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Einleitung

1. Einleitung

Evolution ist die Grundlage allen Lebens und damit auch ein wichtiger Mechanismus, mit dessen
Verstandnis in der modernen Biologie und Biochemie neue Anwendungen entstehen kdnnen. Die
alteste anerkannte Evolutionstheorie stammt von Charles Darwin (1809-1882). Auch wenn in der
ersten Ausgabe seines 1859 erschienen Werkes ,On the Origin of Species by Means of Natural
Selection” der Begriff Evolution noch nicht auftaucht, so liefert es doch in sich schlissige, kausale
Erklarungen den Evolutionsprozess betreffend und flhrt die Indizien fir den phylogenetischen
Zusammenhang der Organismen auf. Darwin fuhrt Evolution auf die natirliche Auslese (,Kampf
um das Dasein®, Selektion) und zufallige Veranderungen (Mutationen) des Erbmaterials zurick.
Seine Erkenntnisse liefern noch heute die Grundlage fur das Verstandnis von Funktion und

Fortentwicklung in der Biologie.

Die kleinste Einheit in der die Evolution stattfindet, ist innerhalb der lebenden Zelle der Trager der
genetischen Information: Desoxyribonukleinsaure (DNA) und Ribonukleinsaure (RNA). Die
wirkenden Prozesse sind Amplifikation (genetische Vervielfaltigung), Mutation (genetische
Variation) und Selektion (Auswahl bevorzugter Phanotypen) [49]. Dass diese chemischen
Vorgange auch aul3erhalb eines Organismus reproduzierbar sind, konnte Sol Spiegelman bereits
ein Jahrhundert nach Darwin mit einer kinstlichen Auslese unter Makromolekilen aufRerhalb
eines biologischen Systems im Reagenzglas nachweisen. Die von Spiegelman 1967
veroffentlichte Studie ,An Extracellular Darwinian Evolution Experiment with a Self-Duplicating
Nucleic Acid Molecule” [70] kann als Basis der in vitro-Evolutionsexperimente gesehen werden
und stellte nur den Anfang einer intensiven und Ubergreifenden Forschung in den Bereichen

Biologie und Chemie dar.

Im Jahr 1985 konnte sich Phage Display als erstes Selektionsverfahren mit dem Grundprinzip der
Genotyp-Phanotyp-Kopplung etablieren [99]. Mit diesem Verfahren lassen sich Protein-Protein-
Interaktionen aufklaren: Aus groflRen, rekombinanten Gen-Bibliotheken (Phagengenom) werden
Proteinteile (z.B. Antikbrperfragmente) oder komplette Proteine funktionell auf der Oberflache von
Bakteriophagen prasentiert, um anschlieRend geeignete Bindepartner fiir einen bestimmten

Liganden zu isolieren und zu identifizieren.

Mit der Etablierung enzymatischer Vervielfaltigungsreaktionen von Nukleinsauren in vitro wurden
die Grundsteine fur weitere molekulare Evolutionsexperimente geliefert. Auf die 1986 von Kary
Mullis et al. [73] beschriebene Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction - PCR)
folgten weitere Methoden wie die reverse Transkription von RNA [23], die in vitro-Transkription

oder auch die RNA-Synthese [69] und die isothermale Amplifikation von Nukleinséauren.
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Anfang der 1990er Jahre folgte eine neue in vitro-Evolutionstechnologie fiir die Selektion
spezifisch bindender Nukleinsduren (=Aptamere): das SELEX-Verfahren.

1.1 In vitro-Selektion von Nukleinsauren (SELEX)

Die Isolation funktioneller Nukleinsédureliganden (= Aptamere, s. 1.2) aus hoch komplexen
kombinatorischen Nukleinsaure-Bibliotheken mit bis zu 10*®> Molekiilen, erfolgt mittels der in vitro-
Selektion oder auch Evolution [35]. Das hierzu verwendete SELEX-Verfahren (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) wurde erstmals von Tuerk & Gold [114] mittels
an T4-DNA-Polymerase bindenden RNA-Molekilen beschrieben. Kurz darauf folgten weitere
Publikationen von Ellington & Szostak [26] Uber spezifisch an organische Farbstoffe bindende
RNA-Molekiile und von Robertson & Joyce [87] Uber die Anreicherung einer katalytisch aktiven
Strukturvariante (Ribozym), das bevorzugt ssDNA-Substrate anstelle einzelstrangiger RNA
spaltet.

Ausgehend von einer kombinatorischen Nukleinsdure-Bibliothek (s. 1.4) werden in einem
iterativen Prozess die spezifisch bindenen Oligonukleotide an einer Zielstruktur (= Target)
angereichert, da die Komplexitat der Bibliothek eine Anreicherung bindender Nukleinsauren in
einem einzigen Selektions- und Amplifikationsschritt nicht zuldsst. Urspringlich wurde dieses
Verfahren flir RNA-Molekiile beschrieben, abgeandert ist es jedoch auch fir die Selektion von
DNA-Aptameren anwendbar [35, 44]. Der Ablauf einer in vitro-Selektion von DNA-Aptameren ist
in Abbildung 1 dargestellt.

Die Separation zielmolekilbindender Polynukleotide von solchen ohne substanzielle Affinitat ist
in diesem Prozess von entscheidender Bedeutung. Erfolgt diese physikalische Trennung ohne
Immobilisierung des Zielmolekiils, z.B. durch Ultrafiltration Uber eine Nitrocellulosemembran
[114], [7], kann es zum Verlust targetspezifischer Oligonukleotide bzw. zu unspezifischen

Anreicherungen an der Membran kommen [106].

Ein weiteres Verfahren der Aptamer-Zielmolekiil-Komplexe, das ohne Immobilisierung auskommt
besteht in der elektrophoretischen Trennung: Die Kapillarelektrophorese-SELEX (CE-SELEX,
[65]).
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Abb.1: SELEX-Prozess zur Gewinnung von DNA-Aptameren. Eine einzelstréngige
Nukleinsaurebibliothek wird mit einem Zielmolekil inkubiert, nicht bindende Sequenzen werden durch
Waschen entfernt. Nach Elution der zielmolekil-assoziierten Molekiile erfolgt deren Vervielfaltigung
und Regeneration. Fir eine Anreicherung werden zumeist 10 bis 15 Zyklen durchlaufen, bevor durch
Klonierung die Sequenzen vereinzelt und anschlieBend sequenziert bzw. identifiziert werden kénnen.

Fur die Immobilisierung des Targets auf Sdulenmatrizes (z.B. Sepharose, Agarose) [113] werden
substanzielle Mengen des Zielmolekills benétigt; die Affinitatschromatographie wird daher
zunehmend durch die Verwendung magnetischer Partikel (magnetic beads) abgeltst [106]. Diese
paramagnetischen, eisenhaltigen Partikel zeichnen sich durch ihre einfache Handhabung aus:
die magnetische Separationstechnologie erlaubt den Einsatz geringer Mengen des Zielmolekiils,
zudem ist sie schnell, effizient und stringentere Waschschritte sind moglich [105]. AuRerdem
kénnen mehrere Experimente parallel und automatisiert durchgefiihrt werden [33, 128]. Nicht
gebundene Nukleinséduren lassen sich durch Waschschritte aus dem Selektionszyklus entfernen.
Eine Erh6hung des Waschvolumens und der Anzahl der Waschschritte, sowie eine Verringerung

der Inkubationszeit fihrt zu einer Verstarkung der Stringenz [62].

Fur die Amplifikation der an eine Zielstruktur gebundenen Nukleinsauren missen diese abgeltst
bzw. eluiert werden. Dies geschieht meist unspezifisch durch SDS (Natriumlaurylsulfat),
Harnstoff, EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), Imidazol oder Hitzedenaturierung, wobei sich
dann auch Matrixbinder im Eluat befinden kénnen. Eine spezifische Elution kann durch

Kompetition oder Targetabspaltung erreicht werden.

In der Vervielfaltigung der eluierten Nukleinsduren unterscheiden sich DNA- und herkémmliche

RNA-Selektionen maRgeblich. Fir die Amplifikation mittels PCR ist bei RNA-Molekilen zuvor ein

3
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Umschreiben in cDNA mittels reverser Transkriptase notwendig. Bei der anschlieRenden
Vervielfaltigung wird Uber einen Primer ein T7-Promotor eingefligt, damit der RNA-Pool fur die
nachste Selektionsrunde Uber die in vitro-Transkription generiert werden kann. Die Anreicherung

target-assoziierter DNA-Aptamere erfolgt durch eine PCR.

Bei erneuter Inkubation mit dem Zielmolekil belegen Aptamere aus der neuen Bibliothek der
zweiten Selektionsrunde mit hoherer Affinitat die freien Bindungsplatze. Sequenzen mit
niedrigerer Bindungsaffinitdt scheiden aus dem in vitro-Evolutionsprozess aus. In den
aufeinanderfolgenden Zyklen von Selektion und Verstarkung setzen sich letztlich die Aptamere
mit der hochsten Bindungsaffinitat durch. Ublicherweise werden dafiir 8-15 Zyklen benétigt. Eine
zusatzliche Negativ-Selektionsrunde, d.h. die Verwendung der Selektionsmatrix ohne

Zielmolekl, entfernt Matrixbinder aus der Population.

Seit der Erstbeschreibung des SELEX-Verfahrens im Jahr 1990 [114] wurden zahlreiche
Variationen vorgestellt und publiziert. So gelang beispielsweise Nitsche et al. [78] mit der
MonoLex™-Methode die Selektion eines DNA-Aptamers gegen das Vaccinia-Virus in nur einer
Runde mittels Affinititschromatographie — mit physikalischer Segmentation der Affinitatsmatrix
und einem einzigen Amplifikationsschritt. Eine weitere Moglichkeit, Aptamere gegen grol3e
Molekiule wie Proteine oder Proteinkonjugate zu isolieren, ist eine CE-SELEX (capillary
electrophoresis-SELEX), bei der  Targetmolekil-Nukleinsdure-Komplexe  Uber eine
Kapillarelektrophorese von nicht bindenden Sequenzen getrennt werden [65-67, 110]. Weiterhin
wurden noch die FACS-SELEX bei der die Sortierung von Zellen als Separationsstrategie

eingesetzt wird [84] und die Cell-SELEX [22] zur Isolation zellspezifischer Aptamere beschrieben.

1.2 Aptamere

Aptamere (lat. aptus = passend; gr. meros = Partikel) sind kurze einzelstrangige Oligonukleotide
(DNA oder RNA) [26]. Neben ihrer Eigenschaft als Trager genetischer Information (Genotyp),
besitzen Nukleinsduren auch die Fahigkeit, teilweise sehr stabile Sekundar-, Tertiar-, und
Quartarstrukturen auszubilden (s. Abb. 2) [29]. Ihre dreidimensionale Struktur entsteht (Phanotyp)
durch elektrostatische Wechselwirkungen, z.B. in Form von intramolekularen Watson-Crick-
Basenpaarungen, Basen-Stapelungen, ,Pseudo-Knoten®, sowie parallele und antiparallele
Triplexe oder Guanin-Quadruplexe [31] und begiinstigt eine hochaffine und spezifische Bindung
an eine Vielzahl verschiedener Molekile. Die adaptive Bindung erfolgt durch starke
Wechselwirkungen mit dem Zielmolekil, wie Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische

Anziehungen oder van-der-Waals-Krafte [39].
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ssDNA oder RNA definierte dreidimensionale Aptamer-Target-Komplex

Struktur

Faltung molekulare Erkennung
_— —_—
W Bindung
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Abb. 2. Funktionsweise von Aptameren. Einzelstrangige DNA- oder RNA-Molekile sind durch
intramolekulare Wechselwirkungen in der Lage, eine definierte, dreidimensionale Struktur
auszubilden, welche spezifisch an ein Zielmolekil binden kann (nach Stoltenburg et al. [107]).

Nukleinsduren bieten den Vorteil, dass sie Genotyp und Phéanotyp in sich vereinigen. Dies
bedeutet, dass sie nicht nur ihre eigene Bauanleitung in Form der genetischen Information
enthalten, sondern durch ihre dreidimensionalen Strukturen auch weitere Funktionen
Ubernehmen konnen. Folglich eignen sich Aptamere fir ein ahnlich breites Spektrum von
Anwendungen wie Antikorper, z.B. in der Diagnostik, der Therapie und in biotechnischen
Verfahren wie der Affinitatschromatographie.

Das Spektrum mdoglicher Zielmolekile fur Aptamere ist nahezu unerschopflich: es umfasst
Proteine, Peptide, anorganische und kleine organische Molekiile, Kohlenhydrate, Antibiotika oder
auch komplexe Mixturen, wie Zelllysate und ganze Zellen [107]. In Tabelle 1 sind Zielgruppen mit
einigen erfolgreich selektierten Aptameren beispielhaft aufgelistet. Dies verdeutlicht die enorme
Bandbreite an Zielstrukturen flir Aptamere und die daraus resultierenden Anwendungsgebiete.
Einen weiteren Uberblick tiber bislang selektierte Aptamere bietet die online-Datenbank der

Universitat Texas [134].

Tab. 1: Beispiele fir selektierte Aptamere und deren Zielmolekule

Zielstruktur Zielmolekiil Nggﬁ::_ Eé?]ss?zilrigo(rlz) Quelle
kleine Molekile | Kokain DNA 0,4 - 10 pM; 20 pM [104]
Theophyllin RNA 0,3 uM [47]
Nukleotide ATP DNA 12 uM [42]
Flavinmononukleotid RNA 500 nM [30]
(FMN)
Antibiotika Tobramycin RNA 3 um [121]
Tetracyclin RNA 1um [6]
Daunomycin DNA 20 nM [129]
Farbstoffe Sulforhodamin B RNA 630 nM [28]
Malachitgriin 1uM [36]
Viren Vaccinia-Virus DNA [78]
Peptide Rev-Peptid RNA 20 nM [132]
Proteine L-Selectin DNA 66 + 34 pM (37°C) [122]
Thrombin DNA 25nM [11]
Immunglobulin E DNA 10 — 35 nM [123]
Zellen Trypanosoma cruzi RNA 40 - 400 nM [116]
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Das fiir die Selektionen dieser Forschungsarbeit gewahlte Zielmolekil Streptavidin besitzt ein
Molekulargewicht von 16,8 kDa und besteht aus vier identischen Untereinheiten (s. Abb. 3).
Diese sind in der Lage, jeweils ein Molekdl Biotin (=Vitamin B7 oder H) mit einer
Dissoziationskonstante (Kq) von 4 x 10" M [37] zu binden, was eine der stéarksten nicht-
kovalenten Bindungen ist. Es wurde Anfang der 1960er Jahre aufgrund seiner antibiotischen

Wirkung bei der Fermentation von Streptomyces avidini entdeckt [37].

Neben dem Polyhistidin-tag z&hlen die
streptavidin-bindenden Sequenzen zu den am
meisten verwendeten kurzen Affinitatspeptiden
far die Aufreinigung und Detektion
rekombinanter Proteine. Um das Streptavidin-
Biotin-System auch in der Biotechnologie
nutzen zZu koénnen, z.B. fur die
Affinitadtschromatographie rekombinant expri-
mierter  Proteine, wurden  verschiedene

streptavidin-bindende Affinitats-peptide (tags)

entwickelt, die kompetitiv mit Biotin eluierbar
, L sind. Zunachst wurde 1993 das Strep-tag®-I-

Abb. 3: 3D-Struktur eines Streptavidin- _ _
Tetramers mit Liganden. Jedes Monomer ist  Peptid vorgestellt [93], welches allerdings nur C-

in der Lage ein Biotinmolekdl zu binden [29]. terminal an Proteine fusioniert werden kann.

Infolge dessen wurde das sowohl N- als auch C-terminal fusionierbare Strep-tag®-Il-Peptid
entwickelt [94]. Es bindet an Streptavidin mit einer Dissoziationskonstante von K4 = 13 - 72 uM
[94]. Fur die streptavidin-bindenden Peptide Nano-tag(9) und Nano-tag(15) konnten sogar

Dissoziationskonstanten im nanomolaren Bereich ermittelt werden [58].

Neben den streptavidin-bindenen Affinitatspeptiden wurde Streptavidin auch fir die Bindung an
das Strep-tag®-ll-Peptid optimiert [118]. Die Streptavidinmutante Strep-Tactin® erlaubt eine
Elution des gebundenen Fusionsproteins mithilfe des Biotinanalogs Desbiotin. Dessen reversible
Bindung ermdglicht eine Wiederverwendung der Affinitatsmatrix. Das Strep-tag®-1l-Peptid bindet

Strep-Tactin® mit einer Dissoziationskonstante von Ky = 1 uM [118].



Einleitung

1.3 Aptamere und ihre Anwendungen

Eine Selektion von Aptameren lasst sich gezielt auf spatere Applikationen ausrichten, wodurch
das Anwendungsspektrum sehr weit gefachert ist.

Das erste therapeutisch eingesetzte Aptamer richtete sich gegen den humanen VEG-Faktor
(vascular endothelial growth factor) und ist mittlerweile als Wirkstoff Macugen® zur Behandlung
der altersabhangigen Makuladegeneration (AMD) zugelassen. Es handelt sich dabei um ein 2'-
Fluor-Pyrimidin- und 2'-O-Methyl-Purin-substituiertes 27mer RNA-Aptamer (NX1838), das als
Arzneimittel unter dem Namen Pegaptanib® erhaltlich ist [76]. Derzeit befinden sich weitere
potenzielle Medikamente auf DNA-Basis in Phase | und Il. Darunter das anti-Ghrelin-Aptamer
GnRH, ein Spiegelmer (L-RNA) der Firma Noxxon [126], welches bereits erfolgreich im
Tierversuch getestet wurde [100] sowie das gegen den von-Willebrand-Faktor gerichtete Aptamer
[32] der Firma Archemix (Arcl779), welches sich seit 2008 in der Phase llb fir die
Mikroangiopathie-Therapie befindet.

Generell gelten Aptamere aufgrund ihrer hohen Stabilitat, Moglichkeit zur chemischen
Modifikation und der einfachen chemischen Synthetisierbarkeit als viel versprechende molekulare
Werkzeuge in der medizinischen Diagnostik und Umweltanalytik. Im Gegensatz zu
antikbrperbasierten Systemen sind kurze Haltbarkeit und die begrenzte Mdglichkeit zur
Regeneration keine limitierenden Faktoren. Aptamere werden derzeit in zahlreichen Methoden
der Biosensorik angewendet. Fur die Entwicklung und Erprobung von optischen,
massesensitiven und potentiometrischen Sensoren [108] konnte vielfach das bereits 1992

vorgestellte Anti-Thrombin-Aptamer [11] beispielhaft eingesetzt werden.

Einige aptamerbasierte Formate haben sich bereits in der Biotechnologie etabliert: In der ELISA-
analogen Anwendung des Enzyme Linked Oligonucleotide Assay (ELONA) [24], im Enzyme
Linked Aptamer Assay (ELAA) [2] und im Fluorescence dye-linked aptamer assay (FLAA) [127].
Zudem eignen sich Aptamere auch zur Aufreinigung von Proteinen in der
Affinitatschromatographie. Es kénnen sehr milde Elutionsbedingungen gewahlt werden und
Aptamere kénnen ohne oder mit nur geringem Verlust ihrer Aktivitét regeneriert werden, wodurch

sich aptamerbasierte Chromatographiemedien mehrfach verwenden lassen.

1.3.1 Vergleich Aptamere und Antikorper
Im Vergleich zu Antikdrpern sind Aptamere deutlich kleiner (<25 kDa, AK: >150 kDa) und lassen

sich rasch und kostengiinstig herstellen. Fir verschiedenste Anwendungen, z.B. die in vitro-
Diagnostik [85] und die Chromatographie, gewinnen sie zunehmend an Bedeutung; u.a. weil sie

eine hohe Temperaturbestandigkeit besitzen und sich sehr einfach chemische Modifikationen
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einfigen lassen. Aptamere koénnen auch unter fir die Antikorperproduktion toxischen
Bedingungen hergestellt werden — wie etwa bei Biosensoren fir Enterotoxin aus Staphylokokken
bzw. Choleratoxin [13]. Zudem lassen sie sich bereits wahrend der Selektion gezielt an

physikochemische Bedingungen spaterer Applikationen anpassen.

Selektierte, chemisch synthetisierte Aptamere enthalten keine toxischen oder immunogenen
Substanzen und besitzen keine Variationen zwischen einzelnen Chargen, was sie fir
therapeutische Anwendungen besonders attraktiv macht. Im Vergleich mit Antikérpern erfordert
die SELEX-Technologie zudem weder Tierversuche noch Zellkulturen, womit Aptamere nicht nur

kostengunstiger sind, sondern auch ethische Vorteile bieten.

1.3.2 Nukleinsauremodifikationen

Fur viele Anwendungen im medizinischen und diagnostischen Bereich sind Nukleinsauren nur
bedingt geeignet, da es ihnen an der ndétigen invivo Stabilitdt mangelt. In biologischen
Flussigkeiten (z.B. Serum oder Zelllysat) enthaltene Nukleasen kdnnen Aptamere in kiirzester
Zeit abbauen [57]. Modifikationen am 2'-C-Atom der Pyrimidinbasen, wie das Einflgen einer
Aminogruppe, einer O-Methylgruppe oder eines Fluoratoms, erhéhen die Resistenz gegeniber
Nukleasen [35, 89] ebenso wie die Verwendung von 4'-Thiopyrimidinen [53] oder
Phosphorothioat-Oligonukleotiden [102]. Dabei wird ein Sauerstoffatom im Phosphat durch ein

Schwefelatom entweder teilweise (am 3' und 5' Ende) oder vollstandig ersetzt (s. Abb. 4).

Diese chemischen Verdnderungen am Nukleinsaurertickrat steigern die funktionelle Halbwertzeit
von Aptameren in vivo erheblich, jedoch ist die Synthese weniger effizient und kostenintensiver
im Vergleich zu einfachen DNA-Oligonukleotiden [14]. Zudem treten modifizierte Nukleotide in

der Natur nicht auf; in vivo kénnen toxische Metabolite entstehen [14].

Eine weitere post-SELEX-Modifikation zur Stabilitdtsteigerung besteht in der Verwendung von
Locked nucleic acids (LNA) [83]. Bei dieser Form atrtifizieller Oligonukleotide sind das 2'-C- und
das 4'-C-Atom der Ribose Uber eine Sauerstoff-Methylen-Briicke miteinander verbunden und
dadurch in der 3'-endo-Konformation fixiert. Bei therapeutisch eingesetzten Aptameren verzogert

eine Polyethylenglykol-Kappe (PEG, ca. 40 kDa) am 5'-Ende die renale Ausscheidung [76].
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Ribonukleosid R = NH;; F; OCH,4 LNA (locked 4'-Thiol Phosphothioat
Nucleic Acid)
\\O s B \\O ‘\O ‘\O ‘\O
ase Base Base Base Base
0 @] 0] S o]

OH R OH\O OH OH CI) OH
s=p—o.
OH

Abb. 4: Méglichkeiten der Modifizierung von Ribonukleosiden zur Stabilitatssteigerung. Nukleosid 2:
Ersetzten der Hydroxylgruppe am 2'-C-Atom der Ribose durch eine Amino-, O-Methylgruppe oder ein
Fluoratom; Nukleosid 3: Einfigen einer Methylenbriicke zum 4'-C-Atom; Nukleosid 4: Transition des
Sauerstoffs durch Schwefel innerhalb des Pentoserings; Nukleosid 5: Einfiihren von Phosphothioaten am
Ruckgrat.

Eine weitere Mdglichkeit, den Abbau
durch natiirlich vorkommende Enzyme D- Ribonukleosid L- Ribonukleosid

zu verhindern, bietet die Verwendung 0 .

z o)
von Spiegelmeren (= L-Nukleinsduren) 1/0@358 Basel/o\l'

[27], wie sie in Abbildung 5 dargestellt :

sind. Diese werden durch Spiegelung | | | |
(Verwendung von L- anstelle von D- OH OH OH OH
Nukleotiden) eines an einem D-Peptid E

(Enatiomer des eigentlichen Ziel-

molekils) selektierten Aptamers generiert Abb. 5: Nukleoside aus Ribose-Enantiomeren (D- und

[55, 79]. L-Form).

1.4 Nukleinsaure-Bibliotheken und Diversitaten

Fur SELEX-Experimente verwendete Nukleinsédure-Bibliotheken werden durch automatisierte
Festphasensynthese hergestellt und umfassen im Allgemeinen einen randomisierten Bereich von
20 bis 80 Nukleotiden (s. Abb. 6). Dieser wird von konstanten Primerregionen, die fur die

Amplifikation notwendig sind, flankiert.
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Primer Zufallsbereich Primer
5[ INNNNNNNNNNNNNNN] 3
ca.20 N 20-80 N ca. 20 N

Abb. 6: Schematische Darstellung einer kombinatorischen Nukleinsaure-Bibliothek. Fir die
Selektion von DNA-Aptameren eingesetzte Bibliotheken bestehen aus einer 20-80 Nukleotide
umfassenden randomisierten Region, die am 5’- und am 3’-Ende von konstanten Primersequenzen
flankiert wird.

Die theoretische Komplexitat der synthetischen Bibliothek ergibt sich aus der Anzahl der
variablen Positionen zur Basis der moglichen Nukleinbasen. Bei einem 40 Basen umfassenden
randomisierten Bereich bedeutet dies 4* (1,2 x 10**) Kombinationen. Jedoch sind nur 10*?-10"
auch wirklich experimentell erreichbar [44]. Verglichen mit anderen kombinatorischen
Bibliotheken, z.B. Phage Display mit bis zu 10*° auf Phagen prasentierten Peptiden [98] oder mit
dem Immunrepertoire eines Saugetiers (ca. 10® Immunglobuline), bedient sich SELEX einer
Startbibliothek mannigfacher Vielfalt, so dass die Anwesenheit von Liganden gegen praktisch

jede beliebige Zielstruktur angenommen werden kann.

Um dber die photometrische Bestimmung der GroRRe eines Genoms hinaus Informationen Uber
dessen Komplexitat, d.h. die Anzahl unterschiedlicher Sequenzen, zu erhalten, haben Britten &
Kohne [12] vor der Einfuhrung der Sequenzierung Schmelzpunktanalysen mit anschlieRender
Rehybridisierung  durchgefihrt. Der daraus zu bestimmende Cgtip-Wert (Cp, =
Ausgangskonzentration der DNA-Sequenz, t = Reaktionszeit) jeder DNA ist bei gleicher
Molekillange und Renaturierungstemperatur linear proportional zur kinetischen Komplexitat [12,

15]. Ein doppelt so hoher Wert bedeutet eine doppelt so hohe Sequenzheterogenitat.

Eine Adaption dieses Assays an moderne real-time-PCR-Geréte ist die von Baum & McCune [4]
vorgestellte AmpliCot-Methode. Der Anteil doppelstrangiger DNA aus zuvor amplifizierten Pools
wird vor und nach Denaturierung und Rehybridisierung (s. Abb. 7) mittels des dsDNA-bindenden

Farbstoffes SYBR-Green gemessen.
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dsDNA-Pool denaturiert rehybridisiert
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Kinetiken von dsDNA-Poolen unterschiedlicher
Diversitat. Mit steigender Diversitat reassoziieren komplementare DNA-Strange nach Denaturierung
schlechter bzw. langsamer; durch unvollstandige Rehybridisierung kann es zur Ausbildung von
Heteroduplexen kommen.

1.5 Wasser-in-Ol-Emulsionen

Die fur den SELEX-Prozess notwendige Vervielféaltigung der komplexen Nukleinsaurepools stellt
eine Herausforderung dar. Im Vergleich zu monoklonalen Proben finden bei hoch diversen
Nukleinsauregemischen denaturierte Einzelstréange in einem anschliel3enden Rehybridisierungs-
schritt (Annealing) nicht — oder erst nach langer Zeit — ihren komplementaren Strang. Kommt es

zu einer unvollstandigen Rehybridisierung, kénnen Heteroduplexe entstehen (s. Abb. 7).

Auch weitere PCR-Artefakte wie die Entstehung chimérer Sequenzen durch Rekombination
homologer Bereiche oder die Uberamplifikation schnell replizierender Sequenzen sind bei den
Vervielfaltigungsreaktionen im SELEX-Prozess moglich [125]. Durch eine in vitro-
Kompartimentierung mittels Wasser-in-Ol-Emulsionen entstehen separierte Reaktionsraume
(Mizellen) [92, 111], welche als &quivalent zum Reaktionsgefal3 betrachtet werden kénnen. Die
Amplifikationsreaktionen kénnen in den Mizellen getrennt voneinander und somit unter gleichen,

kontrollierten Bedingungen ablaufen (s. Abb. 8).
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Aufbrechen der

PCR-Mix Mischen PCR Emulsion
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Abb. 8: Schematische Darstellung einer Amplifikationsreaktion in Emulsionen.

1.6 Hochdurchsatzsequenzierungen der nachsten Generation -
next-generation sequencing (NGS)

Seit der Einflhrung der Sanger-Sequenzierung in den 1970er Jahren [91] ist die DNA-
Sequenzierungstechnologie weit fortgeschritten. Der Wettbewerb, die DNA-Sequenzierung
effizienter zu gestalten, begann 1990 mit dem Start des Humangenomprojekts (Human Genome
Project, HGP) [43]. Jedes der next-generation sequencing-Verfahren, die nach Abschluss des
Projektes im Jahr 2003 [43] zur Marktreife gelangten, nahm fiir sich in Anspruch, rascher,
praziser und kostengtinstiger zu sequenzieren. Heutige Technologien (s. Tab. 2) gestatten durch
eine hohe Miniaturisierung und Parallelisierung der Sequenzierungsschritte eine immense

Durchsatzsteigerung und -leistung zu einem Bruchteil der urspriinglichen Kosten.

Tab. 2: Spezifikationen und Anwendungen der fuhrenden next-generation sequencing-
Technologien im Vergleich (Stand 2010).

