CCC TAG TCC GGT GTG GGC TGG CGA TTG AGG
CTCACCTTTTTT CCT CTCTGT GTC TGC AGG CAT GCAAGC TTG G-3
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L-Nukleinsauren

L-Nukleinsauren wurden von ChemGenes (Wilmington, USA) bezogen.

Spiegelmer ST-146
5-GGG AAT TCG AGC TCG GTA CCT CCG GAG GAT TCT GGT CGG TGT TTG GGG
CAG GAG GTACTT TCC CAG GCA CTG CAG GCATGC AAG CTT GG-3

Spiegelmer SP-56
5'-GGG AAT TCG AGC TCG GTA CCC TAG TCC GGT GTG GGC TGG CGA TTG AGG
CTCACCTTTTTT CCT CTC TGT GTC TGC AGG CAT GCAAGC TTG G-3

LNAs
LNA-Molekulle wurden von der IBA GmbH (G6éttingen) bezogen.

LNA 1
5-(GGT GAG G)--3’

—

NA 2

5-(CCT CAC C)--3

8 Peptide

Die D-Peptide wurden von Inbiolabs (Riga) und die L-Peptide von Biosyntan (Berlin)
bezogen.

D-Peptide

D-Strep-Tag-lI-Peptid
NH,-WSHPQFEK-EDA-Biotin
EDA = -NH-CH,-CH,-NH-

D-Spiegel-Tag-Peptid
NH,- GSHKRNQTIEGR-EDA-Biotin
EDA = -NH-CH,-CH,-NH-

L-Peptide
D-Strep-Tag-lI-Peptid
NH2-WSHPQFEK-EDA-Biotin
EDA = -NH-CH2-CH2-NH-

D-Spiegel-Tag-Peptid
NH2- GSHKRNQTIEGR-EDA-Biotin
EDA = -NH-CH2-CH2-NH-
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Proteine

Strep-Tag-lI-FABP (Vektor pXSilI)

1
46
91
136
181
226
271
316
361
406
451

1
16
31
46
61
76
91
106
121
136
150

atgtggagccacccgcagttcgaaaaaagcgctgaaaacctgtat
ttccagggcgtggacgceccttcecgtgggtacctggaagttagtggac
agcaagaatttcgatgactacatgaagtcactcggtgtcggtttt
gctaccaggcaggtgggcaatatgaccaagcctaccacaatcatc
gaagtgaatggggacacagtcatcataaaaacacaaagcaccttc
aagaacacagagatcagcttcaagctgggagtcgagttcgatgag
accacagcagatgacaggaaagtcaagtccatcgtgacgctggat
ggcggcaaacttgtccacgtgcagaagtggaatggacaagagaca
tcacttgtgcgggagatggttgacgggaaactcattctgacactc
acccacggcactgcagtttgcactcgtacttacgagaaacaggca
taa

*H N OQHAXREMONAER
THOHAZ2<<4d9XxR0 s
QA< RrPAaAZwOz2an
HwWwHoE QO < :
TH<UOHUO< OO ™
< R@DWnHAaOo o
A< RO gz mgm
Hoo <®"RHXE2<H
TR NEHAXNOXR
HR=TnOXNXNnAHW®
K EHEZ2+H<H3"-e =
HHO<EHOHAQXRM
RHEHoOoHAMmnAa< e >R
OHEEHFOOAHOS H
T HAHAOEMHMO K

ENLYFQG = TEV-Schnittstelle
WSHPQFEK = Strep-Tag-ll

FABP-Strep-Tag-Il (Vektor pHMFA-SII)

1
40
79
118
157
196
235
274
312
351
389

1
16
31
46
61
76
91
106
121
136

atggtggacgccttcgtgggtacctggaagttagtggac
agcaagaatttcgatgactacatgaagtcactcggtgtce
ggttttgctaccaggcaggtgggcaatatgaccaagcct
accacaatcatcgaagtgaatggggacacagtcatcata
aaaacacaaagcaccttcaagaacacagagatcagcttc
aagctgggagtcgagttcgatgagaccacagcagatgac
aggaaagtcaagtccatcgtgacgctggatggcggcaaa
cttgtccacgtgcagaagtggaatggacaagagacatca
cttgtgcgggagatggttgacgggaaactcattctgaca
ctcacccacggcactgcagtttgcactcgtacttacgag
aaacaggcatggagccacccgcagttcgaaaaataa

TO<®RPAZW 2R
g Y OOEQO S
OrE<UUHU<UOU
MR ITW®nHAQO P
o< <RS2 <
NH OO < RARHEREIS
* R R HHERO
HR =T noOoxR=RnA
KBzZ+H<<HamogH =
HHQOQ<EHOHAQX
O HAmn g e
O HEEHOHAEHGOI
> EHEH oMM H RO
SHnOHAXEP®
nomtHtoaodz<<Ha3R

WSHPQFEK = Strep-Tag-Il
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10 Kits

Natrix Formulation Kit HR2-116
Nucleic Acid Mini Screen Kit HR2-118
NucleoSpin Extract Il

NucleoSpin Plasmid
pGEM-T-Klonierungskit

11 Sonstige Materialien

Kieselgelplatten 60 F254
Nitrocellulose-Filter HAWP 0,45 um, 25 mm
Phosphofilm

Quarzkivette

StrataClean Resin
Strep-Tactin-beschichtete magnetische
Partikel

Streptavidin-beschichtete magnetische
Partikel Dynabeads M-280
Ultrafiltrationseinheiten Amicon Ultra-4
Ultrafiltrationseinheiten Microcon YM-30, YM-3
96-well-CrystalQuick-Kristallisationsplatten
24-well-Linbro-Kristallisationsplatten

12 Software

Corel Draw, Corel Photo-Paint
Geneious

HKL 2000 Suite

Image Quant NT

Office Suite 2007

Quantity One

Sigma Plot

138

Hampton Research
Hampton Research
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Promega

Merck
Millipore

GE Healthcare
Hellma
Stratagene

Qiagen

Invitrogen
Millipore
Millipore
Greiner Bio-One

ICN Biochemicals Inc.

Corel
Biomatters Ltd.
HKL Research Inc.

Amersham Biosciences

Microsoft
Biorad
Systat Software
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