A54/FLX Genome Analyser soLip™
(ROCHE) (ILLUMINA/SOLEXA) (LIFE TECHNOLOGIES)
Jahr der
Markteinfiihrung 2005 2006 2007
Sequenzierungs- Pyrosequenzierung Synthese/ ! ¥ ationg
methode o g
Hybridisierung
Amplifikation Emulsions-PCR Bruckenamplifikation Emulsions-PCR
Sequenzdaten/Lauf 1 bis 1,5 Mio. bis zu 270 Mio. bis zu 320 Mio.
Datenmenge/Lauf 400-500 Mb bis zu 50 Gb 60 Gb
Leselange ca. 400 bp 75-100 bp 50 bp
Laufzeit ca. 10 Std 9 Tage 10 Tage
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1.7 Zielstellung

Derzeit bestehende Protokolle fir die Selektion hochaffiner Binder erfordern ca. 10-15 Zyklen, bei
der anschlieBenden Vereinzelung durch Klonierung werden relevante Sequenzen z.T. nicht
erfasst. Die Reduktion des Prozesses auf wenige, parallel und automatisiert durchfihrbare
Selektionsrunden und die Auswertung mittels Hochdurchsatzsequenzierung kdnnte demnach
eine massive Zeitersparnis erbringen und dabei helfen, PCR-Artefakte aus haufig durchgefihrten
Amplifikationsschritten zu vermeiden.

Eine beispielhaft in 10 Runden durchgefihrte Selektion von DNA-Aptameren gegen das
Zielmolekll Streptavidin mit anschlieBender Klonierung und Sanger-Sequenzierung, soll durch
eine weitere Sequenzierung im Hochdurchsatz einen bedeutenden Beitrag zur Aufklarung der
evolutiven Vorgange wahrend der Selektion leisten und zudem die Identifizierung weiterer

bindender Nukleinsauren ermdglichen.

Weitere SELEX-Experimente kénnen anschlieRend entsprechend optimiert durchgefiihrt und die
Zeitersparnis durch den Einsatz von Sequenziertechnologien der nachsten Generation (next-

generation sequencing) gezeigt werden.

Generierte Aptamere sollen erganzend charakterisiert und beispielhaft fiir eine mdogliche
biotechnologische Anwendung — die Affinitdtschromatographie — getestet werden.

Eine Selektion von RNA-Aptameren nach herkdmmlichen Protokollen erfordert fir jede Runde
der Amplifikation eine reverse Transkription der eluierten Nukleinsduren sowie nach der
Amplifikation mittels PCR eine in vitro-Transkription fiir die RNA-Synthese. Um diesen
zeitaufwendigen und ergebnisverzerrenden Prozess zu umgehen bzw. zu vereinfachen, soll eine
RNA-Polymerase fir die Vervielfaltigung der RNA-Molekile in einem SELEX-Prozess mit
wenigen Selektionsrunden getestet werden. Fir die Identifizierung angereicherter Sequenzen
(d.h. potenzieller Binder) soll auch in diesem Experiment die Hochdurchsatzsequenzierung

genutzt werden.
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2. Methoden

2.1 Systematische Evolution von Liganden durch Exponentielle An-
reicherung (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment, SELEX)

Die Selektionen der Streptavidin-Aptamere erfolgten  halbautomatisiert mit dem
Magnetpartikelprozessor KingFischer Flex (THERMO SCIENTIFIC). Das Zielmolekul befand sich fur
die ersten drei Selektionen auf streptavidinderivatisierten, magnetischen Partikeln (Dynabeads®
M-280, Streptavidin, 10 mg/ml, INVITROGEN'") sowie fiir die Selektion von RNA-Aptameren auf
carboxylierten Magnetpartikeln (Carboxyl-SIMAG; CHEMICELL), auf dessen Oberflache kleine
Molekile kovalent immobilisiert waren (s. 2.2.9). Zur Erhéhung der Stringenz wurden die
Magnetpartikel in den Runden schrittweise weniger eingesetzt und Volumen sowie Anzahl der
Waschschritte erhoht. Eine Anreicherung gebundener Sequenzen fir die Selektion von DNA-
Aptameren erfolgte mittels PCR (s. 2.2.1), fir RNA-Aptamere durch die Qp-Replikase (s. 2.2.5).
Die Parameter der Selektionsrunden sind tabellarisch in den Ergebnisteilen der jeweiligen
Selektion (s. 4.1, 4.2 und 4.3) aufgefihrt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR)

Die Polymerasekettenreaktion [73] wurde zur exponentiellen Amplifikation von DNA-Molekilen

und zur Herstellung von dsDNA- aus ssDNA-Molekiilen verwendet. Die Technik beruht auf der

Vervielféltigung von Matrizen-DNA durch die thermostabile Tag-Polymerase aus Thermus

aquaticus [90] durch Denaturierungs-, Renaturierungs-, und Primerelongationszyklen. Die

Reaktionen erfolgten gréRtenteils in einem Gesamtvolumen von 50 pl (s. Tab. 3), die Anzahl der

Zyklen variierte zwischen 8 und 15 (s. Tab. 4)
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Tab. 3: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Volumen [pl] Endkonzentration
10X Puffer B (enthélt 15 mM MgCl,, EURX) 5 1Xx
dNTP-Mix (2,5 mM) 4 200 uMm
3’-Primer (100 uM) 1 2 uM
5’-Primer (100 uM) 1 2 uM
Matrizen-DNA 0,5-2
Tag-Polymerase (5 U/ul, EURX) 0,5 25U
dH,O add 50 pl

Tab. 4: Verwendetes PCR-Programm
Erstdenaturierung 95°C 1 min 1 Zyklus
Denaturierung 95°C 1 min X Zyklen
Primeranlagerung 65°C 1 min
Elongation 72°C 2 min
Komplettierung 72°C 5 min

2.2.2 Emulsions-PCR

Bei dieser Form der DNA-Amplifikation fanden die PCR getrennt in Kkleinvolumigen
Mikrotropfchen (Mizellen) statt: Die wassrigen Kompartimente wurden durch Emulgation eines
Wasser-in-Ol-Gemischs gebildet. Zu einem 50 ul PCR-Ansatz (s. Tab. 3) wurden 2,5 pl bovines
Serumalbumin (BSA, 10 mg/ml, NEB) zur Stabilisierung der Tag-Polymerase und 300 ul Ol-
Uberstand (7% Abil WE09, 20% Mineraldl, 73% Tegosoft DEL) gegeben. Das Emulgieren
erfolgte durch flinfminitiges Vortexen bei maximaler Geschwindigkeit. Alle Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis gelagert bei 4°C.

Nach der PCR wurde die Emulsion durch Zugabe von 1 ml Isobutanol aufgebrochen. Fir die
Aufreinigung der PCR-Produkte wurde die wassrige Phase mit der DNA von der organischen
Phase durch die Zugabe von Bindungspuffer (GeneMATRIX PCR/DNA clean-up Purification Kit;
ROBOKLON/ EURX) und Zentrifugation fUr finf Minuten separiert (s. Abb. 9).

Aufbrechen der

L1 Emulsionsbildung Emulsion

>

Phasenseparation
durch Zugabe von
Bindungspuffer
und Zentrifugation

PCR-Mix
+ Ol-Uberstand

Abb. 9: Arbeitsschritte einer Emulsions-PCR. Ein PCR-Ansatz wird mit einem Olgemisch
Uberschichtet und zur Mizellenbildung gevortext. Nach der Amplifikation (PCR) werden die Mizellen
durch Isobutanol aufgebrochen und anschlieBend die wassrige von der organischen Phase getrennt.
Dies erfolgt durch Zugabe des PCR-clean-up-Kit-Bindungspuffers und einem Zentrifugationsschritt.
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2.2.3 In vitro-Transkription (RNA-Synthese)

RNA-Polymerasen transkribieren DNA-Matrizen in ihre komplementdren RNA-Sequenzen. Die
Transkription beginnt an einer spezifischen doppelstrangigen Promotersequenz, welche von der

RNA-Polymerase erkannt wird. Vorzugsweise werden Bakteriophagensysteme genutzt [69].

Die aus dem Bakteriophagen T7 stammende DNA-abhangige RNA-Polymerase erkennt eine
spezifische Sequenz: Den T7-Promotor. Fir die invitro-Transkription wurde das T7-
Transkriptionskit der Firma RoOBOKLON/ EURX nach Herstellerangaben verwendet. Die
doppelstrangige Matrizen-DNA stammte aus einer vorangegangenen PCR, in der Primer mit T7-
Promotoren verwendet wurden.

Tab. 5: Zusammensetzung eines in vitro-Transkriptionsansatzes

Volumen [pl] Endkonzentration
T7 RNA Polymerase 5% Reaktionspuffer (EURX) 10 1X
NTP-Mix (je 2,5 mM) 3,6 1,8 mM
DTT (10 mM) 1,25 2,5mM
Thermostabile Pyrophosphatase (20 U/ul, EURX) 0,25 5U
Matrizen-DNA 1-2 ug
T7-Polymerase (25 U/ul EURX) 1 25U
dH,0O add 50 pl

Der T7-Transkriptionsansatz wurde fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte ein Verdau
verbliebener Matrizen-DNA durch DNase (1 U/1 ug DNA; RQ1 von PROMEGA, fur 15 min bei
37°C). Die Aufreinigung erfolgte mit magnetischen Partikeln (s. 2.1.7).

2.2.4 Reverse Transkription

Fur beide Schritte der reversen Transkription (RT), Umschreiben der cDNA in RNA und
Amplifikation der DNA, wurde eine Tag-Polymerase verwendet. Tabelle 6 und 7 fihren die

Zusammensetzungen der Reaktionen auf.

Tab. 6: Zusammensetzung eines RT-PCR-Ansatzes, Reaktion 1

Volumen [ul] Endkonzentration
Tris HCI (1 M, pH 8,8) 1,34 67 mM
MnCl, (0,1 M) 0,4 2 mM
dNTP Mix (2,5 mM) 2 250 uM
(NH4)ZSO4 (0,5 M) 0,66 16,5 mM
Tween-20 (1%) 0,2 0,01%
QR3-Primer (100 pM) 0,2 1uM
Matrizen-DNA 14,2
Tag-Polymerase (5 U/ul, EURX) 1 5U
dH,O add 20 pl

Zunéachst erfolgte eine Inkubation fur 3 min bei 54°C, sodann fir 10 min bei 72°C. Nachfolgend

wurden die in Tabelle 7 aufgefihrten Reagenzien fur die Amplifikationsreaktion hinzugegeben
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und nach Zugabe des Oluberstands emulgiert (s. 2.1.2). 5 pyl des Reaktionsansatzes wurden
parallel ohne Emulsionen inkubiert, um den Erfolg der Amplifikation im Agarosegel Uberprifen zu

kénnen.

Tab. 7: Zusammensetzung eines RT-PCR-Ansatzes, Reaktion 2

Volumen [ul] Endkonzentration
EGTA (5 mM) 15 750 uM
10x PCR-Puffer A (EURX) 10 1x
dNTP Mix (2,5 mM) 8 200 uMm
MgCl, (25 mM) 8 2mMm
QR3-Primer (100 pM) 0,8 0,8 mM
QF5-Primer (100 uM) 1 1 mM
dH,O add 100 pl

Tab. 8: Verwendetes RT-PCR-Programm fir Reaktion 2

Erstdenaturierung 95°C 30s 1 Zyklus
Denaturierung 95°C 2 min 20 Zyklen
Primeranlagerung 54°C 1 min
Elongation 72°C 1 min
Komplettierung 72°C 5 min

Nach Beendigung der Amplifikationsreaktion wurden dem emulgierten Reaktionsansatz 1 ml
Isobutanol zum Auflosen der Mizellen zugesetzt. AbschlieBend erfolgte eine Aufreinigung der
DNA mit magnetischen Partikeln (2.1.7).

2.2.5 RNA-Replikation mit QB-Replikase
Die RNA-abhangige RNA-Replikase des E. coli-Phagen QB repliziert einzelstrangige RNA

exponentiell: So bindet das Enzym zunachst an das 3’-Ende der einzelstrangigen RNA-Matrize
(plus-Strang) und synthetisiert anschlieend den komplementaren ssRNA-Strang (minus-Strang),
welcher erneut als Matrize dienen kann [8]. Das Enzym benétigt keine Primersequenzen (de
novo-Initiation) [17] und die Geschwindigkeit mit der QB Phagen ihr Genom amplifizieren gehdrt
zu den hdchsten unter den Polymerasen. Die 4,2 kB lange ssRNA wird innerhalb einer Stunde

um das 10*-fache amplifiziert [51].

Eine Vervielfaltigung von RNA durch Qf-Replikase wurde bei der RNA-Aptamer-Selektion
(SELEX) gegen kleine Molekille eingesetzt — verwendete Reagenzien sind in Tabelle 9
aufgefuhrt. Die Amplifikationsreaktion fand in den Mizellen einer Emulsion statt: 300 pl
Oluberstand wurden zum Reaktionsansatz gegeben und anschlieBend emulgiert (s. 2.1.2). Fiir
eine gelbasierte Kontrolle der Amplifikation wurden 2 ul des Reaktionsmix ohne Emulsion, unter

gleichen Bedingungen inkubiert.
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Der Ansatz wurde fir 3 Stunden bei 25°C inkubiert und anschlie3end die Mikrokompartimente
der Emulsion durch Zugabe von 1 ml Isobutanol aufgelést. Die enthaltene RNA konnte mithilfe
des GeneMATRIX Universal RNA/mIiRNA Purification Kits nach Herstellerangaben (ROBOKLON/

EURX) aufgereinigt werden.

Tab. 9: Zusammensetzung eines RNA-Replikations-Ansatzes

Volumen [pl] Endkonzentration
NEB4-Puffer (10x, NEwW ENGLAND BIOLABS®) 5 1x
NTP-Mix (2,5 mM) 5 25mM
Matrizen-RNA X
QB-Replikase (1 U/pl, EPICENTRE®) 1 1U
dH,0 add 50 pl

2.2.6 Agarose-Geleletrophorese

Die gelelektrophoretische GroRen-Auftrennung von DNA-Molekilen beruht auf der negativen
Ladung der Phosphatgruppen des DNA-RUckgrats, die im elektrischen Gleichspannungsfeld zur
Anode wandern. Die Migrationsgeschwindigkeit ist dabei proportional zur GroRRe, die anhand

eines Langenstandards abgeschéatzt werden kann.

Es wurden in der Regel 3%ige TBE-Gele (Auftrennungsbereich < 200 bp) verwendet, welche mit
0,004% (v/v) Ethidiumbromid versetzt waren. Durch Interkalation werden somit DNA-Banden zur
Auswertung im UV-Licht (bei 366 nm) sichtbar. Vor Gelauftrag wurden die Proben mit 10x
Ladepuffer versetzt und als GroRenstandard der O’Range Ruler™ 20bp (FERMENTAS)
verwendet.

2.2.7 Aufreinigung von Nukleinsauren

PCR-Produkte und andere DNA-Proben wurden entweder mithilfe des s&ulenbasierten
GeneMATRIX PCR/DNA Purification Kit (RoBokKLON/ EURX) oder durch magnetische Partikel
(magnetic beads) der Firma LGC GENomics (sbeadex®) nach Herstellerangaben aufbereitet, d.h.

stérende Komponenten wie Enzyme, Pufferriickstande und Primer entfernt.

Fur eine magnetpartikelbasierte Aufreinigung wurden 50 ul eines Reaktionsansatzes mit 20 pl
Partikelsuspension und 80 ul Bindungspuffer (AP, LGC) fir 30 min bei Raumtemperatur (RT) auf
dem Rotator inkubiert. Durch das Anlegen eines starken Magneten konnten die Partikel mit der
gebundenen DNA zuriickgehalten und der Uberstand entfernt werden. Die magnetischen Partikel
wurden mit 200 yl Waschpuffer (BN2, LGC) 5 min rotierend gewaschen, der Uberstand wurde
erneut abgenommen. Dieser Waschschritt wurde mit 200 yl MilliQ-Wasser wiederholt.
AbschlieBend wurden 30 ul Elutionspuffer (BLM, LGC) hinzugegeben und fir 30 Minuten bei
55°C inkubiert. Nun lag die eluierte DNA in Losung vor; der Uberstand konnte in ein sauberes

Reaktionsgefal® Gberfuhrt und die Magnetpartikel verworfen werden.
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2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsaurebasen besitzen ein Absorptionsmaximum im UV-Bereich, bei 260 nm; fir

photometrische Konzentrationsbestimmungen gelten daher folgende Gleichungen:

dsDNA 1 ODygo = 50 pg/mi
ssDNA 1 ODgyg = 33 pg/mi
RNA 1 ODyg0 = 40 pg/ml

Die Reinheit einer Nukleinsaurelésung lasst sich aus dem Verhéltnis von OD,g und ODog
bestimmen: Proteine absorbieren UV-Licht starker (280 nm) als Nukleins&uren; ein Quotient < 1,8

deutet auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol hin.

Alle Messungen erfolgten in einem Volumen von 1,5 pl am NanoDrop® ND-1000 (PEQLAB).

2.2.9 Kovalente Kopplung von Nukleinsduren an magnetische Partikel

Fur die kovalente Kopplung von Aptameren oder anderen Oligonukleotiden wurden magnetische
Partikel mit carboxylierter Oberflache (Carboxyl-SiIMAG, 1,0 um; CHEMICELL) verwendet. Es
wurde nach Herstellerangaben verfahren. Hierzu wurden 200 pl Magnetpartikelsuspension mit
1 ml MES (0,1 M, pH 5) zweimal fir je 5 min gewaschen und anschlieBend in 250 pl MES (0,2 M)
+ 10 mg EDC resuspendiert. Nach 10 min bei RT wurden 50 ug DNA (5’-aminomodifiziert) gelost,
in 250 pl MilliQ bzw. 250 pl einer 20 mM Losung kleiner Molekile (Dopamin, Serotonin, Histamin
und Norepinephrin) zugegeben und fir 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit jeweils 1 ml PBS-T + Ethanolamin (10 mM) wurden die Partikel in 200 ul dieses Puffers
Uberfuhrt und bei 4°C gelagert.

2.2.10 Klonierung

Angereicherte Sequenzen aus der 10. Selektionsrunde der ersten Streptavidin-Selektion (s. 4.1)
wurden in einen geeigneten Vektor ligiert, um sie anschlieend zu vereinzeln, sequenzieren und

analysieren zu kdnnen.

Durch Tag-Polymerase generierte PCR-Produkte (s. Tab. 10) weisen durch die
matrizenunabhangige terminale Transferaseaktivitat einen 3’-Uberhang eines einzelnen
Desoxyadenylats auf [41]. Dieser Umstand konnte fiir die TOPO®-TA-Klonierung in den Vektor
TOPO® Vektor (INVITROGEN™) mit Thymidin-Uberhangen genutzt werden. Die Ligation erfolgte in

einem Gesamtvolumen von 6 pl fir 30 min bei RT.
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Tab. 10: Verwendetes PCR-Programm

Erstdenaturierung 94°C 1 Zyklus
Denaturierung 94°C 10 Zyklen
Primeranlagerung 55°C

Elongation 72°C 1 min

Komplettierung 72°C 30 min

2.2.11 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

E. coli-Zellen des Stammes DH5a wurden aus einer 1 ml-Ubernachtkultur (LB-Medium) in 100 mi
2YT-Medium Uberfiihrt und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (OD) von 0,7 (bei 600 nm)
schittelnd inkubiert. Bei Erreichen der gewiinschten Zelldichte, bzw. Trilbung wurden die Zellen
bei 4000 rpm und 4°C fir 15 min pelletiert und anschlieRend in 2 ml TSS-Medium aufgenommen.
Nach Zugabe von 200 pl Glycerin (87%) erfolgte eine Aliquotierung und Lagerung bei -80°C.

2.2.12 Herstellung elektrokompetenter Zellen

50 ml 2YT-Medium wurden mit E. coli-Zellen des Stammes BL21(DE3) aus einem Glycerinstock
angeimpft und bei 37°C Uber Nacht schittelnd inkubiert. Die Kultur wurde am folgenden Tag mit
500 ml eines vortemperierten 2YT-Mediums bis zu einer optischen Dichte von 0,25 - 0,5 (bei
600 nm) inokuliert und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Bakterienkultur wurde fiir 30 min auf Eis
gekuhlt, anschlieBend bei 4000 rpm und 4°C fur 15 min pelletiert und in 250 ml gekihltem
Wasser aufgenommen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (4000 rpm, 4°C, 15 min)
wurden die Zellen wieder in 100 ml gekihltem Wasser aufgenommen und 15 min auf Eis
inkubiert, bevor sie erneut pelletiert wurden. Das Pellet wurde in 25 ml gekuhltem Glycerin (10%)
gelost und fur 15 min auf Eis inkubiert. Die erneut zentrifugierten Zellen wurden danach in 2 ml

Glycerin (10%) resuspendiert und fir die Lagerung bei -80°C aliquotiert.

2.2.13 Hitzeschock-Transformation

Die Transformation chemisch-kompetenter Zellen erfolgte durch einen Hitzeschock, welcher die
Durchlassigkeit der Bakterienzellenwande flir DNA steigert. Dazu wurden jeweils 30 ul der
kompetenten Zellen (DH5a) mit 6 pl Klonierungsansatz oder 1 yl Plasmid-DNA (pUC18) fir
20 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fur 45 s bei 42°C. AnschlieBend wurden die
Zellen fur weitere 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium folgte eine

einstiindige Inkubation bei 37°C auf dem Schiittler.

Eine erfolgreiche Transformation kann durch Wachstum der Bakterien auf einer Agarplatte mit
entsprechendem Antibiotikum (LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin) nach 24 h bei 37°C

nachgewiesen werden.
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2.2.14 Transformation durch Elektroporation
Elektrokompetente E. coli Zellen (BL21(DE3), 30-50 pl) wurden fiir 2 min auf Eis inkubiert und

anschlieBend in einer geeigneten Kiivette (Gene Pulser®/E.coli Pulser™ Cuvette, 0,1 cm,
BIORAD) kurzzeitig einer elektrischen Spannung (1,8 kV) ausgesetzt; die Zellmembran wird

vorubergehend fur grofRere Molekile (z.B. Plasmid-DNA) permeabel.

Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium folgte eine einstindige Inkubation, schittelnd bei 37°C,
bevor die transformierten Zellen in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (Ampicillin,
50 pg/ul) tberfihrt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert wurden.

2.2.15 Isolation von Plasmid-DNA (Mini-Préap)

Plasmid-DNA wurde aus transformierten E. coli-Zellen isoliert, die in einer 2 ml-Kultur (LB-
Medium) Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert wurde. Es wurde nach den

Herstellerangaben des Kits Plasmiddna-OLS® verfahren.

2.2.16 Sequenzierungsmethoden

Die Sequenzierung klonierter Plasmide erfolgte mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger et
al. [91] und wurde in der Serviceabteilung des Max-Planck-Instituts fir Molekulare Genetik
(Berlin) durchgefihrt. Dies erfolgte mit 10 pl der praparierten Plasmid-DNA (s. 2.2.15) unter

Angabe des verwendeten Vektors (fiir die passenden Primersequenzen, M13).

Fur die Identifizierung von Aptameren gegen das Zielmolekil Streptavidin wurden alle
Selektionsrunden mithilfe der Hochdurchsatz-Sequenzierung (next-generation sequencing)
analysiert. Es wurde die Briickenamplifikationsgestiitzte Solexa-Technologie von ILLUMINA in der

Serviceabteilung des Max-Planck-Instituts fur Molekulare Genetik (Berlin) verwendet.

An die zu sequenzierenden DNA-Proben wurden zuvor mit einer PCR Uber die Primer Adapter
und Barcodes angefiigt (s. Tab. 13). Die gereinigten und mit unterschiedlichen Barcodes
versehenen PCR-Produkte wurden im aquimolaren Verhaltnis (je 500 ng) gemischt und fir die

Sequenzierung eingesetzt.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinexpression in Eschericha coli

Die Expression des Proteins MBP-SA erfolgte nach Transformation in E. coli-Zellen des
Stammes BL21(DE3)/pLysS. Dieser spezielle Expressionsstamm ist der defizient in zwei
Proteasen, was zu einer erhdhten Stabilitat flhrt. AulRerdem steht in diesem Bakteriengenom das
Gen der T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors, d.h. eine Induktion der
T7-Polymerase-Expression durch das Galaktose-Derivat IPTG (Isopropyl-B-D-thio-Galacto-
pyranose) wird ermdglicht.

Hierzu wurden 50 ml LB/AMP (50 pg/ml) mit transformierten E. coli-BL21(DE3)-Zellen angeimpft
und Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Von dieser Kultur wurden weitere 100 ml LB/Amp angeimpft
(OD = 0,1) und bei 37°C inkubiert. Bei einer optischen Dichte von 0,8 wurde die Uberexpression
der rekombinanten Proteine durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert und nach weiteren drei
Stunden die Zellen pelletiert (15 min, 4000 rpm, 4°C).

Fur die Lyse der pelletierten Zellen aus 50 ml Kultur wurden in 3 ml Lysepuffer aufgenommen
und durch dreimalige 20 s mit Ultraschallbehandlung (Stufe 3) fiir jeweils 20 s aufgeschlossen.
Unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (15 min, 12000x g, RT) entfernt und der
proteinhaltige Uberstand fiir weitere Experimente abgenommen.

2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine Gelmatrix fir die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde durch die radikalische Poly-
merisation von Acrylamid mit N,N"-Methylenbisacrylamid hergestellt. Als Polymerisationsstarter
diente  Ammoniumperoxodisulfat (APS), als Radikalstabilisator N,N,N",N"-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED).

Die Auftrennung von Zelllysaten und Affinitatschromatographie-Fraktionen erfolgte in 15%igen

kTM

Gelen. Der BenchMark™ Protein ladder (INviTROGEN™) diente als GroRenstandard.

Tab. 11: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

15%iges PAA-Trenngel 1,1ml A. dest.
2,0 ml Acrylamid (30%)
1,3 mi Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8)
50 ul SDS (10%)
50 ul APS (10%)
2l TEMED
5%iges PAA-Sammelgel 1,4 ml A. dest.
330 pl Acrylamid (30%)
250 ul Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8)
20 pl SDS (10%)
20 ul APS (10%)
2 ul TEMED
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2.3.3 Coomassieblaufarbung von Polyacrylamidgelen

Zur Visualisierung aller aufgetrennten Proteine wurde das Polyacrylamid-Gel fiir eine Stunde in
Coomassie-Farbeldsung (s. 3.6) auf einem Schiittler gefarbt. Uberschiissiger Farbstoff lie sich

durch mehrfaches Wechseln der Entfarbelésung (s. 3.6) aus dem Gel beseitigen.

2.3.4 Western Blot

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte
elektrophoretisch nach der Methode von Towbin et al. [44] Das senkrecht zur Membran
angelegte elektrische Feld 16st die Proteine von der Tragermatrix und Uberfihrt sie auf eine
Nitrocellulosemembran (Hybond™-ECL™, AMERSHAM BIOSCIENCES). Die Durchfiihrung erfolgte
bei 80 mA fir 90 min mit der ,Trans-Blot, Semi-dry Transfer Cell“-Apparatur (BIORAD).
AnschlieBend wurden die unspezifischen Bindungen durch eine einstindige Inkubation der
Membran in PBS-T-Puffer mit 3% BSA, abgesattigt. Vor der 30-minttigen Inkubation mit Biotin-
HRP (1:4000 in PBS-T+0,1% BSA, PIERCE®, ImmunoPure Biotinylated Horseradish Peroxidase,
1 mg/ml) bei RT wurde die Membran dreimal mit PBS-T gewaschen. Durch zweimaliges
Waschen mit PBS-T wurde ungebundenes Biotin-HRP entfernt, dann 1 ml des Substrats CN/DAB

(1x) dazugegeben. Nach ca. 10 min wurde die Reaktion mit Leitungswasser gestoppt.

2.3.5 Aptamer-basierte Affinitatschromatographie

Die Affinitdtschromatographie gilt heute als etablierte Methode firr die Isolierung eines Proteins
aus komplexen Gemischen (z.B. Zelllysat). Dennoch zielt die Forschung auf die Neu- und
Weiterentwicklung von geeigneten Liganden ab. Hierbei wird auf eine kostengiinstige
Herstellung, keine Chargenabweichungen und Wiederverwertbarkeit der Matrix abgezielt; diese
Kriterien werden von Nukleinséauren erfilllt. Die Aptamer-basierte Affinitdtschromatographie ist im
Uberblick in Abbildung 10 dargestellt.
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Zelllysat spezifische Aptamere aufgereinigtes Protein
(komplexer immobilisiert auf Magnetpartikeln
Proteinmix) + Zelllysat

Abb. 10: Arbeitsschritte einer Aptamer-basierten Affinitatschromatographie. Fur die
Aufreinigung eines Proteins aus einem komplexen Gemisch, z.B. Zelllysat, werden kovalent an
magnetischen Partikeln immobilisierte Aptamere und das Lysat coinkubiert. Nach der Separation der
Magnetpartikel koénnen die in Losung befindlichen, ungebundenen Proteine entfernt werden.
Geeignete Elutionsbedingungen l6sen das aufzureinigende Protein von den Magnetpartikeln.

Fur die Aptamer-basierte Affinitdtschromatographie des zuvor rekombinant hergestellten
Fusionsproteins MBP-SA wurden exemplarisch die kovalent an Magnetpartikel immobilisierten
Aptamere S1C18 und S2R3#1 (s. Tab. 21 und 25) verwendet sowie eine Kontrollsequenz
gleicher Lange, die nicht aus der Selektion stammte. Das aus transformierten und induzierten
Zellen (pET-15b-MBP-SA in BL21(DE3)-E. coli-Zellen) gewonnene Zelllysat wurde im Verhaltnis
1:2 mit BP (+50mM MgCl,, +20mM KCI, +20mM CaCl,) gemischt. 20 pl
Magnetpartikelsuspension wurden mit dem gleichen Volumen Lysat/BP fur 15 min schittelnd bei
RT inkubiert. Die Partikel wurden nachfolgend separiert und der Uberstand abgenommen. Es
folgte ein Waschschritt mit 100 yul BP fur 5 min bei RT. Die Elution der an die Aptamere
gebundenen Proteine erfolgte zundchst unter milden Bedingungen mit 50 pl Methylpyrrolidone
(10%) fur 10 min sowie in einem zweiten Schritt mit 50 ul SDS (10%). Alle Fraktionen der
Affinitatschromatographie wurden fiir die Beurteilung des Erfolgs im 15%igen PAA-Gel

aufgetrennt und das Zielprotein MBP-SA im Western Blot nachgewiesen.
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2.4 Diversitats-Assay

Diese Untersuchung basiert auf Bestimmung der Rickschmelztemperatur, welche durch die
Diversitat einer Probe nach vorangegangener Denaturierung und Rehybridisierung bestimmt
wird. Dies geschieht durch eine kontinuierliche Signalmessung des in dsDNA-interkalierenden

™) wahrend einer schrittweisen

Fluoreszenzfarbstoffes ~ SYBR®-Green|  (INVITROGEN
Temperaturerh6hung, die an eine Rehybridisierungsphase anschliel3t. Beim Aufschmelzen der
doppelstrangigen DNA kommt es zu einem Abfall des Fluoreszenzsignals. Diese Signale lassen
sich in Form von Schmelzpunkten (melting peaks) veranschaulichen werden, indem die
Anderung des Signals, d.h. die negative Ableitung der Fluoreszenz (F) nach der Temperatur (T)

(-dF/dT), gegen die Temperatur dargestellt wird [86].

Der relative Vergleich der Rickschmelzkurven mit denen eines synthetischen Standards
(Abb. 11) gleicher Lange [95] erlaubt die der Einschatzung der Diversitat einer Probe bzw.
Selektionsrunde. Er enthélt definiert randomisierte Positionen in einer ansonsten konstanten
Sequenz, welche von Primersequenzen zur gezielten Vervielfaltigung flankiert wird. Aus jedem
zuféllig eingebauten Nukleotid (N) resultieren vier verschiedene Sequenzen und damit eine
exponentiell ansteigende Diversitat (D=4") — je nach Anzahl der variierten Basen. Das Spektrum
von einem Klon bis zu 10* verschiedenen Sequenzen wird durch das Einfiigen von ON (keine
variable Position) bis zu 14N (D=4 erreicht.

Diversitat
DivON 1 1 1
Div2N 1 N "N e 16
DivaN ¢ o N N N 256
DiveN N ‘N ‘N ‘N N ‘N e 4096
Div14N e ) — O —P— D — P —P—D— P —O— O —O— Q=== 2,7x10°

Abb. 11: Schematische Darstellung des Diversitatsstandards. Je nach Diversitat sind in einer
ansonsten konstanten Sequenz variable Positionen (N, farbig dargestellt) eingebaut.
Primersequenzen (grau) befinden sich am 5’- und am 3’-Ende.

Der Diversitats-Assay wurde am LightCycler® 480 (Real-Time PCR-Gerat von ROCHE) in 384
Multiwell-Platten durchgefuhrt. Pro Probe bzw. Standard wurden 300 ng dsDNA, 1 pl 10x Puffer
und 1 pl SYBR®-Green | (1:1000) eingesetzt und auf ein Gesamtvolumen von 10 pl mit Millipore-
Wasser aufgeflillt. Die gewahlte Annealingtemperatur lag 2°C unterhalb der errechneten
Schmelztemperatur (T,,) der DNA-Fragmente. Tabelle 12 zeigt die Arbeitsschritte, in Abbildung

12 ist das Temperaturprofil des Assays dargestellt.
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Tab. 12: Programm fiir den Diversitats-Assay

Denaturierung 95°C 2 min

Rehybridisierung 76°C 180 min

Erneute Denaturierung 20°C-98°C (+0,5°C pro Schritt) 7 s pro
Temperaturschritt

100 +
90

804’—\
70
60
50
40
30
20

Temperatur [°C]

T T T T T T T
0:20 0:50 1:20 1:50 2:20 2:50 3:20 3:50

Zeit [h:min]

Abb. 12: Temperaturprofil des Diversitats-Assays. Wahrend des zweiten Schmelzvorgangs (griin)
nach Rehybridisierung erfolgt alle 7 sec eine Messung des SYBR®-Green I-Signals.

2.5 Biochemische- und biophysikalische Methoden

2.5.1 Mikrotiterplatten-Bindungsassay (Fluorescence dye-linked aptamer
assay, FLAA)

Die Anreicherung von Aptamersequenzen aus dem hochdiversen DNA-Pool wahrend der SELEX

und die Bindungseigenschaften selektierter Klone wurden mithilfe des FLAA [127] untersucht.

Streptavidin-beschichtete Polystyren-Mikrotiterplatten (high capacity, S-F8PS-HC, BIOTEZ)
wurden mit der zu analysierenden ssDNA inkubiert. Bindende DNA-Molekile lassen sich mit
einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff detektieren (s. Abb. 13), nachdem nichtbindende

Sequenzen durch Waschschritte mit Bindungspuffer entfernt wurden.

Abb. 13: Aufbau eines Mikrotiterplatten-
Bindungsassays (FLAA). Das Zielmolekdil ist an einer
Matrix immobilisiert. Nach Inkubation mit ssDNA-
Molekulen, gefolgt von zwei Waschschritten, kdénnen
spezifisch  bindende  Molekile  (Aptamere)  mit
Fluoreszenzfarbstoffen detektiert werden [127].
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Nach Denaturierung bei 98°C fiir 3 min sowie kurzer Inkubation auf Eis wurden je Kavitat 12 pmol
ssDNA der zu untersuchenden Selektionsrunden bzw. Einzelklone pipettiert. Nach 2 Stunden
Inkubation bei RT erfolgte nach zweimaligem Waschen mit 1x BP die Detektion der ssDNA
mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes OliGreen® (50 pl, 1:500 in 1x BP). Die Messung der relativen
Fluoreszenz (bei 530 nm) nach 9-minttiger Inkubation, bei einer Anregungswellenlange von

485 nm wurde am Fluoreszenzspektrometer POLARstar Omega (BMG LABTECH) durchgefihrt.

2.5.2 Magnetpartikel-ELISA

Vorbereitend wurden die benétigten Kavitaten einer 96er-Mikrotiterplatte (BD Falcon™, Flexible
Assay Platte, 96 Vertiefungen, Flachboden) mit 200 pl Blockierungspuffer fir eine Stunde bei RT
inkubiert und anschlieBend zweimal mit je 200 pl 1x Bindungspuffer (BP) gewaschen. Auf diese
Weise werden unspezifische Bindungen von Streptavidin-HRP an die Innenwande der Kavitaten

verhindert.

In 190 ul dH,O wurden 10 pl magnetische Partikel pipettiert, anschlieRend durch Anlegen eines
Magneten separiert und der Uberstand abgenommen. Nach Zugabe von 200 pl Streptavidin-HRP
(1:5000 in BP, PIERCE®, High Sensitivity, 1mg/ml) folgte eine einstiindige, Inkubation schiittelnd
bei RT. Fur einen Waschschritt mit 200 pl 1x BP fur 5 min wurden die magnetischen Partikel
erneut separiert und der Uberstand abgenommen. Die abermals separierten Partikel wurden mit
200 pl Substratlosung fiir 20 min bei RT inkubiert, bevor der Uberstand ohne Partikel in eine
neue Kavitat Uberfihrt wurde. Die Intensitdt des Farbumschlags der Substratlésung lief3 sich

photometrisch am Elisa-Reader (SpectraMax®, MOLECULAR DEVICES) bei 405 nm messen.

2.5.3 Oberflachenplasmonresonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR)

Mit der Oberflachenplasmonresonanz lassen sich Wechselwirkungen zwischen unmarkierten

Biomolekiilen uiber eine Anderung des Brechungsindex messen [63].

Die Bindung von Molekiulen auf der Oberflache eines SPR-Sensors kann man in Echtzeit
verfolgen, wenn der Brechungsindex des Adsorbens von der umgebenden Ldsung deutlich
unterscheidbar ist. Dabei wird ein Interaktionspartner (hier: Streptavidin) auf einer beschichtete
Gold-Sensor-/Chipoberflache immobilisiert und der andere Partner (hier: Aptamer), in einer
Losung (1x BP), Uber die Oberflache geleitet. Eine Interaktion der Molekile flhrt zur
Veranderung des Ausfallswinkels des eingestrahlten Lichts, die am Detektor gemessen wird (s.
Abb. 14). Daraus kann die Oberflachenplasmonresonanz und somit bedeutende Parameter wie
z.B. die Assoziations- und Dissoziations-Rate, die Bindungsaffinitdt sowie Thermodynamiken in

Echtzeit verfolgt und ermittelt werden.
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Abb. 14: Schema eines Oberflachenplasmonresonanz-Systems — Aufbau einer Durchflusszelle.
An einen goldbeschichteten Glastrager wird der Ligand (hier: Streptavidin) kovalent gebunden. Dieser
Sensorchip ist in einer Durchflusszelle installiert. Polarisiertes Licht einer Lichtquelle beleuchtet die
Goldoberflache in einem bestimmten Winkel, so dass der Lichtstrahl vollstandig reflektiert wird (1).
Kommt es zur Interaktion zwischen Ligand und Analyt (hier: Aptamere), so verandert sich die
Oberflachenplasmonresonanz (2); sie kann tber den Detektor erfasst werden.

Die Kopplung des Liganden Streptavidin an die Oberflache eines CM5-Sensorchips (GE
HEALTHCARE) erfolgte bei einer Flussrate von 5 pl/min mit 20 mM HEPES, 150 mM NacCl, 3 mM
EDTA und 0,005% Surfactant P20 (pH 7,4) Uber Aminogruppen, nach Aktivierung durch 35 pl
0,02M EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-Carbodiimide) und 0,05M NHS (N-
Hydroxysuccinimide). 10 pl einer Streptavidin-Losung (10 pg/ul, ImmunoPure® Streptavidin,
THERMO SCIENTIFIC) in 10 mM Natriumacetat (pH 4,6) wurden appliziert und zur Sattigung
verbliebener aktiver Gruppen anschlieBend 35 pl einer 1 M Ethanolaminlésung (pH 8,5) injiziert.
Als Referenz diente eine Zelle ohne immobilisiertes Zielmolekll, mit Ethanolamin besetzter
Oberflache.

Die Bestimmung der Bindungsparameter erfolgte bei 30 ul/min in 1x BP bei 25°C. Vor der
Injektion wurde die ssDNA bei 94°C fir 2 min denaturiert und dann auf RT abgekuhlt. Jeweils
35 pl der ssDNA (1 uM) wurden in die Flusszellen injiziert. Falls erforderlich wurde die Oberflache
des Chips mit zweimal 10 yl NaCl (0,5 M) + MgCl, (0,5 M) regeneriert. Eine Korrektur der
erzielten Werte erfolgte durch Subtraktion der Referenzzell-Parameter von denen aus der

Flusszelle mit Ligand.

2.5.4 Nachweis der RNA-Aptamer-Bindung an Monoamin

Zunachst wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (96-well, MaxiSorp™, THERMO
SCIENTIFIC) mit 20 pg DMC (Dimethylcasein) in 50 pl PBS schittelnd fur 3 Stunden inkubiert und
danach zweimal mit je 50 pl MilliQ gewaschen. Die Transaminierung des Substrats DMC erfolgte

durch Zugabe von 200 puM Monoamin (Serotonin, Histamin, Dopamin, Norepinephrin) und 5 mU
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Transglutaminase 2 in 50 pl fiir 30 min schiittelnd bei 30°C. Danach wurden die Kavitaten erneut

mit je 50 pl MilliQ gewaschen und die Mikrotiterplatte bei 4°C gelagert.

Eine Bindung der RNA-Aptamere (100 ng/Vertiefung, denaturiert bei 94°C fur 3 min und
abgekihlt auf Eis) erfolgte in 50 ul 1x BP fiir 40 min bei RT, anschlielend folgten drei
Waschschritte mit je 50 pl 1x BP. Gebundene Nukleinsduren lieRen sich tUber die Amplifikation
mit QB-Relikase (0,5 pl je Vertiefung) in 50 pl NEB4-Puffer + 2,5 mM NTPs und dem
nukleinsaurebindenen Farbstoff SYBR® Gold (1x) fir 90 min bei RT und der damit verbundenen

Zunahme der relativen Fluoreszenz bei 495 nm nachweisen.
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3. Materialien

Tab. 13: Oligonukleotide, Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Purimex oder Sigma®
bezogen. Randomisierte Positionen (N = A, T,C oder G) sind blau gekennzeichnet.

Name Verwendung Sequenz
Bibliothek fir in vitro-
Bank30 Selektionen 5'-TGACACCGTACCTGCTCT30NAAGCACGCCAGGGACTAT
Bibliothek fir in vitro-
Bank40 Selektionen 5'-TGACACCGTACCTGCTCT40NAAGCACGCCAGGGACTAT
Bibliothek fir in vitro-
QST40 . 5'-ATAGGGGTTCCAACCGGAAGA0ONCCGGTTTCGGACCTCCAG
Selektionen
Primer fiir Bank30
Pro5 und 40 5'-TGACACCGTACCTGCTCT
Primer fiir Bank30
Pro3 und 40 5'-ATAGTCCCTGGCGTGCTT
Primer fr Bank
T7Pro5 eunlé 40a 30 5'-GTAATACGACTCACTATAGGACACCGTACCTGCTCT
Primer fr Bank
T7TPro3 eunlé 40a 30 5'-TATGCTAGTTATTGCTCAGATAGTCCCTGGCGTGCTT
Primer fir QST40
T7QF Bank (PCR-Prod. fir | 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAG
in vitro-Transkription)
Primer fir QST40
QR Bank (PCR-Prod. fir | 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGG
in vitro-Transkription)
Primer fiir RT-PCR
QR3 der QSTA40 Bank 5'-CTGGAGGTCCGAAACCGG
Primer fiir RT-PCR
QF5 der QSTA40 Bank 5'-GGGGTTCCAACCGGAAG
DivON Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCGGTAATGTGTAAATCTACTTCCTTCTC
AGCGCCCCCGTGGCTGCAGGCATGCAAG
Div2N Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCGGTAATGTGTAAANCTACTTCCTTCTC
AGNGCCCCCGTGGCTGCAGGCATGCAAG
DivaN Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCGGTAATGNGTAAATCTNCTTCCTTCNC
AGCGCCCNCGTGGCTGCAGGCATGCAAG
Div6N Diversititsstandard 5’ -TTCGAGCTCGGTACCGGNAATGTGNAAATCTNCTTCCTNCTC
AGCNCCCCCGNGGCTGCAGGCATGCAAG
Div8N Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCGGNAATGNGTAANTCTANTTCCNTCTC
NGCGCNCCCGNGGCTGCAGGCATGCAAG
Div1ON Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCGNTAANGTGNAAANCTANTTCNTTCNC
AGNGCCNCCGNGGCTGCAGGCATGCAAG
DiV12N Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCNGTNATNTGNAAATCNACNTCNTTNTC
AGNGCNCCNGTNGCTGCAGGCATGCAAG
Div14N Diversititsstandard 5'-TTCGAGCTCGGTACCNGNAATNTNTAANTNTACNTNCTTNTN
AGCNCNCCCNTNGCTGCAGGCATGCAAG
. Primer fir
Ri3 Diversititsstandard 5'-CCAAGCTTGCATGCCTGCAG
. Primer fir
Ri5 Diversititsstandard 5'-GGGAATTCGAGCTCGGTACC
SiALPro3 Index-Primer 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAATCACGATAGTCCCTGGCGTG
CTT
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5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGACGATGTATAGTCCCTGGCGTG

SiA2Pro3 Index-Primer
CIT
. . 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGATTAGGCATAGTCCCTGGCGTG
SiA3Pro3 Index-Primer oTT
. . 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGATGACCAATAGTCCCTGGCGTG
SiA4Pro3 Index-Primer oTT
. . 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAACAGTGATAGTCCCTGGCGTG
SiA5Pro3 Index-Primer oTT
. . ' -CAAGCAGAAGA ATACGAGCCAATATAGT T T
SiAGPro3 Index-Primer C5:TTC GCAGAAGACGGC CGAGCC GTCCCTGGCGTG
. . ' -CAAGCAGAAGA ATACGACAGATCATAGT T T
SiIA7Pro3 Index-Primer C5:TTC GCAGAAGACGGC CGACAGATC GTCCCTGGCGTG
. . ' -CAAGCAGAAGA ATACGAACTTGAATAGT T T
SiA8Pro3 Index-Primer C5:TTC GCAGAAGACGGC CGAACTTG GTCCCTGGCGTG
. . ' -CAAGCAGAAGA ATACGAGATCAGATAGT T T
SiA9Pro3 Index-Primer C5:TTC GCAGAAGACGGC CGAGATCAG GTCCCTGGCGTG
. . ' -CAAGCAGAAGA ATACGATAGCTTATAGT T T
SiIA10Pro3 Index-Primer C5:TTC GCAGAAGACGGC CG GC GTCCCTGGCGTG
. . ' -CAAGCAGAAGA ATACGAGGCTACATAGT T T
SiA11Pro3 Index-Primer C5:TTC GCAGAAGACGGC CGAGGCTAC GTCCCTGGCGTG
SPro5 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCC
b GACATGACACCGTACCTGCTCT
GiAPro3 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
b GACGCTCTTCCGATCTATCACGACACCGTACCTGCTCT
GiBPro3 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
b GACGCTCTTCCGATCTCGATGTACACCGTACCTGCTCT
GiCPro3 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
b GACGCTCTTCCGATCTTTAGGCACACCGTACCTGCTCT
GiDPro3 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
b GACGCTCTTCCGATCTTGACCAACACCGTACCTGCTCT
GiEPro3 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
b GACGCTCTTCCGATCTACAGTGACACCGTACCTGCTCT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiFPro3 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTGCCAATACACCGTACCTGCTCT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiGPro3 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTCAGATCACACCGTACCTGCTCT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiHPro3 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTACTTGAACACCGTACCTGCTCT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiHPro3 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTGATCAGACACCGTACCTGCTCT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiHPro3 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTTAGCTTACACCGTACCTGCTCT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiHPro3 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTGGCTACACACCGTACCTGCTCT
GiHPro3 Adapter-Primer 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
b GACGCTCTTCCGATCTCTTGTAACACCGTACCTGCTCT
. 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGC
PEPro3 Primer
TGAACCGCTCTTCCGATCTAGTCCCTGGCGTGCTT
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GIAQ5 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTATCACGGGGTTCCAACCGGAAG
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GiBQ5 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTCGATGTGGGTTCCAACCGGAAG
. . 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GIiCQ5 Adapter-Primer
GACGCTCTTCCGATCTTTAGGCGGGTTCCAACCGGAAG
. . '-AATGATA ACCACCGAGATCTACACTCTTT TACA
GIDQ5 Adapter-Primer 5 G CGGCGACCACCGAGATCTACACTC CCCTACAC

GACGCTCTTCCGATCTTGACCAGGGTTCCAACCGGAAG
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GIiEQ5

Adapter-Primer

5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GACGCTCTTCCGATCTACAGTGGGGTTCCAACCGGAAG

GiFQ5

Adapter-Primer

5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GACGCTCTTCCGATCTGCCAATGGGTTCCAACCGGAAG

PEQ3

Primer

5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGC
TGAACCGCTCTTCCGATCTGGAGGTCCGAAACCGG

tmpi

Kontroll-Oligo

5"'-TGACACCGTACCTGCTCTATGCCTATCATGGGCAACCACGCC
AGGGACTAT

Tab. 14: Vektoren

Name

Verwendung

Bezugsquelle

pET-21

Proteinexpression

INVITROGEN ™

TOPO

TOPO® TA-Klonierung

INVITROGEN™

pUC18

Kontrolle der Transformation

INVITROGEN™

Tab. 15: Prokaryotische Zellen

Name Verwendung Bezugsquelle
E. coli DH5a TOPO® TA-Klonierung INVITROGEN
E. coli DH10b Glycerinkulturen rekombinanter Plasmide INVITROGEN "
E. coli BL21(DE3) in vivo Expression rekombinanter Proteine INVITROGEN "
Tab. 16: Enzyme
Name Hersteller Aktivitat Verwendung
Tag-Polymerase ROBOKLON, EURX 5 U/l DNA-Amplifikation
Thermostabile Umsetzung von organischem
Pyrophosphatase ROBOKLON, EURX 20 Uil Pyrophosphat zu Ortho-Phosphat
T7-Polymerase ROBOKLON, EURX 25 U/ul RNA-Synthese
DNase (RQ1) PROMEGA 1 U/l Verdau von Matrlzen_-D_NA nach in vitro
Transkription
. Biozywm, T
QpB-Replikase EPICENTRE® 1Uu/ul Isothermale RNA-Amplifikation
Transglutaminase Monoamylierung von DMC mit Serottonin,
ZEDIRA 5 mu/ul ; : ; . :
2 Dopamin, Histamin oder Norepinephrin
Tab. 17: Kits
Name Hersteller Verwendung
Plasmiddna-OLS® OMNI LIFE SCIENCE GMBH & Co. KG Plasmid-Préparation
TOPO® TA Cloning”-Kit INVITROGEN™ Klonierung

T7 Transkriptionskit

ROBOKLON, EURX

in vitro-Transkription

sbeadex®

LGC GENomics®

DNA-Aufreinigung

GeneMATRIX PCR/DNA
Clean-Up DNA Purifikation-Kit

ROBOKLON, EURX

DNA-Aufreinigung
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Tab. 18: Puffer und Lésungen

10x TBE- 09M Tris 10x 0,1% Xylencyanol
Puffer 0,9 M Borsaure Ladepuffer 0,1% Bromphenolblau
0,02M EDTA (Agaosegel- 0,5% SDS
elektro- 0,1M EDTA
phorese) 50% Gycerol
10x PBS-T 1,7 mM Kaliumdihydro- LB-Medium 1% (w/v) Trypton
genphosphat (fest) 0,5% (w/v) Hefeextrakt
5,2mM Natriumdihydro- 10 mM NacCl
genphosphat 1,3% (w/v) Agar
150 mM NacCl
0,5% Tween
LB-Medium 1% (w/v) Trypton 2YT-Medium 1,6% Trypton
(flussig) 0,5% (w/v) Hefeextrakt 1% Hefeextrakt
10 mM NaCl 10 mM NaCl
TSS- 85% 2YT-Medium SOC-Medium 2% (w/v) Trypton
Medium 10% (w/v) PEG 8000 0,5% (w/v) Hefeextrakt
(steril filtriert) 5% DMSO 10 mM NacCl
50 mM MgCl, 2,5mM KCI
10 mM MgCl,
20 mM Glucose
Lysepuffer 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) | 10x 0,25M Tris
150 mM NaCl Laufpuffer 2M Glycin
1mM EDTA (SDS-PAGE) 1% SDS
3X 150 mM  Tris-HCI (pH 6,8) | Comassie- 0,1% (w/v) Coomasie Brilliant
Ladepuffer 30% Glycerin Farbelosung Blue R250
(SDS-PAGE) 6% SDS 40% (v/v) Methanol
0,3% Bromphenolblau 10% (v/v) Essigsaure
300mM DTT (100%)
Entfarbe- 20% (v/v) Ethanol Blot-Puffer 48 mM  Tris
[6sung 10% (v/v) Essigsaure (WB) 39 mM Glycin
(100%) 20% Methanol
0,0375% SDS
10x 200 mM  Tris 10x 200 mM MOPS
Bindungs- 50 mM MgCl, Diversitats- 100 MM EDTA
puffer (BP), 20mM CaCl, Assay-Puffer 25M NaCl
SELEX, pH 20mM  KCI (DA) 0,3% Brij-700
7,4 1,4M NacCl
0,5% Tween® 20
Blockierung 1x PBS Substrat- 1Tabl. ABTS
s-puffer 0,5% (viv) Tween Losung 10 ml  Zitronensaure
(Magnetpar- 3% BSA (Magnetpar- (50 mM)
tikel-ELISA) tikel-ELISA) 10 ml  Natrium-Citrat
(50 mM)
10l H,O, (30%)
Tab. 19: Chemikalien
Name Hersteller

ABIL WEQ9
Acrylamid

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-Carbodiimid (EDC)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsaure (HEPES)
2-(N-Morpholino)-Ethansulfonséaure (MES)
2,2'-Azino-di-(3-Ethylbenzthiazolin)-6-Sulfonséure (ABTS)
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure(MOPS)

SIGMA-ALDRICH®
CALBIOCHEM®

SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH

®
®

ROTH
EVONIK
ROTH
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Agarose INVITROGEN "
Ammoniumperoxodisulfat (APS) MERCK
Ammoniumsulfat MERCK

Ampicillin

Biotin

Borsaure

Bovines Serum Albumin (BSA)

Brij® 700

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Coomasie Brilliant Blue R250
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
Dimethylcasein (DMC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromide
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA)

Glucose

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

Isobutanol
Isopropyl-B-D-thio-Galactopyranose (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid

Methanol

Methylpyrrolidone

Mineraldl
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natiumacetat

Natriumchlorid

Natrium-Citrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsulfat (SDS)
N-hydroxysuccinimide (NHS)
Nukleosidtriphosphate (NTPs)
OliGreen®

Polyethylenglycol (PEG 8000)
Streptavidin

Surfactant P20

SYBR Gold

SYBR Green |

Tegosoft DEL
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)
Trypton

Tween® 20
Wasserstoffperoxid (30%)
Xylencyanol

Zinksulfat

Zitronensaure

SIGMA-ALDRICH®
SIGMA-ALDRICH®
MERCK
BioLaBs®
SIGMA-ALDRICH®
SIGMA-ALDRICH®
MERCK
PERBIO/PIERCE
QBIOGENE
SIGMA-ALDRICH®
SIGMA-ALDRICH®
SIGMA-ALDRICH®
MERCK

MERCK
SIGMA-ALDRICH®
INVITROGEN™
MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

BECTON DICKINSON
MERCK
FERMENTAS
MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

MERCK
SIGMA-ALDRICH®
SIGMA-ALDRICH®
INVITROGEN"
MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

Blo-RAD
SIGMA-ALDRICH®
QBIOGENE

MOLECULAR PrRoBES™

MERCK
THERMO FISCHER
BIACORE

MOLECULAR ProBES "
MOLECULAR ProBes "

EVONIK

MERCK

BECTON DICKINSON
RIEDEL-DE HAEN
FLUKA

MERCK

FLUKA

MERCK
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4. Ergebnisse

4.1 Erste in vitro-Selektion von DNA-Aptameren gegen Streptavidin
in 10 Runden

Die erste in vitro-Selektion funktioneller Nukleinsduren (ssDNA) gegen das Zielmolekil
Streptavidin auf magnetischen Partikeln (Dynabeads® M-280 Streptavidin, INVITROGEN™) erfolgte
halbautomatisiert mithilfe des KingFisher Flex Gber 10 Runden. Die initial eingesetzte DNA-
Bibliothek besall 40 randomisierte Nukleotidpositionen (Bank40). Um arbeitsintensive und
systematische Fehler hervorrufende Schritte zur Einzelstranggenerierung einzusparen wurde das
gereinigte PCR-Produkt vor Inkubation mit dem Zielmolekil in 1x BP fir 3 min auf 94°C erhitzt
und anschlieBend auf Eis abgekihlt. Zur Erhohung der Stringenz wurden im Verlauf der
Selektion die Anzahl der Waschschritte und das Volumen erhdht, sowie die Menge eingesetzter
Nukleinsduremolekile und die Inkubationszeit mit dem Zielmolekul reduziert. Anstelle eines
separaten Elutionsschrittes zum Lésen der Zielmolekil-gebundenen Sequenzen wurden die 50 pl
magnetischer Partikel aus der Selektion direkt in die PCR eingesetzt. Die Aufreinigung der PCR-
Produkte fur die ndchste Selektionsrunde erfolgte mit magnetischen Partikeln. Die Parameter der

Selektion sind in Tabelle 20 aufgefihrt.

Tab. 20: Parameter der ersten Streptavidin-SELEX, Selektionsrunden 1 bis 10

Runde ssDNA ssDNA Streptavidin  Streptavidin Inku.batiqns Wasph- PCR-

[ngl [pmol]  -Beads [ug] [pmol] - zeit [min] schritte Zyklen
1 50 2000 1000 70 50 1x 500 pl 15
2 3 120 500 35 50 1x 500 pl 15
3 2 80 500 35 50 2% 500 pl 15
4 0,8 32 500 35 50 2% 500 pl 15
5 0,2 8 500 35 50 2%1000 pl 15
6 14 56 500 35 50 2%1000 pl 14
7 2,8 112 500 35 50 2%1000 pl 12
8 3 120 500 35 50 2%1000 pl 10
9 2 80 500 35 26 2%1000 pl 9
10 2 80 200 14 26 2x:1000 pl 8

Eine Vereinzelung der im Pool der zehnten Selektionsrunde befindlichen Sequenzen erfolgte
zunachst durch Ligation der PCR-Produkte in den TOPO®-Vektor iiber TA-Klonierung. Durch

Transformation des Plasmids in kompetente E. coli-DH5a-Zellen und anschlieRendes

Ausstreichen auf ampicillinhaltigen  Agarplatten  wurden  Kolonien mit einzelnen

Aptamersequenzen generiert. Die isolierte Plasmid-DNA von 25 verschiedenen Klonen wurde

durch die Serviceabteilung des Max-Planck-Instituts fiir Molekulare Genetik (Berlin) nach Sanger
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[91] sequenziert. Die Sequenzen dieser Klone, sortiert nach Familien und mit Angabe relevanter

Motive, sind ohne flankierende Primersequenzen in Tabelle 21 aufgefihrt.

Tab. 21: Sequenzen der isolierten Streptavidin-Aptamer-Klone. Gleiche Sequenzen sind in
Gruppen zusammengefasst, mit Angabe wiederkehrender Motive. Ausgewdhlte Klone fir spatere
Bindungsstudien sind gekennzeichnet (*,komplementare Orientierung **)

Gruppe Klone Sequenzen Motive

11 SiC1 5'-AATAGCCCCCTGACGCAAGGGTTAGAGCAGTAATCACGTT 1,2

) S1C3

12 S1C25 5'-AATAGCCCCCTGACGCAAGGGTTAGAGCAGTAATCATGGT 1,2
S1C2
S1C4
S1C5

2 Sic11 5'-GACTCCGGGACATGCCCATGTCGCAATGGTGGCCCGGATT 1,2
S1C13
S1C14
S1C16
S1C6

3 S1C15 5'-CGGGTTCACCGTTGCGTCACGGGGCAATTCACCACTCGCC 1,2
S1C20

4 S1C8** 5'-ACTTTAGGGCTAACCTGCGATCGGTGCGTACCCCATGCTC 123

5 S1C9* 5'-ACCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGAGCAGGGGG 12,3
S1C10*

6.1 S1C19 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT 1,2
S1C23

6.2 S1C18* 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGATACTTT 1,2
S1C12

7 S1C17 5'-GTGTAGGATCATCGCCCCCACGACGCAGTGGGTGATCGTA 1
S1C21

8 S1C22 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGCCCAGTAATAT 12,3

9 S1C24 5'-ATAAGCACGCCAGGGACTATGACACCGTACCTGCTCT 1,2

Von den 25 sequenzierten Klonen wiesen 24 ein vollstandiges Insert auf. Insgesamt konnten 9
verschiedene Sequenzfamilien (Konsensussequenzen) identifiziert werden. Da fir die
Selektionsrunden das gereinigte, denaturierte PCR-Produkt (dsDNA) eingesetzt wurde, ist zu
beachten, dass es sich bei einem Aptamer auch um den hier nicht dargestellten

Komplementérstrang handeln kann.

Bei dem fiir weitere Analysen und Bindungsstudien ausgewahlten Klon S1C8a (s. Tab. 21: mit **
gekennzeichnet) handelt es sich um den komplementéren Strang (antisense). Die weiteren Klone
(s. Tab. 21: mit * markiert) wurden als sense-Strang synthetisiert. Die Klone S1C10 und S1C18

unterscheiden sich nur in einer Base an Position 34.

Fur die Identifizierung wiederkehrender Motive (>10 bp) in den 9 Sequenzfamilien wurde das
Analyse-Programm MEME (Version 4.6.1, [64], Einstellungen: Minimalmotiv 3 Basen/

Maximalmotiv 10 Basen, [1]) verwendet, da der verwendete Datensatz sehr gering war.
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Die am haufigsten auftretenden Motive zeigt Abbildung 15:
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Abb. 15: WebLogo-Darstellung haufig auftretender Sequenzmotive in den 9 Gruppen der nach
Sanger sequenzierten Klone. Mit dem Sequenzanalyseprogramm MEME erstellte Motive mit einer
Lange von 3 bis 10 Basen; es wurde auch der Gegenstrang berticksichtigt. Rote Kreismarkierungen
weisen auf das Motiv ACGC hin.

Besonders das Motiv 1 tritt in allen Sequenzgruppen auf, zudem besitzen alle Motive einen GC-
Gehalt von Uber 50%. Die Basenabfolge ACGC aus Motiv 1 findet sich dariber im
komplementaren Strang der Motive 1 und 3.

4.1.1 Uberwachung des Diversitatsverlustes mittels Diversitats-Assay

Die Abnahme der Diversitat im Selektionsverlauf konnte mithilfe des Diversitats-Assays [95]
belegt werden. Diese Methode basiert auf der Beobachtung, dass die Rehybridisierung
denaturierter Nukleinsduren bei einem Gemisch verschiedener Sequenzen langsamer und
unvollstéandiger stattfindet als bei einem Einzelklon [12]. Der in dieser Untersuchung mitgefiihrte
interne Standard gleicher Lange beinhaltet, je nach definierter Diversitat, eine unterschiedliche
Anzahl variabler Positionen (siehe 2.4) und dient dem raschen Abschatzen des

Diversitatsverlustes.

Graphisch dargestellte Riickschmelzkurven des Diversitatsstandards und der Selektionsrunden
(s. Abb. 16) zeigen die Verschiebung einer niedrigen Schmelztemperatur bei Proben mit hoher
Diversitat (Divl4N und rd2) hin zu einer hohen Schmelztemperatur bei Proben niedriger

Diversitat (Runde 10) bzw. einem Einzelklon (DivON):

Waéhrend die Schmelztemperatur des DNA-Pools aus der zweiten und dritten Selektionsrunde

noch bei ca. 78°C liegt, so steigt sie ab der vierten Runde auf 91 - 93°C. Verglichen mit dem

37



Ergebnisse

Standard entspricht dies fiir die Runden 2 und 3 einer Diversitat von 2,7x10% ab Runde 3 kann

davon ausgegangen werden, dass der Pool noch ca. 4000 verschiedene Sequenzen enthalt.
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Abb. 16: Messung der Fluoreszenzanderungen wahrend des Ruckschmelzvorgangs. a)
Diversitatsstandards (DivON bis Div14N), b) Nukleinsdurepools der Streptavidin-Selektionsrunden
(Runde 2 bis Runde 10).

4.1.2 Kontrolle der Anreicherung funktioneller Sequenzen mittels FLAA

Mit dem Mikrotiterplatten-Bindungsassay (FLAA, [127]) konnte der Erfolg der Selektion, eine
Anreicherung funktioneller Sequenzen uUber die Selektionsrunden, nachgewiesen werden.
Aquivalent zu den Selektionsbedingungen wurde der amplifizierte Pool jeder Selektionsrunde in
1x BP denaturiert (3 min, 94°C) und je Kavitat einer streptavidinbeschichteten Mikrotiterplatte

12 pmol DNA eingesetzt. Als Kontrolle dienten Kavitéaten mit Streptavidin-Biotin-Komplexen. Nach
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einer zweistiindigen Inkubation bei RT erfolgte der Nachweis gebundener ssDNA mit dem
nukleinsaurebindenden Farbstoff OliGreen®. Die Mittelwerte der relativen Fluoreszenzmessungen
sind in Abbildung 17 dargestellit.
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Abb. 17: Nachweis der Anreicherung bindender Sequenzen Uber 10 Selektionsrunden mittels
FLAA. Denaturiertes PCR-Produkt aus den Selektionsrunden 1 bis 10 wurde in den Kavitéaten einer
streptavidinbeschichteten Mikrotiterplatte inkubiert. Der einzelstrangbindende Farbstoff OliGreen®
ermdoglicht die Detektion gebundener Nukleinsduren. Als Kontrolle dienen Kavitdten mit einem
Streptavidin-Biotin-Komplex. Abgebildet ist die relative Fluoreszenz gegen die Selektionsrunde.

Eine leichte Zunahme der relativen Fluoreszenz ist bereits ab der ersten Runde zu erkennen,
jedoch erst ab Runde 5 steigt das Signal und damit die Anzahl bindender Nukleinsauren deutlich
an. Eine Bindung an den Streptavidin-Biotin-Komplex (Negativ-Kontrolle) ist hingegen kaum zu

beobachten.

4.1.3 Hochdurchsatzsequenzierung aller Selektionsrunden

Fur die Hochdurchsatzsequenzierung mittels Solexa-Technologie (Genome Analyzer GA2,
ILLUMINA) in der Serviceabteilung des Max-Planck-Instituts flir molekulare Genetik (Berlin) wurden
vorbereitend Adapter (21 Basen lang) und Barcodes (6 Basen lang; zur spateren Identifizierung
der Selektionsrunde) Uber spezielle Primer (SiA1Pro3 bis SiA10Pro3, SPro5) Uber eine PCR
eingefugt. Zur gleichzeitigen Sequenzierung aller Selektionsrunden wurden die PCR-Produkte
gereinigt und gemischt (jeweils 500 ng). Insgesamt konnten ca. 13 Mio. Sequenzen erfasst
werden. Aufgrund der eingefuigten Markierungssequenz (Barcode) konnten ca. 7 Mio. Klone den

jeweiligen Selektionsrunden zugeordnet werden (s. Tab. 22).
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Tab. 22: Datensatz  der  Solexa-Sequenzierung (llumina), mit  Zuordnung  der
Markierungssequenzen zu den jeweiligen Selektionsrunden. Inserts besitzen eine Lange von 40 bp.
Selektions- _Date'n.sgtz : Sequenzen mit Anteil mit
Sequenzen (identifizierte Anteil [%] . .
runde insert (total) insert [%]
Sequenzen, total)
insgesamt 12.852.327 100 entf. entf.
mit Barcode 7.219.413 56,2 5.538.281 43,1
S1A01 0 (Bank 40) 723.183 5,6 678.306 53
S1A02 1 221.245 1,7 204.388 1,6
S1A03 2 1.004.467 7.8 896.827 7,0
S1A04 3 753.614 59 641.239 50
S1A05 4 599.471 4,7 542.646 4,2
S1A06 5 319.493 2,5 280.205 2,2
S1A07 6 722.320 5,6 605.841 4,7
S1A08 7 711.308 55 637.870 50
S1A09 8 307.193 2,4 270.572 2,1
S1A10 9 554.912 4,3 495,132 3,9
S1A11 10 435.968 3,4 285.255 2,2

Eine erste bioinformatische Auswertung geschah zunéchst durch Zuordnung der Sequenzen zu

der jeweiligen Selektionsrunde und anschlieRendem Sortieren nach Haufigkeit. Fir
weitergehende Betrachtungen und bioinformatische Analysen wurde nur die 100 haufigsten

Sequenzen verwendet. Eine Liste der Top 20 befindet sich im Anhang dieser Arbeit.

Anhand ihrer Haufigkeit, speziellen Sequenzmotive bzw. hohem GC-Gehalt lieRen sich einige
Klone als potenzielle Binder identifizieren und ohne die flankierenden Primersequenzen in
Bindungsstudien testen (s. Tabelle 23). Die Nomenklatur richtet sich nach der Selektion (S1), der
Selektionsrunde (R10) und der Haufigkeit (#1-10).

Tab. 23: Aptamer-Sequenzen der 10. Selektionsrunde, die als mdgliche Binder identifiziert und fur
Bindungsstudien chemisch synthetisiert wurden. Erganzend angegeben sind enthaltende relevante
Sequenzmotive aus Abb. 18.

Klon Sequenz Motive
S1R10#1 5'-TCTTCCCATTCGGAGGCCTGCGCCGGCCGCGTCCGAGGGT 4,5
S1R10#1a 5'-ACCCTCGGACGCGGCCGGCGCAGGCCTCCGAATGGGAAGA 4,5
S1R10#2 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACARATTA 4
S1R10#4 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT 4,5
S1R10#6 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT 4,5
S1R10#10 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC 4

Bei dem ausgewahlten Klon S1R10#1 handelt es sich um die haufigste Sequenz (10%) des
Pools nach der 10. Selektionsrunde. Da flr die Selektion gereinigtes und denaturiertes PCR-
Produkt verwendet wurde, koénnen sowohl der sense-, als auch der antisense-Strang als
potenzielle Binder in Frage kommen. Folglich wurde auch der komplementare Strang
(S1R10#1a) fur Bindungsstudien ausgewahlt. Die weiteren Klone stellen immerhin noch 5% des

Pools (S1R10#4), bzw. 3% bei S1IR10#6 und 1% bei S1R10#10 dar.
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Die bereits mit der Sanger-Sequenzierung ermittelten Klone (s. 4.1) konnten auch unter den 100
haufigsten Sequenzen (10. Selektionsrunde) der Hochdurchsatzsequenzierung identifiziert
werden: Klon S1C10 befand sich unter den Top 20 an Position 17 in der Rangliste, S1C9 an
Stelle 42, S1C8a an Position 62 und S1C18 konnte in der Rangliste an Position 86 identifiziert
werden (S1C8a = S1R10#62a; S1C9 = S1R10#42; S1C10 = S1IR10#17; S1C18 = S1R10#86).

Verfolgt man die relative Haufigkeit der durch Sanger-Sequenzierung gewonnenen und durch
NGS identifizierten Klone tber die Selektionsrunden, dargestellt in Abbildung 18, so wird deutlich,
dass die haufigsten Sequenzen der 10. Runde (S1R10#1 und #2) erst ab der finften Runde
unter den Top 100 observiert werden kénnen. Der Anteil einiger weiterer Klone, darunter auch

die nach Sanger sequenzierten Klone, nimmt ab der sechsten Runde leicht wieder ab (S1R10#4,
#6, #10 und S1C10).
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] identifizierten Klone uber alle
Selektionsrunde Selektionsrunden

Auch hier wurden relevante Motive durch eine Analyse nach dem MEME-Algorithmus [1]
(Parameter: Minimalmotiv 3 Basen; Maximalmotiv 10 Basen, fiir Motiv 4, 40 Basen fir Motiv 5) in
den 100 haufigsten Sequenzen der 10. Selektionsrunde gefunden (s. Abb. 19). Da die Selektion

mit denaturierter dsDNA durchgefihrt wurde, fanden auch die komplementaren Strange
Berticksichtigung.
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sense

antisense

Abb. 19: Relevante Motive der 10. Selektionsrunde der ersten Streptavidin-SELEX. Fir die
Darstellung der Motive wurden die 100 haufigsten Sequenzen der 10. Selektionsrunde mit dem
Programm MEME analysiert (Motiviange minimal 3, maximal 10 bzw. 40); auch der Gegenstrang
wurde bericksichtigt. Rote Kreismarkierungen kennzeichnen das Motiv ACGC.

Motiv 4 konnte in allen der 100 haufigsten Sequenzen nachgewiesen werden, Motiv 5 in etwa der
Halfte (49%). Als entscheidend fur das Bindungsverhalten — und damit fir die Anreicherung in
der Selektion — erscheint jedoch nicht nur das Motiv ACGC (s. Abb. 19 und 20a) zu sein, sondern
auch ein Palindrom mit der Basenabfolge ACGCNNNNNNCGCA (s. Motiv 5, Abb. 19). In der
Abfolge der Selektionsrunden lasst sich dieses Palindrom wiederholt nachweisen (s. Abb. 20b).
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Abb. 20a/b: Sequenzmotive und deren Verteilung a) Uberreprasentierte Motive einzelner
Selektionsrunden, b) Haufigkeitsverteilung des vereinfachten Palindroms ACGCNNNNNNCGC
Uber die Selektionsrunden. Die in a) dargestellten Motive wurden mit dem Analyseprogramm MEME
generiert.
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Die in den Sequenzen der Hochdurchsatzsequenzierung ermittelten Motive stimmen in
Abschnitten (ACGC) mit Sequenzen aus der Sanger-Sequenzierung (4.1) tUberein. Das in den
Runden 3 bis 10 relevante Palindrom ACGCNNNNNNCGCA konnte in dem verhaltnismafig
kleinen Pool der Sanger-Klone nicht nachgewiesen werden. In wie weit dieses Palindrom fir die
Bindung eines Aptamers an das Zielmolekll Streptavidin verantwortlich ist kann u.a. durch

Sekundarstrukturvorhersagen nach dem Zuker-Algorithmus [133] ermittelt werden.

4.2 Zweite invitro-Selektion von DNA-Aptameren gegen
Streptavidin in 3 Runden

In eine zweite in vitro-Selektion gegen Streptavidin flossen die in Kapitel 4.1 gewonnenen
Erkenntnisse ein: Die eingesetzte Startbibliothek umfasste nur noch 30 randomisierte Positionen
(Bank30), die Anzahl der Selektionsrunden wurde auf 3 reduziert, die Inkubationszeit auf zwei
Stunden heraufgesetzt und die Anzahl der Waschschritte mit jeder Runde erhéht — womit die
Stringenz wahrend der Selektion gesteigert wurde.

Vor Beginn jeder Selektionsrunde wurde der DNA-Pool in 1x BP zur Einzelstranggenerierung fiir
3 min auf 94°C erhitzt und anschlieRend auf Eis abgekihlt. Das Zielmolekil Streptavidin befand
sich auf magnetischen Partikeln (Dynabeads® M-280 Streptavidin, INVITROGEN™), Die SELEX
wurde halbautomatisiert am KingFisher Flex durchgefuhrt. Die Elution gebundener Sequenzen
erfolgte unspezifisch durch EDTA (5 mM) und 10-minitiges Erhitzen auf 94°C. Losgeldste
Nukleinsauren konnten mithilfe magnetischer Partikel (sbeadex®) gereinigt und anschlieRend in
der PCR (Annealing-Temperatur 59°C) vervielfaltigt werden. Tabelle 24 zeigt die Parameter

dieser Selektion.

Tab. 24: Ubersicht der Parameter fiurr die zweite Selektion von Aptameren gegen Streptavidin in
3 Runden

Runde ssDNA ssDNA Streptavidin- Inkubations- Wasch- PCR-
[ngl [pmol] Beads [ug] zeit [min] schritte Zyklen

1 50 2293 1000 120 2% 1000 pl 20

2 1,5 69 100 120 3% 1000 pl 20

3 1,5 69 100 120 4% 1000 pl 20

Die Identifizierung angereicherter Sequenzen erfolgte durch  Sequenzierung der
Selektionsrunden mit der next-generation sequencing-Technologie Solexa (ILLUMINA) und
anschlieRender bioinformatischer Auswertung. Dazu wurden die barcode-enthaltenden

Primersequenzen GiAPro3 bis GiCPro3 (s. Tab. 13) verwendet.
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4.2.1 Kontrolle der Anreicherung funktioneller Sequenzen mittels FLAA
Die Anreicherung bindender Sequenzen in den drei Runden der zweiten Selektion wurde, wie in
der ersten Selektion (vgl. 4.1.2) mit einem FLAA nachgewiesen. Die Mittelwerte der relativen

Fluoreszenzmessungen sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abb. 21: Nachweis der Anreicherung bindender Sequenzen lber 3 Selektionsrunden mittels
FLAA. Denaturiertes PCR-Produkt aus den Selektionsrunden 1 bis 3 wurde in den Kavitaten einer
streptavidinbeschichteten Mikrotiterplatte inkubiert. Der einzelstrangbindende Farbstoff OliGreen®
ermoglicht die Detektion gebundener Nukleinsauren. Als Kontrolle dienten Kavitdten mit einem
Streptavidin-Biotin-Komplex. Gezeigt ist die relative Fluoreszenz gegen die Selektionsrunde.

Bereits ab der ersten Runde nimmt die relative Fluoreszenz und damit die Anzahl bindender
Sequenzen im Vergleich zur Start-Bibliothek zu. Die Spezifitdt der akkumulierten Nukleinsduren
wird durch die erheblich schwéchere Bindung an den Streptavidin-Biotin-Komplex (Negativ-

Kontrolle) deutlich.

4.2.2 Hochdurchsatzsequenzierung
Vorbereitend wurden Uber spezielle Primer (rd1: SiA3Pro3, rd3: SiA5Pro3, und SPro5) Adapter

fir die Sequenzierung mittels Solexa-Technologie und Markierungssequenzen (Barcodes) fir die
spatere Zuordnung der Selektionsrunde bei den eluierten und vervielfaltigten Oligonukleotiden
von Runde 1 und 3 eingeflugt. Eine Analyse der gewonnen Sequenzierdaten (ca. 1 Mio.
Sequenzen pro Runde) erfolgte zunachst durch Sortieren nach Haufigkeiten der Sequenzen
(Liste der Top 20: s. Anhang).

Nach der dritten Selektionsrunde wurden die haufigste (S2R3#1) sowie die zweithaufigste
Sequenz (S2R3#2) des Pools ausgewahlt und als synthetische Oligonukleotide ohne

Primersequenzen (s. Tab. 25) fiir Bindungsstudien (s. 4.4.2 und 4.4.3) verwendet.
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Tab. 25: Mogliche Streptavidin-Aptamere aus der dritten Runde der zweiten Selektion,
(Identifiziert mit Hochdurchsatzsequenzierung)

Klon Sequenz
S2R3#1 5'-GGAGCACGCAACAGGGGTGGAGAATGGTCT
S2R3#2 5'-AACCCTCATTGACCCTCCTACATGGCCTGT

Beide Klone sind nicht nur in der dritten, sondern auch in der ersten Selektionsrunde die
haufigsten Sequenzen (s. Anhang, Tab. A8). Die bereits in der ersten Streptavidin-SELEX Uber
10 Runden identifizierten Motive ACGC bzw. CGCA treten im Klon S2R3#1 einmal auf, fehlen
jedoch im Klon S2R3#2.

Die aus der Hochdurchsatzsequenzierung gewonnen Daten waren unvollstdndig und nicht
zufrieden stellend, zumal die zweite Selektionsrunde nicht sequenziert werden konnte. Um den
vollstandigen Datensatz einer Selektion Uber drei Runden zu gewinnen und weitere Parameter
(Selektionsmatrix, Primerlange, Aufreinigungsmethode) prifen zu kdénnen wurde daher eine

weitere in vitro-Selektion von Streptavidin-Aptameren in drei Runden erforderlich (s. 4.3).

4.3 Dritte in vitro-Selektion von DNA-Aptameren gegen Streptavidin
in 3 Runden

In einer dritten in vitro-Selektion von Aptameren gegen das Zielmolekil Streptavidin konnten alle
gewonnenen Erkenntnisse vorangegangener SELEX-Experimente zusammengefihrt, weitere
Parameter getestet und somit der Prozess optimiert werden: Es erfolgten insgesamt vier parallele
Selektionen (s. Tab. 26); mit zwei verschiedenen streptavidin-derivatisierten magnetischen
Partikeln (Dynabeads® M-280 Streptavidin, INVITROGEN™/ SIMAG-Streptavidin, CHEMICELL) bzw.
je zwei Primersets unterschiedlicher Lange zum Test verschiedener Aufreinigungsmethoden
(magnetische Partikel/ Zentrifugationssaulen). Zudem wurden geringere Mengen magnetischer
Partikel eingesetzt, die Inkubationszeiten verkirzt und weniger Waschschritte mit geringeren
Volumina durchgefiihrt (s. Tab. 27). Zur verbesserten Vergleichbarkeit mit den vorangegangenen
SELEX-Experimenten entstammen die gezeigten Daten nur den Selektionen mit Dynabeads®,
weitere Daten sind hier nicht dargestelit.
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Tab. 26: Durchfihrung der dritten in vitro-Selektion gegen Streptavidin (Durchgefiihrte aber nicht
dargestellte Selektionen sind grau unterlegt)

Selektionsmatrix

Dynabeads® M-280 Streptavidin
(INVITROGEN™, @ 2,8 pm)

Bindungskapazitat
(Biotin/ mg Beads) 650-900 pmol
verwendete Pro3/Pro5 T7TPro3/T7Pro5
Primer (je 18 bp) (je 36 bp)
Oligonukleotidlénge 66 bp 102 bp
Aufreinigungs- magneltische Saulen .
methode Part|l®<el (GeneMatrix,
(sbeadex, LGC) ROBOKLON)

Als initiale Oligonukleotid-Bibliothek wurden 0,5 nmol der Bank30 (ssDNA) verwendet und vor
Beginn der Selektion in 550 pl 1x BP denaturiert (94°C fur 3 min, anschlieBend 4°C). Die
Parameter der Selektionsrunden sind in Tabelle 27 aufgefihrt.

Die Elution gebundener Sequenzen erfolgte kompetitiv mit 0,5 mM Biotin in 50 pl MilliQ fir 6 min

bei 60°C. Die gesamte Elutionsfraktion (50 ul) wurde dann als Templat in der anschlieRenden

Amplifikationsreaktion eingesetzt. Eine Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem Primerset

Pro3/Pro5 erfolgte durch magnetische Partikel (sbeadex®, LGC), bei den Proben mit T7-Sequenz

mit saulenbasierten GeneMatrix-Kits (ROBOKLON). Fir die Selektionsrunden 2 und 3 wurden

diese aufgereinigten PCR-Produkte bei 94°C fiir 3 min denaturiert und auf Eis abgekihilt.

Tab. 27: Ubersicht der Parameter fur die dritte Selektion von Aptameren gegen Streptavidin in 3

Runden
. DNA ssDNA  Streptavidin- Inkubations- Wasch- i
ke 5 A [na] [pmol] Beads [ug] zeit [min] schritte PCR-Zyklen
1 10 (ss) 500 500 40 1X 600 pl 24
10 (ss) 500 500 40 1X 600 pl 24
Pro3/ 1
2 Pro5 (ds) 25 300 40 2X 600 pl 30
T7TPro3/ 1
X
T7Pro5 (ds) 25 300 40 2X 600 pl 20
Pro3/ 0,5
! X
3 Pro5 (ds) 12,5 100 40 3X 600 pl 25
T7TPro3/ 0,5
! X
T7Pro5 (ds) 12,5 100 40 3X 600 pl 20

Nach Abschluss der dritten Selektionsrunde wurden Uber eine PCR mittels geeigneter Primer

(PE-Pro3/GiAPro5-GiLPro5)

Adapter-

und Markierungssequenzen

anschlieRende Hochdurchsatzsequenzierung eingefigt.

(Barcode)

fur die
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4.3.2 Hochdurchsatzsequenzierung

Eine Sequenzierung der Selektionsrunden erfolgte mit der next-generation sequencing-
Technologie Solexa (ILLUMINA) und anschlieBender Sortierung der Sequenzen nach ihrer
Haufigkeit innerhalb des Pools. Fir Bindungsstudien wurden haufigere Klone ohne die
Primersequenzen als synthetische Oligonukleotide bestellt und getestet (s. Tab. 28). Eine Liste

der Top 20 jeder Selektionsrunde befindet sich im Anhang.

Tab. 28: Mogliche Streptavidin-Aptamere aus der dritten Runde der dritten Selektion, identifiziert
nach der Hochdurchsatzsequenzierung

Klon Sequenz
S3PriR3#1 5'-ACGGCACCGGACATGACACCGTACCTGCTCT
S3PriR3#3 5'-TCACGCTCAGGTCATGACACCGTACCTGCTCT
S3PrIR3#5 5'-AGCACGCCTGATTCAAAGGCGGTCCTCTCA
S3PrIR3#7 5'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCT
S3T7IR3#1 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
S3T7IR3#3 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGGCCT
S3T7IR3#5 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGC

Von den ausgewahlten Klonen lassen sich S3PrIR3#1 und S3PrIR3#5 schon in der zweiten
Selektionsrunde unter den Top 10 (Position 4 bzw. 7) nachweisen; weitere Sequenzen fehlen in
den Top 100 der ersten zwei Selektionsrunden. Aus der Selektion mit den verlangerten
Primersequenzen T7Pro5/T7TPro3 ist Klon S3T7IR3#1 ist bereits in Runde 1 und 2 der
Haufigste. Klon S3T7IR3#3 wird in der zweiten Runde auf Position 13 und Klon S3T7IR3#5 an
Position 61 gelistet. Beide befinden sich nicht unter den Top 100 der ersten Runde.

Eine Ermittlung angereicherter (d.h. ggf. bindungsrelevanter Motive) erfolgte mit dem
Analyseprogramm  MEME  [1]. Hierfir wurden die Top 100 der in  der
Hochdurchsatzsequenzierung ermittelten Sequenzen mit dem Web-Programm analysiert. Die
Selektion mit den Primern Pro3/Pro5 ergab keine Motive, die in mehr als 5% der Sequenzen
vorkamen. Dagegen lieBen sich unter den 100 haufigsten Sequenzen der dritten
Selektionsrunde, mit verlangerten Primern (T7TPro3/T7Pro5), einige auffallig angereicherte

Motive nachweisen. Diese traten in 20-40% des Pools auf und sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abb. 22: Angereicherte Motive der dritten Selektionsrunde der dritten Streptavidin-SELEX mit
den Primern T7TPro3/T7Pro5. Fir die Darstellung der Motive wurden die 100 haufigsten Sequenzen
der dritten Selektionsrunde mit dem Analyse-Programm MEME ausgewertet (Parameter: Motivlange
minimal 3, maximal 10 bzw. 30); zudem wurde der Gegenstrang berlcksichtigt. Kreismarkierungen
kennzeichnen die Motive ATGC bzw. ACGC.

Die angereicherten Motive des Pools der dritten Runde bestehen aus 8 bis 30 Basen und weisen
teilweise einen GC-Gehalt von Uber 50% auf. Zudem enthalten alle Motive Oligo-C bzw. Oligo-G-
Bereiche sowie CGC oder GCG. Das in den Klonen der ersten Selektion identifizierte Motiv
ACGTC tritt nicht mehr auf, daflir jedoch das in einer Base abweichende Motiv ATGC.

4.4 Charakterisierung der Streptavidin-Aptamere

Zur Beurteilung des Aptamer-Selektionserfolges gegen das Zielmolekil Streptavidin wurden
ausgewahlte Sequenzen ohne Primerregionen chemisch synthetisiert (s. Tab. 21, 23, 25 und 28)

und hinsichtlich ihrer méglichen Sekundarstrukturen, Bindungsqualitat bzw. Intensitéat untersucht.

4.4.1 Strukturvorhersagen selektierter Einzelklone

Die Sekundarstrukturen identifizierter Streptavidin-Aptamere aus allen SELEX-Experimenten
lassen sich Uber das Programm mfold web server (Version 3.2), dem der Zuker-Algorithmus
zugrunde liegt [133], aufklaren: Dieses Analyse-Programm berechnet die Faltungsmdoglichkeiten
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einzelstrangiger Nukleinsduren durch eine Energie-Minimierungs-Methode unter Beriick-
sichtigung von Haarnadelstrukturen (Stems, Loops) und Schleifen (Bulges). Aussagen uber
komplexere Tertidrstrukturen, wie z.B. G-Quadruplexe, erlaubt diese Sekundarstrukturanalyse
hingegen nicht.

In der Ergebnisdarstellung (s. Abb. 23) sind die berechneten Sekundarstrukturen einiger
Aptamere gezeigt. Die Sequenzen wurden sowohl mit Primerregionen, wie in den
Bindungsstudien verwendet, also auch ohne, wie sie in der Selektion wie auch ohne gewahlt
(Abb. 23). Weitere befinden sich im Anhang. Die Parameter fiir die Berechnungen richteten sich

nach den Selektionsbedingungen (lonenkonzentrationen wie in 1x BP; RT).
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Abb. 23: Sekundarstrukturvorhersagen ausgewahlter Streptavidin-Aptamere. Von den Uber das
Analyseprogramm mfold generierten Vorhersagen der Streptavidin-Aptamere mit oder ohne
Primerregion wurden jeweils die energiedrmsten Sekundarstrukturen ausgewahlt. Das in den Klonen
der Hochdurchsatzsequenzierung identifizierte Motiv ACGC ist blau markiert.
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Viele der selektierten Aptamere weisen nicht nur eine ausgepragte, sondern zudem auch eine
bemerkenswert ahnliche Struktur (zwei hintereinander liegende Haarnadelstrukturen) auf. Sie
zeigen eine doppelstrangige Stamm- und eine einzelstrédngige Schleifenregion, die das zuvor
identifizierte Motiv ACGC (5" - 3 und 3' & 5, in Abb. 23 blau unterlegt) enthalt. Stammbildende
Basenpaare bestehen Uberdurchschnittlich haufig aus Guanin und Cytosin. Vermutlich kénnen
sich G-Quadruplexen ausbilden. Eine préazise Analyse der Sekundarstruktur ist jedoch auf diesem

Wege flr eine genauere Beurteilung nicht moglich.

Die mithilfe des Zuker-Algorithmus berechneten freien Energien der Faltungen (ca. zwischen -1
und -10 kcal/mal) unterliegen starken Schwankungen, die auf einer unterschiedlichen Anzahl von
intramolekularen Hybridisierungen beruhen — die Lénge der doppelstrdngig organisierten

Bereiche tragen zu einer Verringerung der freien Energie bei.

Weitere berechnete Sekundarstrukturen sowie die entsprechenden freien Enthalpien ihrer
Faltungen (mit und ohne Primersequenzen) sind fur alle untersuchten Aptamere im Anhang

dargestellt.

4.4.2 Qualitative Bindungsstudien selektierter Streptavidinaptamere

Die Funktionalitat der identifizierten Aptamersequenzen (ausgewahlte Klone der Selektionen)
wurden im Mikrotiterplatten-Bindungsassay hinsichtlich ihrer Bindungsqualitat an das Zielmolekiil
Streptavidin untersucht (s. Abb. 24a und b). Als Kontrolle dienten Kavitaten, in denen das
Zielmolekdl in komplexer Verbindung mit Biotin vorlag (d.h. die Bindungstasche ist belegt) sowie

eine Sequenz ahnlicher Lange (Kontroll-Oligo), die nicht aus einem SELEX-Experiment stammte.
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Abb. 24a/b: Vergleich des Bindungsvermogens der selektierten Sequenzen mittels FLAA; a)
40mere aus der 10-Runden-SELEX, b) 30mere aus Selektionen in 3 Runden. ssDNA der
identifizierten Einzelklone wurde in den Kavitdten einer streptavidinbeschichteten Mikrotiterplatte
inkubiert. Der einzelstrangbindende Farbstoff OliGreen® detektiert gebundene Nukleinsauren. Als
Kontrolle dienen Kavitdten mit einem Streptavidin-Biotin-Komplex sowie eine Sequenz &hnlicher
Lange, die nicht aus den Selektionen stammte. Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzen der
Einzelklone.

Fur alle getesteten Klone sowie das Kontroll-Oligo konnte mit dieser Bindungsstudie eine hohe
Affinitat fur Streptavidin nachgewiesen werden. Gleichzeitig war eine gesteigerte Affinitdt mit dem
Streptavidin-Biotin-Komplex  feststellbar. Als  ,positive  Binder* wurden mit dieser
Versuchsanordnung nur Aptamere mit einem, gegeniiber den restlichen Sequenzen aufféllig

gesteigertem Signal charakterisiert.
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4.4.3 Oberflachenplasmonresonanz

Die Bestimmung der qualitativen Bindung bzw. Affinitdit der selektierten Aptamere zum
Zielmolekill Streptavidin erfolgte mittels Oberflachenplasmonresonanz (SPR) am BlAcore™-X-
Gerat.

Auf kommerziell erhaltlichen Streptavidin-Chips ist das Zielmolekil zumeist in hohen Dichten auf
der Oberflache immobilisiert, d.h. gebundene Nukleinsduren kénnten nach der Dissoziation vom
Zielmolekil sofort eine erneute Bindung eingehen. Dieser Umstand erschwert die getrennte
Bestimmung von Assoziation und Dissoziation, daher wurde Streptavidin fir Bindungsstudien
kovalent und in einer geringen Dichte an die Carboxylgruppen eines Chips (CM5, BIACORE®)
immobilisiert; die Aptamere wurden nachfolgend mit einer Flussrate von 30 pl/min in 1x BP
injiziert.

Eine Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) an das Zielmolekil erfolgte fir das Aptamer
S1C10 mit Messungen verschiedener Konzentrationen (0,1 bis 2 uM) und einer Injektion von
jeweils 30 pl zuvor denaturierter und auf RT abgekuhlter Aptamer-Losung (s. Abb. 25).
Assoziation und Dissoziation an das Zielmolekil konnten durch den Anstieg des Messsignals
(RU) und dessen Abfall verfolgt werden. Als Referenz diente ein Kanal, dessen Oberflache mit
Ethanolamin geblockt war. Von der Messkurve wurde die Referenzkurve (Kanal ohne
Zielmolekl) fur die Auswertung abgezogen. Weiterhin wurde auch das Signal nach Injektion von
Bindungspuffer von den Messkurven subtrahiert.

70 4

Resonanzeinheiten [RU]

| Zeit [s]
Aptamer S1C10 Konzentrationen:
—_—0,1TuyM —0,2puM 0,4 uM 0,6 uM 08uyM —10upM —15uM —20uM
Abb. 25: Oberflachenplasmonresonanz-Sensorgramm far die Bestimmung der

Dissoziationskonstante (Kp) des Aptamers S1C10. Streptavidin wurde kovalent auf einen CM5-
Chip immobilisiert (900 RU) und verschiedene Konzentrationen (0,1-2 uM) des Aptamers S1C10
injiziert. Die Auswertung erfolgte durch Subtraktion des Referenzkanalsignals und Anpassung nach
dem 1:1-Langmuir-Bindungsmodell.
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Der ,Fit* (die Anpassung) erfolgte mithilfe der BlAevaluation Software (Version 4.1) nach dem
Langmuir 1:1 Bindungsmodell. Die ermittelte Assoziationsrate (Kon) betrug 1,5x10%°xM1xs™, die
Dissoziationsrate (K1) 2,2x10°xs™. Die berechnete Dissoziationskonstante (Kp) fir das Aptamer
S1C10 betragt 140 nM, der Chi-Quadrat-Wert (x?) liegt bei 0,535.

Eine qualitative Beurteilung der Bindung, d.h. ein Vergleich aller Aptamere bzw. identifizierter
potenzieller Binder, erfolgte auf einem weiteren CM5-Chip, auf dem ca. 7000 RU Streptavidin
kovalent immobilisiert waren. Fir diese Messungen wurden 30 pl einer 1 uM-LOsung bei einer
Flussrate von 30 pl/min injiziert. Der Signalanstieg im Differenzsensorgramm (Messkurve
abziglich der Referenzkurve) erreichte Werte zwischen 80 und 350 RU. Getestet wurden 40mere
der 10-Runden-SELEX (4.1) gegen Streptavidin (s. Abb. 26a) und die 30mere aus den
Selektionen in 3 Runden (4.2 und 4.3) (s. Abb. 26Db).
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Abb. 26: Oberflachenplasmonresonanz-Sensorgramme fiir a) 40mere der 10-Runden-SELEX
und b) 30mere der 3-Runden-SELEX. Aptamere (1 uM) wurden auf einen mit Streptavidin kovalent

immobilisierten CM5-Chip (7000 RU) injiziert. Die Auswertung erfolgte durch Subtraktion des
Referenzkanalsignals.
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Eine Auswertung erfolgte analog der Bestimmung der Dissoziationskonstante. Die Daten der
SPR-Messungen bestatigten die in FLAA-Experimenten beobachtete hohe Affinitat fir die 40 N-
Aptamere S1C10, S1C18, S1R10#1a und S1R10#10 an Streptavidin sowie das schwachere
Bindungsverhalten der Sequenzen S1R10#2 und S1C8a. Die Klone S1R10#1, S1R10#4,
S1R10#6 und S1C9 (in Abb. 25 nicht dargestellt) zeigten keine Bindung an das Zielmolekl
Streptavidin. Aus den 3-Schritt-Selektionen gingen die 30 N-Aptamere S3T7IR3#3 und
S3T7IR3#1 mit hoher Affinitat bzw. S3T7IR3#5 mit einer maRigen starken Bindung an das

Zielmolekdl hervor. Alle weiteren getesteten Sequenzen zeigten keine Bindung an Streptavidin.

Da eine Dissoziationskonstante (Kp) nur fiir den Klon S1C10 (40mer) ermittelt wurde, nicht aber
fur eines der selektierten 30mere aus der 3-Schritt-SELEX, sollte Uber eine faktorielle (Langen-)
Korrektur der 30mer-Sensorgramme die Affinitdt abgeschatzt bzw. verglichen werden (s.
Abb. 27).

425

3754

325 4

2754

225

1754

Resonanzeinheiten [RU]
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25

25 -29

Zeit [s]

Aptamer. —S1C10 — S1C18

—— S3T7IR3#3 korrigiert  ....S1T7IR3#3 —— S3T7IR3#1 korrigiert  ----S3T7IR3#1 S3T7IR3#5 korrigiert S3T7IR3#5

Abb. 27: Oberflachenplasmonresonanz-Sensorgramme der 40mere aus der 10-Runden-SELEX
(blau) und der 30mere aus der 3-Runden-SELEX (griun). Eine Korrektur bzw. Anpassung auf die
Oligonukleotidlange der Kurven wurde durch die folgende Berechnung: x/3*4 durchgefihrt.

4.5 Anwendungen von Streptavidin-Aptameren

Aptamere lassen sich, vergleichbar mit Proteinen oder Antikérpern, in vielen Bereichen der
Biotechnologie einsetzen. Als eine mdogliche Applikation wurde die aptamerbasierte
Affinitatschromatographie mit magnetischen Partikeln unter dabei vorherrschenden Bedingungen
getestet.
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Diese Experimente erfolgten bereits nach Abschluss der zweiten Streptavidin-SELEX; daher
wurden exemplarisch die Sequenzen S1C18 (40 N) aus der ersten (s. 4.1) sowie S2R3#1 (30 N)
aus der zweiten Streptavidin-Aptamer-Selektion (s. 4.2.2) — zunachst ohne Kenntnis der

Dissoziationsskonstanten — ausgewabhit.

4.5.1 Nachweis der kovalenten Immobilisierung der Streptavidin-Aptamere auf
magnetischen Partikeln

Die selektierten Streptavidin-Aptamere S1C18 und S2R3#1 wurden fir weitere Bindungsstudien
und biotechnologische Applikationen kovalent auf der carboxylierten Oberflaiche magnetischer
Partikel (SIMAG, Carboxyloberflache, CHEMICELL) immobilisiert.

Mithilfe des einzelstrangbindenen Farbstoffs OliGreen® (1:10000 in PBS-T) wird die kovalente
Immobilisierung der ssDNA an die magnetischen Partikel nachgewiesen: Dies es erfolgt eine 15-
mindtige Inkubation mit dem Farbstoff, bei RT, in Dunkelheit und einem kurzen Waschschritt mit
PBS-T, bevor 5 pl der Partikellésung zum Trocknen auf einen Objekttrager gegeben werden. Die
fotografische Aufnahme des Objekttragers entstand bei 473 nm (FuJFiLm, FLA-8000), das
Ergebnis zeigt Abbildung 28.

® s
. S2R3#1
Abb. 28: Nachweis der kovalenten
Immobilisierung von Aptamer-
ethanolamin- sequenzen (S1C10 und S2R3#1) auf
geblockte | = der Oberflache magnetischer Partikel,
Magnetpartikel : mit dem einzelstrangbindenen Farbstoff
OliGreen®.

4.5.2 Magnetpartikel-ELISA

Die Faltung von Nukleinsauren ist hochgradig von der umgebenen lonenkonzentration sowie der
An-/Abwesenheit destabilisierender Faktoren (z.B. Nukleasen) abhangig. In wieweit die
Funktionalitéat, d.h. das Bindungsvermdgen der selektierten Aptamersequenzen, nach der
Immobilisierung auf magnetischen Partikeln und in einem Zelllysat-haltigen Puffer beeintrachtigt
wird, kann durch einen Magnetpartikel-ELISA aufgeklart werden.

Hierzu wurden 5 pl magnetische Partikel, auf denen zuvor ssDNA kovalent immobilisiert worden
ist (s. 2.5.1) mit 200 pl 1x BP/Zelllysat (BL21) (Verhdaltnis 1:2) mit Streptavidin-HRP (1:4000) bzw.
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Streptavidin-HRP+Biotin (1:4000 + 0,1 nM Biotin) als Kontrolle und 0,1% BSA fur 30 min bei RT
inkubiert.

Als weitere Kontrolle, zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung von Streptavidin-HRP an
Magnetpartikel mit immobilisierter Nukleinsdure, dienten Partikel mit aufgebrachtem Kontroll-

Oligo ahnlicher Lange, das nicht aus einem SELEX-Experiment stammte.

Nach einem Waschschritt mit 200 pl 1x BP wurde die Substratldsung (ABTS) fur 20 min
zugegeben. Durch Separation der magnetischen Partikel konnte die Substratldsung in eine neue
Kavitat Uberfihrt und so die enzymatische Reaktion gestoppt werden. Die anschlielende

Messung der Absorptionen erfolgte bei 405 nm (s. Abb. 29).
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Abb. 29: Vergleich der Bindungsqualitaten immobilisierter Streptavidin-Aptamere auf
magnetischen Partikeln. Die an magnetische Partikel kovalent gebundenen Streptavidin-Aptamere
S1C18, S2R3#1 sowie ein Kontroll-Oligo wurden in zelllysathaltigem Puffer mit Streptavidin-HRP
inkubiert. Der Bindungsnachweis erfolgte durch Absorptionsmessung, nach Umsetzung des Substrats
ABTS.

Fur das immobilisierte Streptavidin-Aptamer S1C18 konnte, verglichen mit Aptamer S2R3#1 und
der Kontroll-Sequenz gleicher Lange, eine deutlich hohere Substratumsetzung — d.h. eine
gquantitativ héhere Bindung an Streptavidin — nachgewiesen werden. Bei einer Inkuabtion in

Gegenwart Biotin war hingegen der Substratumsatz vermindert.

4.5.3 Aptamerbasierte Affinitatschromatographie von Streptavidin-Fusions-
Protein aus Zelllysat

Die Affinitdtschromatographie von rekombinant hergestelltem Streptavidin, als auch eines
Fusionsproteins wurde immobilisierten Aptameren (S1C18 und S2R3#1) unter realistischen

Bedingungen getestet.
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Zur Expression des rekombinanten Fusionsproteins MBP-SA (maltose binding protein-
streptavidin) sowie des Streptavidins (SA) wurde das pET-Vektor-System (plasmid expression by
T7-RNA-Polymerase; NoOvAGEN®) ausgewahlt. Dieses Expressionssystem aus dem
Bakteriophagen T7 zeichnet sich durch eine besonders hohe Transkriptionseffizienz aus. Durch
seine starken Promotoren, die von der phageneigenen T7-RNA-Polymerase erkannt werden, tritt

es erfolgreich mit der Transkriptionsmaschinerie des Wirtes in Konkurrenz [109].

Die bereits klonierten Vektoren pET-15b-MBP-SA und pET-21a-SA wurden freundlicherweise von
Prof. Dr. Hans Peter Sérensen (Universitat Aarhus, Danemark) tberlassen.

Eine Expression von rekombinantem Streptavidin ist au3erhalb von Einschlusskorperchen im
Zytoplasma von E. coli problembehaftet [101]; durch die N-terminale Fusion des ldslichen
Chaperons MBP an Streptavidin kann allerdings dessen korrekte Faltung und damit die Ausbeute
beglnstigt werden [52].

Die Transformation der elektrokompetenten BL21(DE3)-E. coli-Zellen mit den Vektoren pET-15b-
MBP-SA und pET-21a-SA erfolgte mittels Elektroporation. Nach Inkubation bei 30°C Uber Nacht
wurde die Uberexpression des rekombinanten Proteins durch 0,5 mM IPTG induziert. Nach
3-stindiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Zelllyse und die anschlieRende elektrophoretische
Auftrennung (s. Abb. 30).

a) b)
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Abb. 30: Nachweis der Expression von MBP-SA im Zelllysat pET-15b-MBP-SA-transformierter
E. coli-Zellen a) im Coomassie gefarbten PAA-Gel (15%); b) im Western Blot mittels Biotin-HRP.
Das Zelllysat von pET-15b-MBP-SA-transformierten BL21-Zellen mit Induktion durch IPTG (Spur 2),
ohne Induktion (Spur 3) sowie aus untransformierten BL21-E. coli-Zellen (Spur 1) wurde auf einem
15%igen PAA-Gel aufgetrennt und anschlieRend Coomassie-gefarbt. Im Western Blot konnten nach
Ubertragung auf eine Nitrozellulosemembran die rekombinanten Proteine mithilfe von Biotin-HRP und
dem dadurch umgesetzten Substrat CN/DAB detektiert werden. Der Pfeil zeigt die Banden des
Fusionsproteins MBP-SA (ca. 230 kDa) und des Streptavidins (67 kDa).
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Fur die Aptamer-basierte Affinitditschromatographie des Fusionsproteins MBP-SA wurden die
zuvor getesteten Magnetpartikel (s. 4.5.2) mit den immobilisierten Aptamersequenzen S1C18 und
S2R3#1 verwendet. Magnetpartikel mit einem Kontroll-Oligo &hnlicher Sequenzlange dienten als
Negativ-Kontrolle. Eine unspezifische Bindung des Proteins an Nukleinsauren war nicht zu
beobachten. Das Ausgangsmaterial und die einzelnen Fraktionen der Affinitdtschromatographie

wurden fir den Zielprotein-Nachweis elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abb. 31).

S1C18 S2R3#1

1 M 2 3 4 5 1 M 2 3 4 5
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Abb. 31: Nachweis des Zielproteins MBP-SA in den Fraktionen der Affinitatschromatographie

a) im Coomassie gefarbten PAA-Gel (15%); b) im Western Blot mit Biotin-HRP. Das
Ausgangsmaterial fur die Affinitatschromatographie (Spur 1. Zelllysat aus pET-15b-MBP-SA-
transformierten E. coli-Zellen, 1:2 mit BP verdinnt) wurde mit magnetischen Partikeln, auf deren
Oberflache die Steptavidin-Aptamere S1C18 und S2R3#1 immobilisiert waren, inkubiert. Der
Uberstand (Spur 2) wurde abgenommen und die Beads mit BP gewaschen (Spur 3). Fiir die Elution
des Zielproteins wurde 10% Methylpyrrelidone (Spur 4) verwendet, anschlieend 10% SDS (Spur 5).

Die urspriinglich im Western Blot des Zelllysats detektierte erste Bande bei 230 kDa wurde in den
Experimenten zur Aufreinigung von MBP-SA nicht mehr festgestellt. Eine Bande bei 64 kDa trat
hingegen sowohl im Ausgangsmaterial (Spur 1: Zelllysat aus pET-15b-MBP-SA transformierten
Zellen) als auch im Uberstand nach der Inkubation mit Streptavidin-Aptamer-Beads (Spur 2) auf.
In den Waschfraktionen (Spur3 und 4) und der Elution (Spur5) lieR sich kein Protein

nachweisen.
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4.6 Amplifikationsreaktionen in Emulsionen

Waéhrend eines SELEX-Prozesses mit 10 Selektionsrunden kénnen bis zu 200 PCR-Zyklen
durchlaufen werden. Aber gerade die Vervielfaltigung hochkomplexer Oligonukleotid-Banken, wie
sie u.a. fur die Selektion von Aptameren eingesetzt wird, birgt ein hohes Risiko fur die
Ansammlung von Artefakten, wie Rekombination homologer Regionen und bzw. oder
Uberamplifikation einzelner besonders rasch replizierender kurzer Sequenzen [96]. Diese
Artefakte veranschaulicht die Ergebnisdarstellung im Agarosegel, verglichen mit der scharferen
Abbildung einer Emulsions-PCR (s. Abb. 32). Zudem ist bei der Amplifikation hochdiverser Pools
davon auszugehen, dass nach einem Denaturierungsschritt komplementare Strange nicht wieder
vollsténdig hybridisieren, d.h. moglicherweise Heteroduplexe bzw. Falschpaarungen entstehen,
welche ebenfalls ein anderes Wanderverhalten im nativen Agarosegel aufweisen.

offene PCR PCR in Emulsionen

M 10" 10° 10® 10° 10° ™M 10" 10° 10® 10" 10° WM

Ee— S

w200 bp
. . i i B
— : : o
o * ” !H ' g e w100 bp
Wi -60 bp

Abb. 32: PCR-Produkte und Artefakte aus offener und geschlossener (emulgierter)
Amplifikationsreaktion bei Einsatz unterschiedlicher Anzahlen synthetischer DNA-Banken-
Molekiile als Templat. Im Gegensatz zur Emulsions-PCR treten bei einer offenen PCR deutlich mehr
Artefakte auf; hier dargestellt in einem 3%igem Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel. Der Pfeil
markiert gewiinschte Lange der PCR-Produkte (100 bp).

Eine Kompartimentierung der Amplifikationsreaktion, wie bei der PCR in Emulsionen (Wasser-in-
Ol-Trépfchen), kann die genannten, und im Agarosegel nachgewiesenen Artefakte groRtenteils
verhindern helfen (s. Abb. 33).
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Standard-PCR: ein Kompartiment:
partielle Uberkreuzung méglich verstarkte Amplifikation einzelner Sequenzen

Emulsions-PCR: in Emulsionen:
keine Bildung chimarer Sequenzen physikalische Separation

QO_,86 000 _, 06
O O 00

Abb. 33: mogliche Artefakte einer Amplifikatiosreaktion a) Bei einer Amplifikationsreaktion in
Emulsionen (Kompartimentierung) wird die partielle Uberkreuzung homologer Bereiche — und damit
die Bildung chimarer Sequenzen — verhindert. b) Die physikalische Separation der Matrizen-DNA
wahrend der PCR verhindert die verstarkte Amplifikation einzelner Sequenzen (,.run-off-
amplification®).

4.7 RNA-SELEX gegen kleine Molekile bzw. Monoamine

Fur eine halbautomatisierte Selektion von RNA-Aptameren wurden die Zielmolekile Dopamin,
Serotonin, Histamin und Norepinephrin ausgewahlt; diese sind als Neurotransmitter und

Hormone fiir das molekulare Verstandnis vieler Erkrankungen von Bedeutung.

Die in diesem Experiment initial eingesetzte, doppelstrangige Oligonukleotid-Bank QST40 — ein
PCR-Produkt mit den Primern T7QF/QR besitzt eine randomisierte Region von 40 Nukleotiden,
flankiert von Primersequenzen mit T7-Promotor. Mittels in vitro-Transkription wurde die QST40-
Bank vor Beginn der Selektion in RNA umgeschrieben und mit magnetischen Partikeln

(sbeadex®) aufgereinigt. Die Parameter der Selektion zeigt Tabelle 29.

Die Zielmolekile befanden sich kovalent gekoppelt auf magnetischen Partikeln (SIMAG,
Carboxyloberflache, CHEMICELL). Fur die erste Selektionsrunde wurden 5 pg der RNA-QST40-
Bank mit diesen magnetischen Partikeln inkubiert. Im weiteren Verlauf erfolgte die RNA-
Amplifikation mithilfe der Qf-Replikase mit 40 pl der Elutionsfraktion (50 pl) in Emulsionen.
Weitere 10 ul wurden als Riicklage bei -80°C gelagert. Die anschlieRende Aufreinigung wurde mit

magnetischen Partikeln (sbeadex®) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Tab. 29: Parameter der RNA-Aptamer-Selektion gegen die Zielmolekiile Dopamin, Serotonin,
Histamin und Norepinephrin

Runde SSRNA Beads Beads Target Inku_batic_)ns- Wasph- Amplifi_kation
[u [no] [umol] zeit [min] schritte [min]
S g 50 2500 1,25 40 2% 600 pl 180
(120 pmol) '
2 30 1500 0,75 40 3% 600 pl 180
3 20 1000 0,5 40 4% 600 pl 180

Im Elutionspuffer des (zur Aufreinigung amplifizierter RNA) verwendeten Kits sind Substanzen
enthalten, die keine exakte photometrische Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren
zulieRen. Daher wurden, bis auf o.g. Reserve, die restlichen 40 pl aus Elutionsfraktion (ohne
genaue Kenntnis der enthaltenden RNA-Menge) fur die nachste Selektionsrunde verwendet.

Nach Abschluss der dritten Selektionsrunde erfolgte eine reverse Transkription mit Tag-
Polymerase (Primer: QR/DF5) in Emulsionen der zuvor mit QB-Replikase amplifizierten RNA flr
die Sequenzierung mittels Solexa-Technologie. In einer weiteren PCR wurden Uber die Primer
(GIAQ5 bhis GIiFQ5 sowie PEQ3) die fur die Sequenzierung benétigten Adapter und
Barcodesequenzen eingefligt.

Wie in den vorangegangenen Selektionen erfolgte die Auswertung der gewonnen Daten durch
Sortieren nach Haufigkeiten (zur Auflistung der 20 haufigsten Sequenzen der dritten
Selektionsrunde s. Anhang). Fir Bindungsstudien wurden jeweils die zwei haufigsten Sequenzen
des Pools ausgewahlt und fir die in vitro-Transkription mit den flankierenden Primerregionen +
T7-Promotor als DNA-Matrize synthetisiert (s. Anhang, Tab. A12).

Fur die Synthese der RNA-Aptamere wurden aus den einzelstrangigen DNA-Matrizen (s. Anhang
Tab. A12) in einer PCR mit zwei Zyklen (Annealingtemperatur = 50°C) dsDNA generiert und dann

das aufgereinigte Produkt fiir die in vitro-Transkription eingesetzt.

4.7.1 Nachweis der RNA-Aptamer-Bindung an Monoamin-Dimethylcasein (DMC)

Zur Messung des Bindungsvermdégens dieser selektierten RNA-Aptamere wurde ein modifizierter
Mikrotiterplatten-Bindungsassay verwendet: Immobilisiertes Monoamin-Dimethylcasein (DMC)
(mit Serotonin, Histamin, Dopamin oder Norepinephrin) wird mit dem jeweils spezifischen RNA-
Aptameren Serl, Hisl, Dopl und Norl inkubiert. AnschlieBend kann der Anstieg der relativen
Fluoreszenz, nach Zugabe von Qf-Replikase zur isothermalen Amplifikation, gemessen werden.
Diese Zunahme im Vergleich zur Ausgangs-Fluoreszenz zum Zeitpunkt 0 (=100%) ist in
Abbildung 34 dargestellt.
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Abb. 34: Zunahme der relativen Fluoreszenz gegeniber dem gemessenen Ausgangswert (in
Prozent) durch die Amplifikation der an DMC bzw. Monoamin-DMC gebundenen RNA-Aptamer-
Sequenzen

Fur alle getesteten RNA-Aptamer-Sequenzen lasst sich eine spezifische Bindung an das —
jeweils mit dem Zielmolekil amylierte — DMC feststellen; gleichzeitig ist die Bindung an
unmodifiziertes DMC ausgesprochen gering. Es kann folglich von einer hohen Target-Spezifitat

der Nukleinsauren ausgegangen werden.
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5. Diskussion

Der SELEX-Prozess zur in vitro-Selektion funktioneller Nukleinsauren, wie Aptamere, ist auch 20
Jahre nach seiner Einfliihrung [114] ein zeit- und damit kostenaufwendiges Verfahren geblieben.
Zudem mangelt es an einheitlichen Protokollen oder standardisiert durchflinrbaren Verfahren zur
Erreichung einer hoheren Erfolgsquote. Im Fokus dieses Forschungsprojekts standen daher eine
grundlegende Analyse des SELEX-Prozesses, die Entwicklung einer neuen Methode zur
Beurteilung des Selektionserfolgs sowie die Optimierung des Verfahrens unter Einbeziehung

moderner Sequenziertechnologien.

5.1 In vitro-Selektionen von DNA-Aptameren

Alle SELEX-Experimente wurden halbautomatisiert mit dem Magnetpartikelprozessor KingFisher
Flex durchgefiihrt. Dieses Gerat transferiert in jedem Schritt die Partikelsuspension in ein neues
Gefal. Aerosolbildungen wie sie bei Ein-Reaktionsgeféal3-Verfahren auftreten oder Akkumulation
von Plastikbindern, die die Population target-bindener Sequenzen Uberwachsen, konnen damit
vermindert werden [27]. AuRBerdem ermdéglicht der KingFisher Flex den Einsatz von
Mikrotiterplatten, d.h. die parallele Durchfihrung von bis zu 96 Selektionen unter

reproduzierbaren Bedingungen, zugleich bleibt eine groRtmdogliche Flexibilitat erhalten [33].

Eine RNA-Amplifikation wéhrend des SELEX-Prozesses erfolgt Uber die in vitro-Transkription,
eine PCR und reverse Transkription [23]. DNA hingegen lasst sich mit einer einzelnen Reaktion
(PCR) vervielfaltigen und besitzt zugleich eine hthere Stabilitdt gegeniber dem Abbau durch
Nukleasen. Daher wurden gegen das Zielmolekil Streptavidin DNA-Aptamere selektiert. Deren
hohere Bestandigkeit (keine kostenaufwendigen Modifikationen) ist auch im Hinblick auf mégliche

biotechnologische Anwendungen wie die Affinitatschromatographie, von Vorteil.

Die gewahlte Selektionsmatrix bestand aus streptavidin-derivatisierten magnetischen Partikeln
(Dynabeads®), die sich ausgezeichnet fiir Automatisierungen eignen [128] und nur geringe
Volumina fur die einzelnen Selektionsschritten erfordern [60]. Auf eine generell notwendige
Gegenselektion zum Entfernen von ,Matrix-Bindern® [106] konnte bei diesen SELEX-
Experimenten verzichtet werden — das Zielmolekul Streptavidin befindet sich bei den kommerziell
erworbenen Magnetpartikeln in einer hohen Dichte auf der Oberflache. Somit ist der

LHintergrund“ fir die Nukleinsduren unzuganglich.
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Fur die Selektion von ssDNA-Aptameren ist die Einzelstranggenerierung entscheidend. Dazu
wurden bereits verschiedene Methoden beschrieben: Die Markierung eines Strangs der dsDNA
(Uber einen 5’- oder 3’-Primer) und Entfernen dieses Strangs nach Hitzedenaturierung [75] oder
Uber eine asymmetrische PCR, bei der nur ein oder eine deutlich groRere Menge eines Primers
verwendet wird, um einzelstrangige DNA zu erhalten [131]. Werden DNA-Strange
unterschiedlicher Lange mittels modifizierter Primer erzeugt, z.B. Uber einen 3’-Ribose-Rest
(riboU) [119] oder einen Hexaethylenglkol-(HEGL)-Spacer an einem um 20 Adenine verlangerten
Primer [124], so konnen diese elektrophoretisch getrennt und aus dem Gel separiert werden.
Eine weitere Moglichkeit besteht in dem selektiven enzymatischen Abbau eines phosphorylierten
Strangs doppelstrangiger DNA durch die Lambda (A)-Exonuklease. Dieses Enzym besitzt eine
hohe 5’ zu 3'-Exodeoxyribonuklease-Aktivitat und wurde schon 1989 von Higuchi & Ochman [40]
fur die Einzelstranggenerierung nach der DNA-Amplifikation eingesetzt. Da diese Methoden nicht
nur speziell modifizierte Nukleinsauren sondern auch zusatzliche Arbeitsschritte erfordern, wurde
die von Bruno & Kiel [13] erfolgreich eingesetzte Methode der Denaturierung und Abkihlen auf
Eis von PCR-Produkt zur Ausbildung einheitlicher Strukturen [3] angewendet. Es ist jedoch
anzumerken, dass dies bei geringer Diversitat in spateren Selektionsrunden zu Problemen flhren
kann; die wenigen verbliebenen Sequenzen liegen in einer hohen Kopienzahl vor und kénnen

folglich rasch rehybridisieren.

Zusatzliche Waschschritte, kombiniert mit groR3eren Volumina, erhéhen den Selektionsdruck Gber
die Runden [62]. Zusatzlich bewirkt eine Reduktion des eingesetzten Nukleinsaurepools (pmol

DNA/RNA) gegenuber der Targetmenge (ul Magnetpartikel) eine Erhéhung der Stringenz.

Fur die erste Selektion eines ssDNA-Aptamers gegen Streptavidin in 10 Runden wurde eine
Bank mit 40 randomisierten Positionen (Bank40) gewahlt. Die aus der Amplifikationsreaktion
jeder Selektionsrunde gewonnene DNA-Menge wurde zur Beurteilung des Prozesses
herangezogen. Trotz steigender Stringenz Uber die Selektion genlgten immer weniger PCR-
Zyklen zur Erzeugung ausreichender DNA-Mengen fur die nachfolgende Selektionsrunde (s. 4.1,
Tab. 20). Zudem lie3 sich nach der dritten Selektionsrunde eine Anreicherung von Sequenzen
nachweisen (s. 4.1.1, Abb. 16) sowie eine Akkumulation bindender Sequenzen in den Pools der
Runden (s. 4.1.2). Eine effiziente Bindung an das Zielmolekl lieR sich erst ab der sechsten
Runde nachweisen (s. Abb. 17).

Im Anschluss an die 10. Selektionsrunde erfolgte eine Klonierung in einen geeigneten Vektor und
eine Sequenzierung nach Sanger von 25 Klonen. Aufgrund von Sequenzhomologien konnten
diese in neun Familien eingeteilt werden (s. 4.1). Dies lasst die Vermutung zu, dass der Pool
nach der zehnten Runde nur noch aus wenigen Sequenzen bestand. Dieser Datensatz ist fur
eine statistische Auswertung oder auch die Ermittlung relevanter Motive mittels MEME [1] relativ

klein und daher eher ungeeignet.
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Per Solexa-Hochdurchsatzsequenzierung lie3en sich insgesamt ca. 13 Mio. Sequenzen erfassen
und anhand der Markierungsequenzen (Barcode) ca. 7 Mio. Sequenzen den Selektionsrunden
zuordnen und nachfolgend bioinformatisch auswerten (s. 4.1.3). Weitergehende Analysen
erfolgten mit den 100 haufigsten Sequenzen (s. Anhang, Tab. A7).

Bemerkenswerterweise sind die ,besten“ Binder aus der Sanger-Sequenzierung nach der
zehnten Runde (S1C10 an Position 1 und S1C18 an Position 86) bereits in den ersten Zyklen
nachweisbar — allerdings in ausgesprochen geringer Kopienzahl (7 bzw. 4 bei ca. 200.000
Sequenzdaten), die nur geringfligig Uber dem Hintergrund von zwei Kopien pro Sequenz liegt.
Weitere angereicherte Sequenzen (S1R10#4, S1R10#6 und S1R10#10) traten erst ab der
zweiten und dritten Runde in Erscheinung. Der hiochste beobachtbare prozentuale Anteil eines
Einzelklons am Pool einer Selektionsrunde betrug fir SIR10#6 in der finften Runde 19%, in der
sechsten Runde 22%. Dieser Anteil sank ab der sechsten Runde zugunsten der besten Binder
und haufigsten Sequenzen der zehnten Runde (S1R10#1 und S1R10#2) ab (s. Abb. 18).

Bindungsrelevante Motive wurden mit dem Sequenz-Analyseprogramm MEME [1] identifiziert; es
analysiert Datensatze mit einer Grof3e bis zu 1000 Sequenzen. Folglich wurden in dieser Studie
nur die 100 haufigsten Sequenzen zur Untersuchung herangezogen. Das Motiv ACGC konnte in
einem Uberwiegenden Teil der in weiteren Bindungsstudien analysierten Klone ermittelt werden.
Gleiches gilt fur das Palindrom dieses Motivs (ACGCNNNNNNCGCA), dessen Haufigkeit von der
dritten bis zur sechsten Selektionsrunde sprunghaft zu- und anschlieRend wieder abnimmt (s.
Abb. 20).

Dieses Motiv konnte mit ahnlicher Abfolge auch in anderen DNA-Aptameren gegen Streptavidin

[120] festgestellt werden; eingehender analysierten es z.B. Bing et al. [9].

Insgesamt belegen diese Resultate deutlich, dass eine Anreicherung zum Teil stark bindender
Sequenzen schon in den ersten Selektionsrunden stattfindet. Da diese aber nur in einer geringen
Kopienzahl vorliegen und damit nur wenig Uber dem Hintergrund liegen, kann eine Identifizierung

nur mittels Hochdurchsatzsequenzierung erfolgen.

Zusatzliche in vitro-Selektionen von DNA-Aptameren ohne Praamplifikation der Bank gegen
Streptavidin sollten belegen, dass eine Reduktion auf drei Runden mit anschlielender

Hochdurchsatzsequenzierung zur Identifizierung bindender Sequenzen ausreicht.

Fur die erste, nach einem verkirzten Protokoll durchgefiuhrte Selektion von DNA-Aptameren
wurden gezielt langere Inkubationszeiten mit dem Zielmolekull Streptavidin gewahlt. In diesem
Experiment wurde keine voramplifizierte, sondern die synthetische generierte, einzelstrangige
Bank30 eingesetzt. Somit ist von einer héheren Diversitat auszugehen. Zudem wurde eine

héhere Menge an DNA im Verhéltnis zu Zielmolekulen eingesetzt. Bei einer Inkubationszeit von
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zwei Stunden ist bei diesen Parametern, die Assoziation bindender Sequenzen an das
Zielmolekil zu erwarten.

Einer Verringerung der Magnetpartikelmenge (und damit der Zielmolekile und der DNA-Menge)
sowie eine Erhéhung der Waschschritte sorgte fur eine Stringenzzunahme. Obgleich mithilfe des
Mikrotiterplatten-Bindungsassays (FLAA) der einzelnen Selektionsrunden eine Zunahme
bindender Sequenzen festgestellt werden konnte, waren diese nicht die in der
Hochdurchsatzsequenzierung ermittelten h&ufigsten Sequenzen (S2R3#1, S2R3#2). Dies konnte
durch die fehlenden Primersequenzen bei der Analyse bedingt sein, da diese durchaus in die
Bindung des Zielmolekuls involviert sein konnen [5, 77, 123]. Weiterhin wurde fiir die zweite und
dritte Selektionsrunde (denaturierte) dsDNA verwendet, weshalb auch der komplementéare Strang

(=antisense) fur die Targetbindung in Frage kommen kann.

Der Datensatz der Solexa-Sequenzierung erwies sich fur eine detaillierte Analyse der Selektion
als unvollstéandig, da die zweite Runde fehlte — ein weiteres SELEX-Experiment wurde als

notwendig erachtet.

Die dritte DNA-Aptamer-Selektion (s. 4.3) gegen Streptavidin zeigte eine Verbesserung bzw.
Beschleunigung der Zielmolekilassoziation (Ko,) — durch kirzere Inkubationszeiten und
geringere Mengen an Magnetpartikeln. In diesem SELEX-Experiment wurde die Bank30 mit
unterschiedlichen Sequenzlangen generiert und durch verschiedene Primersets (Pro5/Pro3: je
18 bp; T7Pro3/T7Pro5: je 36 bp) eingesetzt. Auf diese Weise lassen sich verschiedene
Aufreinigungsmethoden (Saulen, Magnetpartikel) fur die amplifizierten Nukleinsduren testen.
Zudem kann der Einfluss der Primersequenzlange auf das Bindungsverhalten Uberprift werden;

ihr wird eine stabilisierende Funktion zugesprochen [5].

Uberdies wurden Streptavidin-derivatisierte Magnetpartikel verschiedener Hersteller verwendet.
Diese unterschieden sich im Durchmesser und in der Dichte des immobilisierten Proteins (s. Tab.
26). Vermutlich sind kleinere Partikel fir die Selektion geeigneter, sie weisen ein glnstigeres
Verhéaltnis von Oberflache zu Volumen auf.

Im NGS-Datensatz der zweiten 3-Schritt-Selektion sind die spater als ,Binder® identifizierten
Sequenzen nicht in den ersten Selektionsrunden nachzuweisen. Anders bei der 10-Runden-
SELEX: Hier sind Klone mit guter Bindungseigenschaft bereits sehr friih angereichert, spater
wurden diese allerdings von anderen, eventuell besser replizierenden, Sequenzen verdrangt. Da
fur diese Selektion eine pra-amplifizierte Bank eingesetzt wurde, konnten schon in der ersten
Runde von den Sequenzen mit einer hohen target-assoziation mehrere Kopien in die
Amplifikationsreaktion eingetragen werden. Fir die durchgefihrten 3-Schritt-Selektionen wurde
die aus der Synthese stammende einzelstrangige Bank verwendet, weshalb es mehrere Runden
erforderte, um bindende Sequenzen Uber dem Hintergrund anzureichern.
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Ein bedeutender Faktor fir (in vitro-)Evolutionsprozesse ist die Mutagenese [10]. Bei der DNA-
Amplifikation mit einer Tag-Polymerase ohne Korrekturlesefunktion (proof reading) findet alle
9000 Basen eine Basensubstitution statt [112]. Eine &hnliche Fehlerrate ist bei der
Sequenzierung mit der Solexa-Technologie zu beobachten (bei einem Q-Score von 30; [82]).
Folglich weist bei der Bank40 (76 bp) pro Amplifikationsyzklus ca. jedes 120. Molekll eine
Mutation auf, bei der Bank30 (66 bp) jedes 135. Molekil. Werden fur ein 3-Schritt-SELEX-
Experiment initial nur 500 bis 2000 pmol einzelstrangige DNA-Molekile eingesetzt (s. 4.2, 4.3)
und ca. 20 bis 25 Amplifikationszyklen durchgefihrt, so kann dabei die Mutageneserate nicht

ausreichend fur die Selektion ,guter Binder” sein.

Eine Reduktion der iterativ durchgefiihrten Schritte bei einem SELEX-Experiment auf nur eine
Runde, wie fir die MonoLex™-Methode beschrieben [78], ware auch fiir eine partikelbasierte
Selektion moglich. Das ist bei Verwendung einer geringeren Diversitat (z.B. Bank20, 20
randomisierte Positionen in der Bank) oder mit einer hoheren Anzahl an Kopien pro Sequenz wie
es in der ersten Streptavidin-Selektion mit dem Klon S1R10#86 zu beoabachten war. Ein
derartiges Verfahren wirde es ermdglichen auch modifizierte Nukleinsduren zum Schutz vor
nukleolytischem Abbau [54], zu selektieren. So ware keine Amplifizierung notwendig, bei der die
.Information Uber die Modifikation verloren gehen wirden. Wird demgegeniiber wie bei der
MonoLex™-Methode die Nukleinsaure-Bibliothek mit nur einer einzelnen Kopie pro Sequenz
eingesetzt, so missen anschlieen sehr viele Klone getestet werden, um bindende Sequenzen

zu identifizieren.

Zur kommerziellen Verwendung des SELEX-Verfahrens ist eine ndhere Betrachtung des Kosten-
/Nutzen-Aufwands unerlasslich. Selbst bei einer halbautomatisierten Durchfiihrung [128] sind fur
eine Aptamer-Selektion mit zehn und mehr Runden (samt anschlieBender Klonierung,
Vereinzelung der Sequenzen und Sanger-Sequenzierung) mindestens zwei Wochen zu
veranschlagen [33]. Noch zeitaufwendiger ist die Selektion von RNA-Aptameren, die trotz
Automatisierung der mehrstufigen RNA-Amplifikation [20, 21] mindestens drei Wochen dauert
[33]. Dabei kann vor Abschluss einer Selektion keine Aussage Uber deren Erfolg getroffen

werden.

Der Einsatz magnetischer Partikel als Selektionsmatrix [105] und eine damit einhergehende
Automatisierung [128] kann durch Reduktion der eingesetzten Volumina und Zielmolekilmengen
zur grundlegenden Effizienzsteigerung der Methode fuhren. Die Parallelisierung von bis zu 96
Selektionen und eine Identifizierung potenzieller Binder Uber Hochdurchsatzsequenzierung

gestatten eine verbesserte kommerzielle Nutzung des SELEX-Verfahrens.

Ein auf wenige Runden reduziertes Selektionsverfahren mit anschlieRender Auswertung der
NGS-Daten erlaubt eine frihe Einschatzung der Sequenzanreicherung; bioinformatische

Analysen des Datensatzes kdnnen Aufschluss Uber bindungsrelevante Motive geben. Zudem
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identifiziert diese Vorgehensweise bereits bekannte Matrixbinder anhand ihrer Sequenzen, um
diese aus dem Sequenzpool (Datensatz) entfernen zu kdénnen bzw. nicht erneut testen zu

missen. Eine Gegenselektion [106] ist somit nicht zwingend notwendig.

Da eine Synthese kurzer Oligonukleotide nicht nur preisgiinstig ist, sondern auch rasch
ausgefiihrt werden kann, ist eine Charakterisierung vieler synthetischer Klone als weitaus

kostengunstiger anzusehen, als das bisher etablierte SELEX-Protokoll.

5.2 Diversitats-Assay

Der Erfolg eines SELEX-Experiments zeigt sich durch die Anreicherung bindender Sequenzen.
Um eine Diversitatsabnahme uUber die Selektionsrunden observieren zu kénnen, wurde der

Diversitats-Assay entwickelt [59, 95].

Bisherige Diversitatsbestimmungen einer Nukleinsdure-Population anhand von Schmelzkurven —
wie der Cot-Assay [12] — erfordern entweder aufwendige Berechnungen, die zu keinem raschen
und augenfallig vergleichbaren Ergebnis fiihren, oder sie bergen aufgrund starker Extrapolation
die Gefahr, Fehler mitzufiihren.

Eine Adaption an moderne real time-PCR-Gerate stellt die 2006 von Baum & McCune
vorgestellte AmpliCot-Methode dar [4]. Die Schmelztemperatur von zuvor amplifizierten
Nuleinsaurepools wird hierbei mithilfe des doppelstrangbindenen Farbstoffes SYBR®-Green |

gemessen.

Rickschmelzkurven unbekannter Proben und ein mitgeflihrter, einfach zu synthetisierender
Standard gleicher Lange (hier: 76 N) erlauben (ber den visuellen Vergleich der Profile eine
schnelle und einfache Einschéatzung der Diversitdt von Einzelklonen (z.B. DivON) bis hin zu
2,7x10® verschiedenen Sequenzen (z.B. Div14N). Der Assay gibt zudem raschen Aufschluss
Uber den Erfolg einer in vitro-Selektion; unbekannte DNA-Populationen lassen sich auf diese
Weise normieren und charakterisieren. Damit liefert dieser Assay einen entscheidenden Beitrag

zur besseren Nutzung von Zeit und Ressourcen.

Veranderungen in der Rickschmelzkinetik gehen auf die Lange und die Verteilung vollstandig
hybridisierter Regionen nach Schmelzen und Rehybridisieren zuriick. GleichermafRen wird auch
die Bildung von Heteroduplexen begiinstigt; diese scheinen bei Standards ab Div1ON (10°)

vermehrt aufzutreten und fiihren zu einer Verlagerung der Schmelztemperatur.

Grundsatzlich liegen die Ausschlage der Riickschmelzkurven der Proben DivON (Einzelklon) bis
DivdN (256 verschiedene Sequenzen) derart dicht beieinander, dass eine rein visuelle

Auswertung problematisch ist. Fur Diversitaten von mehr als 400 verschiedenen Klonen (Div6N)
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lassen sich jedoch die Ausschlage der Kurven hinreichend genau unterscheiden. Unter
Umstanden ist auch die graphische Darstellung der ermittelten Schmelzpunkt-Maxima von

Vorteil.

Bei der Analyse der ersten Streptavidin-SELEX (s. 4.1) zeigte sich durch die auffallige
Verlagerung der Rickschmelztemperatur ab der vierten Selektionsrunde (s. Abb. 16b) eine

Reduktion der Sequenzdiversitat auf weniger als 256 Klone (entspricht Div4N).

In vitro-Selektionen, die mit nur 3 Zyklen durchgefiihrt und anschlieRend mittels next-generation
sequencing (NGS) analysiert wurden (4.2, 4.3, 4.7), bedurften Kkeiner separaten
Diversitatsbestimmung; eine exakte Spezifizierung von Diversitat und Komplexitat konnte direkt

aus den Sequenzierdaten hergeleitet werden.

5.3 Hochdurchsatzsequenzierung

Bei allen derzeitig erhaltlichen NGS-Technologien ist zu bemerken, dass sich die Kosten fir eine
Hochdurchsatzsequenzierung stetig reduzieren und sich zugleich das Anwendungsspektrum
erweitert [68, 130]. In dieser Studie konnte die Hochdurchsatzsequenzierung fiir eine eingehende
Charakterisierung und zum detaillierten Informationsgewinn von Selektionsereignissen genutzt
werden. Hierzu wurden alle 10 Runden des ersten SELEX-Experiments mit der Solexa-

Technologie sequenziert (s. 4.1.3) und diese Daten anschliel3end sehr eingehend analysiert.

Kurze, Uber die Primer eingefligte Barcode-Sequenzen (6 Basen lang, s. Tab. 13) erlaubten die
parallele Sequenzierung aller Selektionsrunden, inklusive der initial eingesetzten Bank und eine
spatere Zuordnung. Auf diese Weise konnte das Potential der Solexa-Sequenzierung, mit bis zu

40-50 Mio. Sequenzen pro Lauf [61] optimal genutzt werden.

Auch wenn die Kosten flir eine Sequenzierung mit der NGS-Technologie kontinuierlich sinken,
die Kosten halbieren sich alle funf Monate [103], so ist der reale Zeitaufwand flr viele
Anwendungen noch immer zu grof3. Mit der zunehmenden Kommerzialisierung und der héheren
Auslastung der Geréte ist allerdings zu beriicksichtigen, dass die fiir eine Sequenzierung mittels

NGS-Technologie veranschlagte Zeit deutlich sinken wird.

Derzeit ist noch eine weitere Spielart der Pyrosequenzierung dabei sich zu etablieren: Die lon
Torrent-Technologie. Sie basiert auf der nicht-optischen, ionensensitiven Messung von Protonen

und stellt eine glinstige Alternative zur schnellen Sequenzierung gro3er Diversitaten dar [88].
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Fur eine Hochdurchsatztechnologie wie die SELEX-Methode bedeuten aktuelle
Sequenzierungsverfahren nicht nur das Einsparen ergebnisverzerrender Klonierungsschritte. Sie
ermdglichen zudem durch das Einfigen kurzer Markierungssequenzen (Barcodes), alle
Selektionsrunden parallel zu sequenzieren und damit die Akkumulation einzelner Klone zu
verfolgen. Auf diese Weise lasst sich eine in vitro-Selektion genauer analysieren und die Anzahl

der Selektionsrunden deutlich reduzieren.

Fur die Identifizierung bindungs-relevanter bzw. aptamer-spezifischer Motive mittels MEME und
statistischer Erhebungen muss der zu analysierende Datensatz ausreichend grof3 sein. Dies kann
durch Klonierung, Vereinzelung und Sanger-Sequenzierung einzelner Klone nicht gewahrleistet
werden, jedoch durch die Generierung hochkomplexer Datensédtze mit der

Hochdurchsatzsequenzierung kann diese Menge erreicht werden.

5.4 Charakterisierung der Streptavidin-Aptamere

Bei der Auswertung der ersten Streptavidin-Selektion mithilfe des Sequenzanalyseprogramms
MEME [1] liel? sich das Motiv ACGCNNNNNNCGCA ab der dritten Runde mit ansteigender
Haufigkeit idenifizieren (s. Abb. 20a/b). Dieses Palindrom konnte jedoch nicht in den zwei
weiteren 3-Runden-SELEX-Experimenten gefunden werden; dafir das kirzere Motiv ACGC (s.
Abb. 22).

Ahnliche Basenabfolgen traten auch in Streptavidin-Aptameren (DNA) anderer Studien [9, 105,
120] auf. Allerdings scheint fir die Zielmolekilassoziation die dreidimensionale Struktur

insgesamt bedeutsamer zu sein [9]; diese ist mit dieser Methodik nicht bestimmbar.

Alle fur Bindungsstudien ausgewéhlte Sequenzen der Streptavidin-Selektionen wurden nach dem
Zuker-Algorithmus hinsichtlich ihrer Sekundarstrukturen analysiert (s. 4.4.1). Dies erfolgte sowohl
mit Primerregionen (wie im Selektionsprozess) als auch ohne Primerregion (wie in Studien zur
Bindungsqualitat). Die Primersequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Banken wurden gezielt

so gewahlt, dass sie keine Struktur ausbilden konnten.

Insbesondere flr Sequenzen, die sich als ,gute Binder* erwiesen (S1C10, S1R10#1a,
S1R10#10, S3T7IR3#1, S3T7IR3#3), lielR sich eine Sekundarstruktur von zwei hintereinander
liegenden Haarnadelstrukturen bei beiden Sequenzlangen ermitteln. In nahezu allen
endstandigen Auswdolbungen der Haarnadeln befand sich das zuvor ermittelte Motiv ACGC. Auch

bereits beschriebene DNA-Aptamere gegen Streptavidin weisen diese Strukturen auf [9, 120].
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Eine spatere kommerzielle Anwendung erfordert mdoglichst geringe Herstellungskosten der
Aptamersequenzen. Daher wurden fir Bindungsstudien synthetisch hergestellte Einzelklone
ohne Primersequenz verwendet, auch wenn die Primersequenz als stabilisierend bzw. als
bedeutend fir die Bindung bei Aptameren gilt [5, 77, 123].

Mit den FLAA-Bindungsstudien (s. 4.4.2) konnte die spezifische Bindung einiger
Aptamersequenzen an Streptavidin nachgewiesen werden. Nahezu alle getesteten Sequenzen
zeigen eine hohere Affinitat fir das Zielmolekdl als fiir das Kontroll-Oligo (Negativ-Kontrolle), aber
nur ca. % der Klone erwiesen sich als spezifisch, d.h. sie zeigten keine Bindung an Streptavidin-
Biotin. In wieweit eine Anpassung des Protokolls durch z.B. weitere Waschschritte, die
Ergebnisse hinsichtlich der Spezifitat verandern wirde, musste getestet werden. Auch wére eine
Bindung der Aptamere aul3erhalb der Biotin-Bindestelle denkbar, wortiber Kristallstrukturanalysen

Aufschluss geben kénnten.

Die detektierte Bindung an Streptavidin-Biotin (Negativ-Kontrolle) kdnnte unspezifisch sein und
sich durch zusatzliche Waschschritte minimieren lassen bzw. es handelt sich um eine spezifische
Bindung — fir das erste und zweite SELEX-Experiment wurden nicht-kompetitive
Elutionsbedingungen (PCR mit Magnetpartikeln bzw. EDTA + Denaturierung) gewahlt. Auch
aulRerhalb der Biotin-Bindungsstelle kénnten gebundene Nukleinsduren angereichert worden

sein.

In der dritten Selektion erfolgte die Elution zwar kompetitiv (d.h. mit Biotin) doch eine
Inkubationstemperatur von 60°C beeinflusst die bindungsrelevante Sekundarstruktur auf3erhalb
der Bindungstasche gebundener Aptamere und konnte ein Loslosen der Nukleinsauren
bedingen. Grundsatzlich gestattet der FLAA lediglich eine qualitative Einschatzung des

Bindungsvermégens.

Als valide und vergleichbare Methode zur Bestimmung einer Dissoziationskonstante von
Aptameren an ihr Zielmolekil und des Bindungsverhaltens (Assoziation und Dissoziation)
verschiedener Klone gilt die Oberflachenplasmonresonanz (SPR) [63]. Wie bereits bei den FLAA-
Bindungsstudien wurden Aptamere in 1x BP denaturiert und auf Eis gekuhlt, um so die Bildung
bindungsrelevanter Sekundarstrukturen zu beglnstigen. Hierbei ist die Kinetik der Faltung flr

Assoziation (Kon) und Dissoziation (Kq) an das Zielmolekil entscheidend.

Die Sensorgramme dokumentieren einen &hnlichen Verlauf fir Assoziation und Dissoziation der
Aptamere an das Zielmolekil. Klon S1C10 tritt durch seine besonders starke Affinitdt an
Streptavidin hervor, die Klone S1C8a, S3T7IR3#3 und S3T7IR3#5 zeigen hingegen schwache
Dissoziation (flacher Abfall der Kurve, s. Abb. 26). Fir bestimmte biotechnologische
Anwendungen (z.B. Chromatographie) konnte diese Eigenschaft — trotz der schwécheren

Dissoziationsskonstante — von Vorteil sein.
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Bemerkenswerterweise zeigen nicht unbedingt die haufigsten Klone der ersten Selektion
(S1R10#1 und S1R10#2) das starkste Bindungsverhalten, sondern die Aptamere S1C10 und
S1C18. Diese stehen an Position 17 bzw. 86 in der NGS-Rangliste der 10. Selektionsrunde, sind
jedoch in den Selektionsrunden 1 und 2 zahlreich vertreten (s. Anhang, Tab. A7). Indessen
bindet der haufigste Klon (S1R10#1a) nur in komplementarer Orientierung (antisense), nicht aber
als sense-Strang (S1R10#1).

Bei den aus der 3-Runden-SELEX (4.3) hervorgegangenen 30mer-Aptameren liel3 sich nur fur
die mit Dynabeads® (INVITROGEN™) selektierten, verlangerten Sequenzen (S3T7IR3#1, #3 und
#5) eine Bindung beobachten. Da je nach Lange unterschiedliche Aufreinigungsmethoden
verwendet werden, kann keine Aussage getroffen werden, ob allein die Primersequenzlénge fir
das Bindungsverhalten entscheidend ist; die ,besten Binder® waren allerdings auch die

haufigsten Sequenzen.

Weiterhin lie? sich beobachten, dass auch Klone die das Motiv ACGC enthielten keine
nachweisbare Bindung in den SPR-Studien zeigten. Zum einen konnten hierflr die bereits
erwahnten fehlenden Primersequenzen zur Stabilisierung der bindungsrelevanten Struktur
verantwortlich sein [5, 77, 123], zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass aufgrund des Kirze

der Basenabfolge das Motiv nur zufallig enthalten ist.

Zusammengenommen deuten die o.g. Ergebnisse auf eine starke Verzerrung wahrend der
Selektion, zugunsten der Amplifikations-Effizienz gegeniiber dem Bindungsverhalten, hin. Es

empfiehlt sich daher eine Verkiirzung des Selektionsprozesses auf nur drei Zyklen.

5.5 Anwendungen von Streptavidin-Aptameren

Mogliche Anwendungen flr die gegen Streptavidin selektierten Aptamere lassen sich durch die
Affinitatschromatographie rekombinanter Fusionsproteine aufzeigen (s. 4.5). Eine Streptavidin-
Aufreinigungsmethode, bei der auf Biotin verzichtet werden kann, ist Uberdies von grof3em

wirtschaftlichen Interesse.

Experimente zur Affinitditschromatographie wurden vor der Affinitdtsbestimmung durch die
Oberflachenplasmonresonanz durchgefiihrt. Das Bindungsvermdgen liel3 sich daher nur aus den
Ergebnissen des FLAA und der Hochdurchsatzsequenzierung ableiten. Auch stand die dritte

Aptamer-Selektion noch aus.

Die fir diese Experimente notwendige kovalente Kopplung von Streptavidin-Aptameren an
magnetische Partikel sowie die Bindung von Streptavidin an die S1C10-Partikel (unter
realistischen Bedingungen), konnte erfolgreich nachgewiesen werden. Jedoch zeigte der,

aufgrund seiner Haufigkeit in der dritten Selektionsrunde, als erfolgversprechend eingeschatzte
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Klon S2R3#1 keine nachweisbare Bindung an Streptavidin. Auch wenn eine Bindung von
Streptavidin an das immobilisierte Aptamer S1C18 unter ahnlichen Bedingungen wie in der
Affinitatschromatographie mittels Magnetpartikel-ELISA nachgewiesen werden konnte (s. 4.5.2),
war eine Aufreinigung eines rekombinanten Streptavidin-Fusionsproteins mit den Aptameren aus
Zelllysat nicht mdoglich. Hierfir konnen verschiedene Ursachen gefunden werden. Das
Bindungsvermogen des Aptamers lasst sich aufgrund des deutlichen GroRenunterschiedes
(MBP-SA: 230 kDa; SA: 67 kDa) nicht direkt tbertragen. Eine effektive Bindung und damit
Aufreinigung kann aufgrund der Molekilmasse sterisch nicht mdglich sein. Auch kénnte entweder
die Verwendung eines Klons mit einer starkeren Assoziation (K,,) wie S1C10 oder mit einer
bemerkenswert schwachen Dissoziation (Keos) wie S1C8a oder S3T7IR3#3 fir den
Chromatographieprozess forderlich sein. Entweder weil das Zielmolekil schneller und stéarker
gebunden wird oder weil die Dissoziation, d.h. das Ablésen des Zielmolekils vom Aptamer,

verlangsamt ist.

Weiterhin kénnten experimentelle Variationen wie die Verwendung eines Spacers oder der

Einsatz repetitiver Aptamersequenzen [16] zum Erfolg fihren.

5.6 Emulsionen

In Wasser-in-Ol durchgefiihrte Amplifikationsreaktionen von hoch diversen Nukleinséurepools
zeigten in der elektrophoretischen Auftrennung deutlich weniger Artefakte als emulgierte Proben
(s. Abb. 32).

Moderne Hochdurchsatz-Technologien wie auch der SELEX-Prozess kénnen mithilfe dieses
Protokolls effizienter und kontrollierbarer durchgefiihrt werden. Die Kombination mit gangigen

Aufreinigungskomponenten vereinfacht die Integration in bestehende Arbeitsablaufe.

Neben der PCR kénnen Emulsionen auch in anderen Arbeitsgebieten, die mit diversen Banken
verbunden sind, wie die Amplifikation von gDNA oder cDNA, sowie Haplotypisierung, Prozesse

der gerichteten molekularen Evolution und Selektionen fiir die Optimierung neuer Enzyme [38].

Die erzielten Ergebnisse und Protokolle dieser Arbeit haben maR3geblich zu der Entwicklung des
mittlerweile kommerziell erhaltlichen Kits fur Amplifikationsreaktionen in Emulsionen (Micellula,
ROBOKLON, EURX) beigetragen.
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5.7 In vitro-Selektion von RNA-Aptameren, QB-Replikase fur die
RNA-Amplifikation

Gegen die medizinisch und diagnostisch relevanten Zielmolekiile Serotonin, Histamin, Dopamin
und Norepinephrin wurde eine RNA-SELEX mit drei Selektionsrunden durchgefiihrt. Die
Amplifikation der RNA erfolgte durch die QP-Replikase in Wasser-in-Ol-Emulsionen.
Angereicherte Sequenzen wurden durch eine Hochdurchsatzsequenzierung nach der dritten
Runde ermittelt (s. 4.7). Fur eine erste qualitative Bindungsstudie wurden die haufigsten Klone
ausgewahlt und getestet (s. 4.7.1).

Die reverse Transkription (RT) gilt als unerldsslige Methode fir die Selektion von RNA-
Aptameren. In der Regel werden zwei verschiedene Enzyme verwendet: die reverse
Transkriptase (schreibt RNA in ¢cDNA um) und Tag-Polymerase (fur die Amplifikation). Diese
durch einen Aufreinigungsschritt getrennt voneinander ablaufenden Reaktionen bedeuten
zusétzlichen Zeit- und Kostenaufwand.

Besonders strukturbildene Sequenzen sind bei der Aptamer-Selektion von Interesse, daher ist es
wichtig die Reaktionsbedingungen so zu wahlen, dass diese bei der reversen Transkription und
bei der Amplifikation beriicksichtigt werden. Dieser Umstand lasst sich z.B. durch hohere
Inkubationstemperaturen erreichen; es empfiehlt sich die Verwendung der Tag-Polymerase, die
bei einer hohen Mangankonzentration (2-3 mM) zudem eine reverse Transkriptase-Aktivitéat
besitzt [48, 97]. Das Temperaturoptimum der Tag-Polymerase (72°C) liegt erheblich hoher als bei
herkdbmmlich verwendeten reversen Transkriptasen (42-50°C), zudem ist dieses Enzym

kostengtinstig und leicht verfiigbar.

Eine weitere hitzestabile Polymerase, die in Gegenwart von Mn?*-lonen als reverse Transkriptase
fungieren kann, ist die Tth-Polymerase des Eubakteriums Thermus thermophilus [74]. Obwohl
diese effizienter als die Tag-Polymerase ist und ein Temperaturoptimum von 60-70°C besitzt [74],
war ihre Verwendung in dieser Studie nicht notwendig: Die zu transkribierende RNA lag in derart
groBen Mengen vor, dass nicht die Prozessivitdt ausschlaggebend war, sondern die

preisglnstige, simplifizierte Durchflihrung der Experimente.

Die in dieser Studie fur die Amplifikation von ssRNA verwendete QB-Replikase ist in der Lage
von kurzen, schnell replizierenden Oligonukleotiden (< 250 N) innerhalb von 10 Minuten Uber
10'® Kopien zu erstellen [115]. Diese bemerkenswerte Geschwindigkeit wird erreicht, indem das
Enzym zunachst an das 3’-Ende der einzelstrangigen RNA-Matrize (plus-Strang) bindet und dann
den komplementaren ssRNA-Strang (minus-Strang) synthetisiert, welcher gleichfalls wieder als
Templat dienen kann [8]. Die Reaktion verlauft isothermal und jede Replikation beginnt sofort
nach Beendigung der vorherigen [115]. Dies fuhrt zu einer exponentiellen Amplifikation, solange

das Enzym im Uberschuss vorliegt.

74



Diskussion

Die ausgesprochen hohe Prozessivitdt des Enzyms nutzte Sol Spiegelman bereits 1972 fiir einen
Nachweis der Evolution in vitro [50]: Bei dem seriellen Transfer amplifizierter RNA reduzierte sich
das urspriinglich 4200 Basen lange QB-Gemon nach 74 Ubertragungen auf 218 Nukleotide [50].
Die als ,Spiegelman-Monster” beschriebenen, kurzen Sequenzen besitzen nur noch 15% der

Original-Genomlange und zeichnen sich durch ihre rasche Replizierbarkeit aus.

In dem urspriinglich beschriebenen SELEX-Verfahren zur Selektion von RNA-Aptameren wird
neben der reversen Transkription (RNA zu DNA), PCR und in vitro-Transkription (DNA zu RNA)
fur die Vervielfaltigung der Nukleinsauren auch die isothermale Amplifikation mittels Q-
Replikase genannt [114]. Jedoch auch bei der gezielten Amplifikation von RNA mit QB-Replikase
treten kurze schnell-replizierende Sequenzen auf und verhindern eine Anreicherung der
gewlnschten Sequenzen. Erst durch in vitro-Kompartimentierung der Amplifikationsreaktion
lassen sich derartige Kontaminationen vermeiden [117] und damit in den SELEX-Prozess zur

Gewinnung von RNA-Aptameren integrieren (s. Abb. 35).
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Abb. 35: Optimierung des SELEX-Prozesses zur Gewinnung von RNA-Aptameren mittels
isothermaler Amplifikation. Eine Nukleinsaurebibliothek (RNA) wird mit einem Zielmolekil inkubiert, nicht
bindende Sequenzen werden entfernt und nach Elution der Zielmolekil-assoziierten Molekiile erfolgt deren
Vervielfaltigung. Es kann (wie nach bestehenden Protokollen) tiber reverse Transkription, PCR und in vitro-
Transkription verfahren werden — oder Uber die isothermale Amplifikation mittels QB-Replikase: Fir eine
Anreicherung werden zumeist 10 bis 15 Zyklen durchlaufen, bevor durch Klonierung die Sequenzen
vereinzelt und anschlieRend sequenziert und identifiziert werden. Erfolgt die Identifikation angereicherter
Sequenzen hingegen tuber NGS, so sind drei Zyklen ausreichend (roter Pfeil).

Die zufallsbasierte Mutagenese ist ein bedeutender Evolutionsfaktor innerhalb des in vitro-
Selektionsprozesses [10]. Im Gegensatz zur Taqg-Polymerase (ein Austausch alle 9000 Basen,

[112]) besitzt die QB-Replikase eine mehr als zehnmal héhere Fehlerrate bei der Amplifikation
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(eine Substitution alle 700 Basen [56]), womit sie sich deutlich besser fir das RNA-SELEX-

Verfahren eignet.

Auch wenn die Replikation fir ihre Initiation keine Primer erfordert, so besitzt die QB-Replikase

dennoch eine hohe Templatspezifitat — obwohl die Wirts-RNA in hohem Uberschuss gegeniiber

dem Phagengenom vorliegt, wird sie nicht amplifiziert. Zwei bedeutende Strukturelemente

entscheiden, ob eine RNA exponentiell amplifiziert wird (RQ-RNA des legitimate templat) oder

nicht (illegitimate template) [115]. Das 3’-Ende weist ein Oligo-C-Motiv (zumeist CCC) auf,

entsprechend findet sich am 5-Ende ein komplementares Oligo-G-Motiv. Zudem sind die 8 N-

bis 15 N-langen, pyrimidinreichen, internen Sequenzen von Bedeutung. Durch sie kénnen

ausgepragte Sekundarstrukturen in Form von langen, stabilen Haarnadelschleifen ausgebildet

werden, siehe Abbildung 36 [115].

Fur die fur die RNA-SELEX eingesetzte Bank QST40 wurde
die von Ugarov et al. [115] als besonders gut replizierbare
Sequenz RQ135 zugrunde gelegt. Die Primerbereiche
entsprachen z.T. dieser Sequenz und enthielten die fur die
Initiation des Enzyms notwendigen Haarnadelstrukturen (s.
Abb. 36). Der in der Abbildung grau unterlegte Bereich

wurde durch 40 randomisierte Positionen ersetzt.

In den Selektionen von RNA-Aptameren gegen die kleinen
Molekule Serotonin, Histamin, Dopamin und Norepinephrin
in drei Runden und mit der QB-Replikase zur isothermalen
RNA-Amplifikation in  Emulsionen sind Sequenzen
angereichert worden. Diese konnten durch die
Hochdurchsatzsequenzierung identifiziert und anschlieRend
getestet werden. Die angewandte Methode zum Nachweis
einer Bindung der Aptamere an ihr Zielmolekll war zunéchst

noch unspezifisch und bedarf noch einiger
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ndar-

struktur der RQ135-RNA,

bevorzugtes Templat der

Qp-

Replikase [115]. Als Primer fir die
QST40-Bank verwendete Bereiche

sind gelb bzw. griin unterlegt.

Weiterentwicklung. Auch sollten SPR-Studien durchgefihrt werden, um Aufschluss Uber

Bindungsverhalten und die Spezifitat der RNA-Aptamere an ihr Zielmolekul zu geben.
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5.8 Markt- und Patentsituation

Die Hochdurchsatz-Selektion von Aptameren war stets fur eine kommerzielle Nutzung
vorgesehen. Seit der Erstbeschreibung des SELEX-Verfahrens, vor knapp 20 Jahren durch
Tuerk & Gold [114], haben die in vitro-Selektionstechnik und die mit ihr gewonnenen Aptamere
ihren Stellenwert in der Nukleinsdure-Forschung gefestigt. Dies zeigt u.a. die jahrlich steigende
Anzahl an Publikationen (s. Abb. 37).

600

500

400

300

Anzahl Publikationen

Abb. 37: Wissenschaftliche Relevanz von
Aptamere.: Anzahl der in ,Pubmed®

1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 veroffentlichten Artikel zu den Suchbegriffen
Jahre LAptamere/SELEX" in den Jahren 1992 bis
2010

Ohne eine Rechtsverletzung lieBe sich das 1989 [34] patentierte SELEX-Verfahren in Kirze
kommerziell nutzen. Erschwert wird dies jedoch durch zahlreiche Modifikationen und
Weiterentwicklungen des Prozesses, die in den letzten zwei Dekaden patentiert worden sind [25].
Zunehmend werden auch Aptamersequenzen, sofern sie einer speziellen Applikation dienen,
rechtlich geschitzt. Insgesamt sind bereits iber 800 Patente aus den Bereichen Therapie und
in vitro-Diagnostik bekannt [71].

Basierend auf Daten aus Industrie, Forschung und Akademie erstellte das
Marktforschungsunternehmen ,bcc research (USA) im Marz 2010 eine Marktanalyse fiir den
~WVeltmarkt von Aptameren von 2009 - 2014 (s. Abb. 38) [80]; darin wird von einer jahrlichen
Wachstumsrate von ca. 55% fiir den therapeutischen bzw. 124% fiir den diagnostischen Bereich

ausgegangen.
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Derzeit sind nur bei finf Unternehmen aptamerbasierte Medikamente in Marktvorbereitung/-
entwicklung, vermutlich weil Nukleinsduren immer noch als nicht hinreichend stabil gelten,
pharmakokinetische Probleme auftreten kénnen und die Produktion noch vergleichsweise teuer
ist [71].

5.9 Anwendungspotenziale und Ausblick

Das SELEX-Verfahren ist in den letzten 20 Jahren vielfach modifiziert und auch optimiert worden
[106]. Die Verwendung magnetischer Partikel und die damit verbundene Automatisierung stellt
generell die gro3te Verbesserung dar [105]. Ein auf drei Selektionsrunden verklrztes Verfahren
und die Nutzung moderner Hochdurchsatzsequenzierungs-Technologien ermdglichen kosten-
und zeiteffizientes Arbeiten [18]. Derart durchgefiihrte Hochdurchsatzselektionen kénnen als

Grundlage fur eine Kommerzialisierung des Verfahrens dienen.

Der entwickelte und etablierte Diversitats-Assay dient der Uberwachung des Selektionserfolgs
durch die Einschatzung der Diversitat tber einen mitgefiihrten Standard [95]. Auch dies ist als ein
entscheidender Beitrag zur ressourcensparenden Durchfiihrung von SELEX-Experimenten zu

werten.

Fur die in dieser Studie selektierten streptavidin-spezifischen DNA-Aptamere konnte eine
Anwendung - die Affinitatschromatographie — exemplarisch aufgezeigt werden. Eine
breitangelegte Nutzung zur Aufreinigung von rekombinantem Streptavidin oder Fusionsproteinen

bedurfte allerdings noch einiger Optimierung. Denkbar wéaren in dieser Hinsicht Modifikationen,
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um die Stabilitat gegentiber Nukleasen zu erhohen [54] oder die Verwendung repetitiver
Aptamersequenzen [16]. Zudem konnte die Verwendung von Linkern die immobilisierten

Aptamere fir das Protein besser zuganglich machen.

Uberdies konnte das RNA-SELEX-Verfahren durch Verwendung der QB-Replikase fiir die RNA-
Amplifikation grundlegend revolutioniert werden. Diese bereits 1990 durch Tuerk & Gold
veroffentlichte Methode [114], erwies sich erst in Verbindung mit der in vitro-Kompartimentierung
(durch Emulsionen [96]) als erfolgreich nutzbar. Das Einsparen der Arbeitsschritte reverse
Transkription, PCR und in vitro-Transkription sowie die Reduktion auf drei Selektionsrunden
durch die Auswertung mittels NGS machen das Verfahren derart effizient, dass es auch fir

~Screenings” oder kommerzielle Produkte attraktiv ist.

Eine weitere Methode zur isothermalen RNA-Amplifikation bietet das NASBA™-Verfahren
(Nucleic acid sequence based amplification) [19]. Hierbei wird einzelstrangige RNA, in
entgegengesetzter Orientierung zur Matrizen-RNA, mittels T7-RNA-Polymerase Uber ein RNA-
DNA-Hybrid generiert. Zuséatzlich benttigt die Reaktion RNase H und reverse Transkriptase
sowie geeignete Primer mit T7-Promotor. Derzeit wird diese Methode hauptséachlich zum
Nachweis von Noroviren [72, 81], Hepatitis A-Viren und Rotaviren in Lebensmitteln [45, 46]
genutzt. Diese Methode birgt evtl. eine geringere Gefahr der Kontamination und liel3e sich daher

auch in Kombination mit Emulsionen fiir den SELEX-Prozess eingesetzen.

Die Durchfiihrung des SELEX-Prozesses im Hochdurchsatz mit der anschlieBenden Einbindung
moderner Sequenziertechonogien hat zu einer ,Weitung des Flaschenhalses* gefuhrt. Entgegen
herkdmmlichen Protokollen, bei denen am Ende nur sehr wenige Klone getestet werden konnten,
liefert das neue Verfahren sehr grof3e Sequenzdatensatze, die es zu testen gilt. Einen moéglichen
Ansatz hierfur konnte die microarraybasierte Synthesetechnologie liefern, sie wiirde die parallele
Testung von mehr als 10.000 Klonen erlauben.
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6. Zusammenfassung

Der SELEX-Prozess zur Selektion funktioneller Nukleinsduren (hier: Aptamere) ist, obgleich

mittlerweile vielfach modifiziert, noch immer ein zeit- und damit kostenintensives Verfahren.

Eine parallele Selektion von DNA-Aptameren in 10 Runden gegen Streptavidin wurde
halbautomatisiert, und zundchst nach herkémmlichen Protokollen (Klonierung, Sanger-
Sequenzierung), durchgefihrt und anschlieBend mithilfe einer massiv parallelen
Sequenzierungstechnologie (next-generation sequencing) aller Runden eingehender analysiert.
Auf drei Runden reduzierte und optimierte SELEX-Protokolle wurden fir zwei weitere
Streptavidin-Aptamer-Selektionen im Zuge dieser Arbeit entwickelt, die moglichen Binder Uber
next-generation sequencing identifiziert. Angereicherte Sequenzen sind in geeigneten
Bindungsstudien in der Form von vollsynthetischen Oligonukleotiden hinsichtlich ihrer
Zielmolekul-Affinitat charakterisiert worden.

Im Hinblick auf eine mogliche kommerzielle Verwertbarkeit wurde die Affinitdétschromatographie
von rekombinanten Streptavidin und eines Fusionsproteins als beispielhafte Anwendung von

Aptameren in der Biotechnologie gewahit.

Amplifikationsreaktionen besonders hoch diverser Nukleinsduregemische, wie sie bei SELEX-
Experimenten zum Einsatz kommen, bergen das Risiko der Artefaktentstehung. Die in vitro-
Kompartimentierung der PCR durch Wasser-in-Ol-Emulsionen erlaubte hingegen eine nahezu

klonale Amplifikation ohne Artefakte.

Eine Optimierung des RNA-SELEX-Prozesses erfolgte durch die Verwendung der QB-Replikase
zur isothermalen RNA-Amplifikation. Ublicherweise auftretende Kontaminationen wurden durch
das Emulgieren (Wasser-in-Ol-Emulsionen) der Reaktionen verhindert. Hierdurch konnten die
zeitaufwendigen Arbeitsschritte reverse Transkription, PCR und in vitro-Transkription eingespart

werden.

Der Flaschenhals von der parallelen SELEX Uber Einzelklonsequenzierung, Sequenzauswertung
und der Bindungsstudien einzelner Klone konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit erfolgreich
geweitet werden. Hinsichtlich der zielgerichteten Generierung von Aptameren werden

nachfolgende Studien sicherlich von den gewonnenen Erkenntnissen profitieren kdnnen.
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7. Summary

The SELEX process for the selection of functional nucleic acids (here: aptamers) is, although
frequently modified, still a time and therefore cost-intensive process.

A parallel and semiautomated selection of DNA aptamers in 10 rounds against Streptavidin was
first conducted according to conventional protocols (cloning, Sanger sequencing), and then, using
massively parallel sequencing (next-generation sequencing), all rounds were more thoroughly
analysed. Once optimized and reduced to three rounds, the SELEX protocol was applied for two
additional Streptavidin aptamer selections. Possible binders were identified via next-generation
sequencing. Enriched sequences, in the form of fully synthetic oligonucleotides, were
characterized with regard to their target molecule affinity in appropriate binding studies.

Affinity chromatography of recombinant streptavidin and a fusion protein was chosen to exemplify
the biotechnological application of aptamers with a view to possible commercial use.

Amplification reactions of particularly highly diverse nucleic acid mixtures, as they are used in
SELEX experiments, carry the risk of the generation of artifacts. However, in vitro
compartmentalization of PCR by water in oil emulsions, allowed an almost clonal amplification
without artifacts.

An optimization of the RNA SELEX process was carried out using the QB Replicase for
isothermal RNA amplification. Commonly occurring contaminants were avoided using water-in-oil-
emulsion reactions. This allowed time consuming steps like reverse transcription, PCR and in

vitro transcription to be by-passed.

The bottleneck of parallelized SELEX, via single clone sequencing, sequence analysis and
binding studies of individual clones, could be successfully ameliorated by the results of this work.
Subsequent studies regarding the targeted generation of aptamers will certainly benefit from the

acquired knowledge.
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9. Anhang
Tab. Al: KingFisher-Protokoll fur die erste Streptavidin-SELEX in 10 Runden
Runde Platte Aktion Zeit [min] Geschwindigkeit Sarrémeln e
eads
1 1 Release 00:10 slow
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Bind 00:15 bottom medium 5x
2 Wash 00:10 bottom slow
Wash 03:00 slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 00:15 bottom medium 5x
3 Elution 30:00 medium 8x
2 1 Release 00:10 slow
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Bind 00:15 bottom medium 5x
2 Wash 00:10 bottom slow
Wash 03:00 slow
Mix 00:15 bottom slow
3,456,78 |1 Release 00:10 slow
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 07:00 very slow
Bind 00:15 bottom medium 5x
2 Wash 00:10 bottom slow
Wash 03:00 slow
Mix 00:15 bottom slow 5x
3 Wash 00:10 bottom slow
Wash 03:00 slow
Mix 00:15 bottom slow
9,10 1 Release 00:10 slow
Mix 03:30 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 03:30 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 03:30 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 03:30 very slow
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Mix 00:15 bottom medium
Mix 03:30 very slow
Mix 00:15 bottom medium
Mix 03:30 very slow
Bind 00:15 bottom medium 5x
2 Wash 00:10 bottom slow
Wash 03:00 slow
Mix 00:15 bottom medium 5x
3 Wash 00:10 bottom slow
Wash 03:00 slow
Mix 00:15 bottom medium

Tab. A2: KingFisher-Protokoll fur die zweite Streptavidin-SELEX in 3 Runden

Sammeln der

Runde Platte Aktion Zeit [min] Geschwindigkeit B
eads
1 1 Release 00:10 slow
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 17:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
2 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 3x
3 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 3x
4 Elution (94°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x
2 1 Release 00:10 slow
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
2 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 3x
3 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
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Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 very slow 3x
4 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 3x
5 Elution (94°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x
3 1 Release 00:10 slow
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 08:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
2 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 3x
3 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 3x
4 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 3x
5 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 3x
6 Elution (94°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x

Tab. A3: KingFisher-Protokoll fur die dritte Streptavidin-SELEX in 3 Runden

Sammeln der

Runde Platte Aktion Zeit [min] Geschwindigkeit B
eads
1 1 Release 00:10 slow
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
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Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
Elution (60°C) 06:00 medium
Bind 00:10 3x
Release 00:10 slow
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 very slow 5x
Elution (60°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x
Release 00:10 slow
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
Elution (60°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x
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Tab. A4: KingFisher-Protokoll fiir die ,,Small molecuels“-SELEX in 3 Runden

Sammeln der

Runde Platte Aktion Zeit [min] Geschwindigkeit Beads
1 1 Release 00:10 slow
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
2 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
3 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
4 Elution (70°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x
2 1 Release 00:10 slow
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Bind 00:10 5x
2 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
3 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 very slow 5x
4 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
5 Elution (70°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x
3 1 Release 00:10 slow
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
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Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Mix 06:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 5x
2 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
3 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
4 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
5 Release 00:10 bottom mix
Wash 00:10 bottom mix
Mix 05:00 slow
Mix 00:15 bottom mix
Bind 00:10 bottom slow 5x
6 Elution (70°C) 10:00 medium
Bind 00:10 3x

Tab A5: Ergebnis der Sanger-Sequenzierung der Streptavidin-SELEX in 10 Runden

Klon Sequenz Clalisiein-
susmotiv
1 5'-AAT AGC CCC CTG ACG CAA GGG TTA GAG CAG TAA TCA CGTT 11
2 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
3 5'-AAT AGC CCC CTG ACG CAA GGG TTA GAG CAG TAA TCA CGT T 11
4 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
5 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
6 5'-CGG GTT CAC CGT TGC GTC ACG GGG CAA TTC ACC ACT CGC C 3
7 kein Insert
8 5'-ACT TTA GGG CTA ACC TGC GAT CGG TGC GTA CCC CAT GCT C 4
9 5'-ACC AGA ACG CAC CGA TCG CAG GTT TCT GTG AGC AGG GGG 5
10 5'-ATC TCC GAT TGC CCC ACG ACG CAG TGG TCG GAG TTA CTT T 6.1
11 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
12 5'-GTG TAG GAT CAT CGC CCC CAC GAC GCA GTG GGT GAT CGT A 7
13 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
14 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
15 5'-CGG GTT CAC CGT TGC GTC ACG GGG CAA TTC ACC ACT CGC C 3
16 5'-GAC TCC GGG ACA TGC CCA TGT CGC AAT GGT GGC CCG GAT T 2
17 5'-GTG TAG GAT CAT CGC CCC CAC GAC GCA GTG GGT GAT CGT A 7
18 5'-ATC TCC GAT TGC CCC ACG ACG CAG TGG TCG GAG ATA CTT T 6.2
19 5'-ATC TCC GAT TGC CCC ACG ACG CAG TGG TCG GAG TTA CTT T 6.1
20 5'-CGG GTT CAC CGT TGC GTC ACG GGG CAA TTC ACC ACT CGC C 3
21 5'-GTG TAG GAT CAT CGC CCC CAC GAC GCA GTG GGT GAT CGT A 7
22 5'-CAC GCG ACC GGC GCA GGT CTG AGG GCA GGC CCA GTA ATA T 8
23 5'-ATC TCC GAT TGC CCC ACG ACG CAG TGG TCG GAG TTA CTT T 6.1
24 5'-ATA AGC ACG CCA GGG ACT ATG ACA CCG TAC CTG CTC T 9
25 5'-AAT AGC CCC CTG ACG CAA GGG TTA GAG CAG TAA TCA TGG T 12
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Tab. A6: chemisch synthetisierte und getestete Einzelklone potenzieller Streptavidin-Binder,
identifiziert nach der Sanger-Sequenzierung

Name Sequenzen

S1C8a 5'-GAG CAT GGG GTA CGC ACC GAT CGC AGG TTA GCC CTA AAG T
S1C9s 5'-ACC AGA ACG CAC CGA TCG CAG GTT TCT GTG AGC AGG GGG
S1C10 5'-ATC TCC GAT TGC CCC ACG ACG CAG TGG TCG GAG TTA CIT T
S1C18 5'-ATC TCC GAT TGC CCC ACG ACG CAG TGG TCG GAG ATA CIT T

Tab. A7: Ergebnis der Solexa Sequenzierung der ersten Streptavidin-SELEX in 10 Runden, Top
20 aller Selektionsrunden

Anteil
Haufig- | 2™
Runde Kei Pool Sequenz Klon
eit .
dieser
Runde
0 2 0% 5'-AAAGGTAGCACCGTTGGGTGTACACGGGACTACACTCCTA
(Bank40) | 2 0% 5'-TGCCGGCCTCGCCGAARACTCCTGGGACARATGCGAGG
2 0% 5'-GGGTGAGCACATCTTGGCTTCCTTGATTGGAGACAGTTCC
2 0% 5'-CGATGATATTATACTAGTGCTGCATACTTAGTATCGCTAC
2 0% 5'-TAATTAAATTAGTATTGTATGAAGTCACAAGTATACTATT
2 0% 5'-TTTTTCGAATGTTACGTTCTTTTTGTTTAGCACATTAAGA
2 0% 5'-TTCATTATCAAGATGCCGAACCGTCCTGCCTGCCAGGCCC
2 0% 5'-TTGAGGTAGAGGATCGTAGATTTCTCGGGCAGGCATTGT
2 0% 5'-TTTAGATCCTTTATTTCTATAGATTATCCGGGATTTACAT
2 0% 5'-ACACGGTAAACTACTATCCTGGAGCGGGCAGTTCGGACTG
2 0% 5'-CTTCGAGTTGTTCTACGCCCGATTGAAATTTCTGTGTTGT
2 0% 5'-GGCGTCCAGGGTTCGAGGTCTCCTGACGTTACAGTTAGGC
2 0% 5'-TCATCATACGTATCTCATTCTTCGCCCAATTCCCGTTTTC
2 0% 5'-TTTGGTTTGTCCTCCTGGATCTAATGTTCTATATCACGTA
2 0% 5'-TCATTTGTTATTGACGCTTTCCTCGCACGAGAGTGAGAAA
2 0% 5'-TATGTGAAGTTCATCCGCGTTTAACGGGGACCAAGCGCCT
2 0% 5'-TGCCCCAGTTCAATCGGGGCCGTGACTCGTCCTGCTGAGT
2 0% 5'-TATCACTCTGTCGCGATGCCTAGAAAGCATAGTGTACCCG
2 0% 5'-ATTGTTAATCTATAAAGCGGTAGACTCACTAATTTCGATG
2 0% 5'-CATTTTTTAAATTGGGTTTGCCACGTAGTARATTGTAGTC
1 7 0% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGATACTTT S1C18
4 0% 5'-CAGGTGATTTGCCACGAGAGTCATACAGTCCTTGTGTGGG
2 0% 5'-GACGCCAGGGCGTGTGTGCCTGAGATGTCACCAGGGAGTGC
2 0% 5'-AGTACCTGTCAGAGTAGATTCGCGATGGTATCAAGATGCG
2 0% 5'-ACGGTTATAGGGAGTCTGTCTGGTTTTGAAGTGGTATCAC
2 0% 5'-TGGACCTGTCTCGCGGGCGTCTGAATTGTTATTTTTGCCG
2 0% 5'-GATTCAACGCCGTTTCGGTTTGAACTTAGCCGGGATCCCA
2 0% 5'-CCACGCTTGGGGACATACCATGAATGGGTATGCTGTCCA
2 0% 5'-TGTTTCGCCTTGTTCTTGCGGCCTTCCCTCCGAGGGTGAT
2 0% 5'-GCGCAATCTCTGATCGACCAGGAGGGAGCGAAACATGGTG
2 0% 5'-GTTATTTTGTAGTCCTTCCAGATAATTTCACTTCCTGTTG
2 0% 5'-GGCTGGGTACATCGGAAAGGTACTGTCTTACGCTCAGTCC
2 0% 5'-GAATCCCGCGTGACCAATTACGCTGGATGCCGAGTGCC
2 0% 5'-CATGGCGCAGTTCGTGGGGCCATGGAGTCTCACGCAGTG
2 0% 5'-GGGGGGCAACCCACGGGGACGTTAGACAGCCTCGGCTAA
2 0% 5'-CTGTGCCTGTTTGTCAACATTAGGGATGATTCGGTGACAC
2 0% 5'-TAATAGCGCTTCCGGTCAGGGCCTTAAAACTGACCGCGGA
2 0% 5'-ATATGGACCTTTCCCACCACCCACTGTAATCATTCCCGT
2 0% 5'-AGGCGACACAAGCCGTATGCCCTAACTCGTTACCGTGCCT
2 0% 5'-TAGTACTTCCCGTTTCTGGGTTTGTAACCTTCCCTCCCGT
2 47 0% 5'-CGAGCTCAGCTAGGTACTACGCCCCGTGGTGCGAGGTCAT
30 0% 5'-GGACCTAAGGGCTACGTGTCAACAGGCCGCCGGCAAGTG
28 0% 5'-CAGGTGATTTGCCACGAGAGTCATACAGTCCTTGTGTGGG
27 0% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
26 0% 5'-GCACCTGAGTCATGGACAGTCCAGGGAGTGACACCGAGCC
23 0% 5'-CATCACAGTCTCTGTAACGCATCCACGCCCTTTGCGGTAG
21 0% 5'-CAGGCAGATGGCATCATACAGTCTTTGTCGGCATACGTGG
17 0% 5'-GCGCTGCTATCCAGTGGAAAGTAGCTCTCTTGTCGGGTCT
17 0% 5'-GGGGGGCGCACTTTGCGTGTCAAATAGTGCCCGACTTGTA
16 0% 5'-TTGACCTTCCCGCTAACGTGAAGAGTCGGGGACCACCCTA
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14 0% 5'-GTCATTGTTGCTTTGCGGGAGCGCARAATCAGACTGGTCCT

12 0% 5'-TCAGTAACGCGAATATGCATCGGCGTCAGACAGTCTACGG

10 0% 5'-GCGATCGCGTTGTTGCCAGGCCCAATCCCATGAATCGTAG

10 0% 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGAGCAGGGGG

9 0% 5'-GCGATCGCGTCGTTGCCAGGCCCAATCCCATGAATCGTAG

9 0% 5'-AATAGCCCCCTGACGCAAGGGTTAGAGCAGTAATCATGGT

8 0% 5'-TCGTATTGGTTTTTCGTGAGTCAACAGTCCCCAACTAGGC

7 0% 5'-TCCCGAGAGGATGGAGGCCGCCGCCATATATTACCTGTG

7 0% 5'-CTTGACGCTTCGGGGACCCGACTGTGTTTCTAAACTGTTG

7 0% 5'-GGGCCGTCCTTAGTATGCGTATGCCCGTACGATGTCCCTAT

1282 0,2% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG

349 0% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
203 0% 5'-GCACCTGAGTCATGGACAGTCCAGGGAGTGACACCGAGCC

151 0% 5'-CGAGCTCAGCTAGGTACTACGCCCCGTGGTGCGAGGTCAT

148 0% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG

113 0% 5'-CCTATGACGCGTCCGACGCAGGACTCATACGGGTGCTCGT

110 0% 5'-AGTGAGTTGCCCCCCGACGCAGGGGCTCACGCTTGCTTA

99 0% 5'-TCGCGCCGATCGCAGGCAAGAGCTCTCCCGTCACGAGTGG

87 0% 5'-GCGCTGCTATCCAGTGGAAAGTAGCTCTCTTGTCGGGTCT

86 0% 5'-CAGGTGATTTGCCACGAGAGTCATACAGTCCTTGTGTGGG

76 0% 5'-CAGGCAGATGGCATCATACAGTCTTTGTCGGCATACGTGG

75 0% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
69 0% 5'-GTTATTGGAGTTGCCCCGTGACGCAACGGCTCCAAAACTGA

68 0% 5'-CCACGATTGCTCCCCAACGCCGGGGTCGGGGAAACGCGTC

60 0% 5'-GGGGGGCGCACTTTGCGTGTCAAATAGTGCCCGACTTGTA

59 0% 5'-GGGCCGTCCTTAGTATGCGTATGCCCGTACGATGTCCCTAT

48 0% 5'-CATCACAGTCTCTGTAACGCATCCACGCCCTTTGCGGTAG

47 0% 5'-TCGCCAATGTGACGCTTCCGGCGCAGGAATCACATTCTTC

44 0% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
43 0% 5'-GCTCCGGACATCGCTACCCGACGCAGGGTTGTCCTTGGTTA

63903 11% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG

39570 7% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
29877 5% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG

16658 3% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
12866 2% 5'-TCGCGCCGATCGCAGGCAAGAGCTCTCCCGTCACGAGTGG

11560 2% 5'-AGTGAGTTGCCCCCCGACGCAGGGGCTCACGCTTGCTTA

10882 1% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
9285 1% 5'-GTTATTGGAGTTGCCCCGTGACGCAACGGCTCCAAAACTGA

7284 1% 5'-GCTCCGGACATCGCTACCCGACGCAGGGTTGTCCTTGGTTA

7280 1% 5'-CCTATGACGCGTCCGACGCAGGACTCATACGGGTGCTCGT

7072 1% 5'-TCGCCAATGTGACGCTTCCGGCGCAGGAATCACATTCTTC

6597 1% 5'-CCACGATTGCTCCCCAACGCCGGGGTCGGGGAAACGCGTC

4273 0,7% 5'-ATCGTTGACCAGGACGCGTTCGGCGCAGAACTCATGGTCA

3810 0,7% 5'-CTTGAATCCACGCGCCGATCGCAGGCTGGATTTAGACCGC

2545 0,4% 5'-CTTCCGATGAGTACGCCCCGATCGCAGGGTACTGACTAGG

2481 0,4% 5'-ATCGCCACCTGACGCAAGGTTAGACCAGGGACCGATGCGC

2431 0,4% 5'-CTACATGAGGTTCTCAGATGCCCCTGTCGCAAGGGTCTG

2335 0,4% 5'-ATCATTCACGCGGCCGACGCAGGCCTGAAAGATATCCTCG

2049 0,3% 5'-CAGTGGACATTCGCGCCGATCGCAGGCAATGACTATGGAG

1991 0,3% 5'-GAACGCACGGATCGCCGTTTCAGGGCCGGTGCAGTGCTAC

55316 19% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
52972 18% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG

32133 11% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG

25204 8% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
9228 3% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
8259 2% 5'-GTTATTGGAGTTGCCCCGTGACGCAACGGCTCCAAAACTGA

7076 2% 5'-TCGCCAATGTGACGCTTCCGGCGCAGGAATCACATTCTTC

3690 1% 5'-AGTGAGTTGCCCCCCGACGCAGGGGCTCACGCTTGCTTA

3218 1% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCA

3034 1% 5'-CCGACGCACCCGGCGCAGGGTTCGGAGATCTAGTTAATTA

2099 0,7% 5'-ATCATTCACGCGGCCGACGCAGGCCTGAAAGATATCCTCG

1825 0,6% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
1675 0,5% 5'-CATGAACGCTCCGGTTGCAGGATTCATGAAGCGCGTTAA

1486 0,5% 5'-ATCGCCACCTGACGCAAGGTTAGACCAGGGACCGATGCGC

1412 0,5% 5'-TCGCGCCGATCGCAGGCAAGAGCTCTCCCGTCACGAGTGG

1367 0,5% 5'-CAGTGGACATTCGCGCCGATCGCAGGCAATGACTATGGAG

1166 0,4% 5'-CTTGAATCCACGCGCCGATCGCAGGCTGGATTTAGACCGC

1164 0,4% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGGTTAT
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1039 0,3% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTATGGGCGGGCTCGGAGTCATTT

985 0,3% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACARAACTC

132601 | 22% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
95181 15% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
31294 5% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG

31157 5% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
19529 3% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG

18151 2% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAACTC

15694 2% 5'-TCGCCAATGTGACGCTTCCGGCGCAGGAATCACATTCTTC

14272 2% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
12214 2% 5'-CCGACGCACCCGGCGCAGGGTTCGGAGATCTAGTTAATTA

6165 1% 5'-GAACGCACGGATCGCCGTTTCAGGGCCGGTGCAGTGCTAC

5719 0,9% 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGAGCAGGGGG

4298 0,7% 5'-CATGAACGCTCCGGTTGCAGGATTCATGAAGCGCGTTAA

3931 0,6% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTA S1R10#2
3696 0,6% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTC

3543 0,5% 5'-TTGGAACACCAATCCTGCAACCGGAGCGTTGGTGTTACAA

3388 0,5% 5'-CAGTGGACATTCGCGCCGATCGCAGGCAATGACTATGGAG

3295 0,5% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTATGGGCGGGCTCGGAGTCATTT

3097 0,5% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGGTTAT

2932 0,4% 5'-GTGACGCGGTCGACGCAGACCTCACTGTGGGCAGTAACGG

2595 0,4% 5'-TCTTCCCATTCGGAGGCCTGCGCCGGCCGCGTCCGAGGGT S1R10#1
71546 11% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
66712 10% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
44149 6% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAACTC

32853 5% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
26719 4% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG

22781 3% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG

22476 3% 5'-TCTTCCCATTCGGAGGCCTGCGCCGGCCGCGTCCGAGGGT S1R10#1
18116 2% 5'-CCGACGCACCCGGCGCAGGGTTCGGAGATCTAGTTAATTA

17966 2% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
17715 2% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTA S1R10#2
16861 2% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTC

10108 1% 5'-TCGCCAATGTGACGCTTCCGGCGCAGGAATCACATTCTTC

7759 1% 5'-GTTCGATTGCCGGGCGACGCAGCCCTCGAACTCTCAGACG

6656 1% 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGAGCAGGGGG

6308 0,9% 5'-GATCCCCGTGTAACCGCTTTTCGCCGCAGAAATTACACTT

6098 0,9% 5'-GTGACGCGGTCGACGCAGACCTCACTGTGGGCAGTAACGG

5537 0,8% 5'-CATGAACGCTCCGGTTGCAGGATTCATGAAGCGCGTTAA

4751 0,7% 5'-TTGGAACACCAATCCTGCAACCGGAGCGTTGGTGTTACAA

3944 0,6% 5'-AATAGCCCCCTGACGCAAGGGTTAGAGCAGTAATCATGGT

3788 0,6% 5'-GACTCCGGGACATGCCCATGTCGCAATGGTGGCCCGGATT

18938 6% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
18279 6% 5'-TCTTCCCATTCGGAGGCCTGCGCCGGCCGCGTCCGAGGGT S1R10#1
17866 6% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
10476 3% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
9857 3% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG

9743 3% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTA S1R10#2
9425 3% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAACTC

8582 3% 5'-CCGACGCACCCGGCGCAGGGTTCGGAGATCTAGTTAATTA

7337 2% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTC

7067 2% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG

6323 2% 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGAGCAGGGGG

5812 2% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
5173 1% 5'-GATCCCCGTGTAACCGCTTTTCGCCGCAGAAATTACACTT

4133 1% 5'-GTGACGCGGTCGACGCAGACCTCACTGTGGGCAGTAACGG

3932 1% 5'-GACTCCGGGACATGCCCATGTCGCAATGGTGGCCCGGATT

3799 1% 5'-GGCCTAGAGATTGCCGGTCGACGCAGACCTCTCTTGGATG

3487 1% 5'-GTTCGATTGCCGGGCGACGCAGCCCTCGAACTCTCAGACG

2862 1% 5'-TGATCGTCCGGACGCGTGTGGCGCAACACTCCGAGACGAA

2737 1% 5'-CATGAACGCTCCGGTTGCAGGATTCATGAAGCGCGTTAA

2228 0,8% 5'-TTGGAACACCAATCCTGCAACCGGAGCGTTGGTGTTACAA

44876 8% 5'-TCTTCCCATTCGGAGGCCTGCGCCGGCCGCGTCCGAGGGT S1R10#1
39153 7% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
30960 6% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
21698 4% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTA S1R10#2
18248 3% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAACTC

18124 3% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTC
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16779 3% 5'-GATCCCCGTGTAACCGCTTTTCGCCGCAGAAATTACACTT
13394 2% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG
10865 2% 5'-CCGACGCACCCGGCGCAGGGTTCGGAGATCTAGTTAATTA
9735 1% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
5944 1% 5'-TGATCGTCCGGACGCGTGTGGCGCAACACTCCGAGACGAA
5301 1% 5'-ATCGCCCCCTGACGCAAGGGTAGAGCTACTCATTCGGTCG
5216 1% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACGAACTC
4875 0,9% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
4689 0,9% 5'-GGCCTAGAGATTGCCGGTCGACGCAGACCTCTCTTGGATG
4561 0,9% 5'-GTGACGCGGTCGACGCAGACCTCACTGTGGGCAGTAACGG
4129 0,8% 5'-GACTCCGGGACATGCCCATGTCGCAATGGTGGCCCGGATT
3692 0,7% 5'-CATGAACGCTCCGGTTGCAGGATTCATGAAGCGCGTTAA
3625 0,7% 5'-AATAGCCCCCTGACGCAAGGGTTAGAGCAGTAATCATGGT
3354 0,6 5'-TTGGAACACCAATCCTGCAACCGGAGCGTTGGTGTTACAA
10 31088 10% 5'-TCTTCCCATTCGGAGGCCTGCGCCGGCCGCGTCCGAGGGT S1R10#1
18788 6% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTA S1R10#2
17719 6% 5'-GATCCCCGTGTAACCGCTTTTCGCCGCAGAAATTACACTT
16299 5% 5'-CACGCGACCGGCGCAGGTCTGAGGGCAGGTCCAGTAATAT S1R10#4
14892 5% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAATTC
10349 3% 5'-ACGCGCCGATCGCAGGCTAGAGCTAATGGCTCAGGTTTAT S1R10#6
8262 2% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAACTC
5764 1% 5'-CAGACGCACCTGGCGCAAGGTTCTGAAGATCAGTTACGTG
5047 1% 5'-CCGACGCACCCGGCGCAGGGTTCGGAGATCTAGTTAATTA
4981 1% 5'-ACTTGGACCCGATGCCCGTGGCGCAACGGTCGGGTCCTTC S1R10#10
4695 1% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACGAACTC
4113 1% 5'-TGATCGTCCGGACGCGTGTGGCGCAACACTCCGAGACGAA
3496 1% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGCTGGTACAAACTC
2706 0,9% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAGCTC
2492 0,8% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCTGAGTTGGTACAAACTA
2310 0,8% 5'-GGCCTAGAGATTGCCGGTCGACGCAGACCTCTCTTGGATG
2023 0,7% 5'-ATCTCCGATTGCCCCACGACGCAGTGGTCGGAGTTACTTT S1C10
1810 0,6% 5'-CGGGTTCACCGTTGCGTCACGGGGCAATTCACCACTCGCC
1746 0,6% 5'-GACTCCGGGACATGCCCATGTCGCAATGGTGGCCCGGATT
1692 0,6% 5'-GATTGCCCCTCGACGCAGAGGTCAGAGTTGGTACAAATTA

Tab. A8: Ergebnis der Solexa Sequenzierung der zweiten Streptavidin-SELEX in 3 Runden, Top
20 der der ersten und der dritten Selektionsrunde

Runde Haufigkeit Sequenz Klon
1 13 5'-GGAGCACGCAACAGGGGTGGAGAATGGTCT S2R3#1
4 5'-AACCCTCATTGACCCTCCTACATGGCCTGT S2R3#2
3 5'-AACGCGGTGGTGCATGGTCGAACCTAACAT
3 5'-CCGATGATCTGACCGAACCTACAAGCCTCT
3 5'-TCCGATCGAACCTACGCTTATGGCCCTTAC
2 5'-AAAAAATCAATGCAAATAGATGTGATCG
2 5'-AAAAATGTTCATGGGATATATGACTGATCG
2 5'-AAAACAAATCATGCGAGATCGTAACCATCC
2 5'-AAAACGACCTCGATGACAAAGCCACTGGTT
2 5'-AAAAGTAGGAATTGTGTCGAGCGTGATCGG
2 5'-AAACACCATAAATTTATCGCCCCGACACTA
2 5'-AAACATCAGGTCATGGGCTTTGCAATCATA
2 5'-AAACCTAGTAGATCGAACCTACATCAATTG
2 5'-AAAGCCTTAAAACTTCAGGGGGAATGATCG
2 5'-AAAGCGAATTTCGAATCGACACACGGTCCC
2 5'-AAATATATTAGCATGATCGAACCTCCTTAC
2 5'-AAATCGAACCTACCTGTGAATTTACCAATG
2 5'-AAATGACTGGTCGGTTAGATGTGTGAATCG
2 5'-AAATGCGTGATCTTGATTCGGCGTGTGGGT
2 5'-AACAAAGCAAGTGTAGGTTAATCGGGATCG
3 320 5'-GGAGCACGCAACAGGGGTGGAGAATGGTCT S2R3#1
273 5'-AACCCTCATTGACCCTCCTACATGGCCTGT S2R3#2
63 5'-ACCCCACCCGTTCCACCACGTAACCTCATC
47 5'-GAGGGTCTAAGACTTCGTACGTTCACCCGA
29 5'-CTACCCCCCATCATGGCCAGTCTCCTCCCCC
27 5'-TACGTAACCATTTCAGTTTGCTTGGATGGT
12 5'-TCTAAAGTGATCGAACCGTTGCAACATGGG
11 5'-CCACAGTGCACTTTATTAGACGTCACCTG
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O N N~ 00 oo

5'-TCCTGGTAATAAGTGATCGTACCTACCATC
5'-CGATACATCCCCACCCTCTTACTGCGGAAT
5"'-CGGCACCGATGCAATATCGAACCTCCTCCT
5'"-ACTACCACCTTTACTTGTCTGCTCCTGGGA
5"'-CCAGTCCGTTTGGGTCACTTGGAATTTGGC
5"'-CGAGGTTGGTGCGTCGATCGAACCTACGTA
5"'-CGATGCGTGACCCGCAACCTTACTGCCTAC
5"'-CCCTCAAGTACTTCGCATATCGTTGTCCAT
5"'-GTCTAACGAGTACCTCCACCACGCGTCGTT
5'-TGGCGAACCTACTCTATCATGCGTGGATCC
5"'-ACCCCCAGGGGAGCTGTCCAGGGGTACCCCG

Tab. A9: Ergebnis der Solexa Sequenzierung der dritten Streptavidin-SELEX in 3 Runden, Top

20 aller Selektionsrunden

iﬂ? Primer Hiing' Sequenz

1 Pro5/ Pro3 3 5'-GGGACGGGTCTATCACGGACTCCCTGCACC
3 5'-GGCGACGGGGCTCATTAACCTCGTTCCCCC
3 5'-ACGCCGATGAAAAGATGTCGACTGTCCCC
3 5'-GGGGCAGACTCGTTCGGACGGTAGCATCCC
3 5'-CCCGAATCTTTCGCACTGCCTCCACACGCC
3 5'-CGGGACTCTCGTGCGGTCGACACGGGCCCT
2 5'-GGGACGTACATGATCCTCTGTCGCTCTTAC
2 5'-CCGTGGCCGGGTGATCCTGGTAGCCAAGGC
2 5'-GGTCCATGCGGTACTCGCGAACTCACGGCC
2 5'-CGGGGACACGCGCTGGCGAGGGAAAGTGGT
2 5'-CGGGCATCATGTAATTCCAAGGGGTCGGCC
2 5'-GGCGAACGGGACTACACTCGAAGCGTCACG
2 5'-CGGTCCGATCCATGCGTTTTGCCTTCGTAC
2 5'-GGAGCGTGAGAGACTTTCAGTTATTGCGTC
2 5'-CTGCACTACACTAGTTCTGAAAAAGTGGCC
> 5'-GGCCCCAACCTTCGACCTTGTTCGTGAGGT
2 5'-GCCCACGATATGCCTGGCTGATGACGCGAT
5 5'-CGGGGGAACCTAAGCGAGTCTCTTCTTGG
5 5'-GGCCACGGTCAAAGTCAGTCACCCCTTTGC
5 5'-GGGGCGGCCAATCTTGCTCCAGTGCGCCC

1 T7Pro5/ T7Pro3 678 5 ' -ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
95 5'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCT S3PrIR3#7
95 5'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCTAT (S3PrIR3#7)
68 5'-ACGGCATCGGACATGACACCGTACCTGCTCT
35 5'-CCCTCAAGTACTTCGCATATCGTTGTCCAT
33 5'-GCGGTGCGCTAGTGACACCGTACCTGCTCTAT
33 5'-CTACCCCCCATCATGGCCAGTCTCCTCCCCC
31 5'-CAGCACAGGGTGGATGACACCGTACCTGCTCT
30 5'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCTATAT | (S3PrIR3#7)
28 5'-AGGAGCCGGGCTTTGACACCGTACCTGCTCT
28 5'-GACGCAGGGGTCATTGACACCGTACCTGCTCT
27 5'-CCAGCAACCATGACACCGTACCTGCTCTAT
27 5'-CCAGCAACCATGACACCGTACCTGCTCT
25 5'-GGGGACGGCGACTGACACCGTACCTGCTCT
o 5'-GGGCACGGTGGATTGACACCGTACCTGCTCT
21 5'-CGAGGCGGGCGCCTTGACACCGTACCTGCTCT
o1 5'-CGAAGTCGCGGACTGACACCGTACCTGCTCT
19 5'-GAGGTGTGGGCCCATGACACCGTACCTGCTCT
17 5'-AGCAGGGGCAGGTTGACACCGTACCTGCTCT
17 5'-GGGGACGGCGACTGACACCGTACCTGCTCTAT

2 Pro5/Pro3 91 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
79 5'-TGGCGGTAAATCGTATCCTGGATGGGTGAT
76 5'-GCCCCCCGGTATATTTCCGGCTGTTGTCCC
59 5'-ACGGCACCGGACATGACACCGTACCTGCTCT S3PriR3#1
40 5'-CAATCGTTGGTGTTGGTGCCTAGGGCCATC
39 5'-CAGGAGGTCTGCGGTCCTCGGTAAGTCTGC
34 5'-AGCACGCCTGATTCAAAGGCGGTCCTCTCA S3PrIR3#5
34 5'-CCGTGACGGAGGCTGACCATGCCCATCCAT
31 5'-CCTCGAAGTCGACAGATAGTGAGTTTAAGG
28 5'-CCCATGCCATAGTAGTCACATCGGGTCTGC
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27 5'-CGGGCTAGCTGCAGATCTCTACAGTCCTCA
27 5' -GGGAGGAAGCTGTGTGCGCATTTAGACCCC
26 5'-~CGGAAGCATTCGGCAGGCATAACCAACGCT
25 5'-ACCGTGCTCTACTGGGGTGATCTCGTCCGT
25 5'-GGCCCGTCCTCAGTTGTCTCGACTCAGCCC
24 5'-GGACAGATAGGCGTGTTATTTCCTAACAGC
24 5'-CGGGACGAATACTCTGTTTTAGTCCTGGCT
24 5'-CGACAGGGCAAAATCGTCAAGGATTAACGC
24 5'-GGCATAGACTCATGCGTAGTAGGTCCCCGC
24 5'-CTATGCGCTGTTCGTCGTCGTCCGGTAGAC
T7Pro5/ T7Pro3 3425 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
42 5'-~GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCTAT (S3PrIR3#7)
40 5'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCT S3PrIR3#7
37 5'-ATTCCCACGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
30 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAT
29 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGTAATGGTGGGAAC
27 5'~ACGGCATCGGACATGACACCGTACCTGCTCT
24 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAGC
22 5'-ATCCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
21 5'-CCTCGGTTACGCCCCGATCGCAGGGTAACC
21 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGTGC S3T7IR3#5
20 5'-ACTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
19 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGGCCT | S3T7IR3#3
18 5'~AGCAGGGGCAGGTTGACACCGTACCTGCTCT
17 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGGAC
16 5'-ATTCCCATGCCCATGCCGCAATGGTGGGAAC
16 5'-CCAGCAACCATGACACCGTACCTGCTCTAT
15 5'-GCGGTGCGCTAGTGACACCGTACCTGCTCTAT
15 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAGTGGTGGGAAC
14 5'-GACGCAGGGGTCATTGACACCGTACCTGCTCT
Pro5/Pro3 191 5'-ACGGCACCGGACATGACACCGTACCTGCTCT S3PriR3#1
26 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
16 5'-TCACGCTCAGGTCATGACACCGTACCTGCTCT | S3PrIR3#3
13 5'-~CGGAAGCATTCGGCAGGCATAACCAACGCT
11 5'-AGCACGCCTGATTCAAAGGCGGTCCTCTCA S3PriR3#5
9 5'-GGGGCAATCAGAAACTATCGCACCTGGATG
8 5'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCT S3PriR3#7
7 5'~ACGGCACCGGACATGACACCGTATCTGCTCT
7 5'-GGCAAGTCACACCTGGTCTAGCAGATGGCT
6 5'-TGGCGGTAAATCGTATCCTGGATGGGTGAT
6 5'-ACGGACCTCACCGATATCGGCTTTTCCIGC
6 5'-CCCGACGCACTGTGCTCATTCTCAACTCGT
5 5'-GATCGCAAACGTAAATCCTGTTATGCTGC
5 5'-CCAATGTAGCCCCGACCCAGCCTTCCTACC
5 5'-CCACATCTCAGGATGCCGCACAGGAAGGCA
5 5'-CGTATGGACGTCGATGGGTCGAGGAATCCG
5 5'-CGTCGACCTCCCCGCCTCACTATGCGGTGG
5 5'~ACACCGGAATGTGCTGACCGCCCGGACGTC
5 5'-CCGCCTGCATTATGCGCATGGAACACCTGT
5 5'-CGACCGGGCTTTCCGACATACGTTACGTACG
T7Pro5/ T7Pro3 5424 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC S3T7IR3#1
96 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAT
88 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCIGGCCT | S3T7IR3#3
71 5'-ACTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
51 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTIGTGC S3T7IR3#5
46 5'-ATTCCCATGCCCATGCCGCAATGGTGGGAAC
43 5'-ATTCCCACGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
40 5'-ATCCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
34 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAGC
33 5'-ATTCCCATGCCTATGTCGCAATGGTGGGAAC
30 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGGAC
27 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGTAATGGTGGGAAC
21 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAATGGGGGGAAC
21 5'-ATTCCCATGCCCACGTCGCAATGGTGGGAAC
17 5'-ATTCCCATGCCCATGTCGCAGTGGTGGGAAC
17 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTITCTGTGCC | (S3T7IR3#5)
15 5'-GCCAGAACGCACCGATCGCAGGTTTCTGA
14 5'-ATTCTCATGCCCATGTCGCAATGGTGGGAAC
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13 5"'-GGCACGCGCATGACACCGTACCTGCTCT S3PriR3#7
13 5"'"-ATTCCCATGCCCGTGTCGCAATGGTGGGAAC

Tab. A10: Freie Enthalpien (AG) aller selektierten und analysierten Streptavidin-Aptamere mit
und ohne Primersequenz nach dem Zuker-Algorithmus (mfold)

AG AG
APETIET ohne Primersequenz mit Primersequnez

S1C8a -4,48 -11,67
S1C9s -3,81 -12,56
S1C10 -8,62 -9,87

S1C18 -10,29 -11,88
S1R10#1 -10,19 -12,74
S1R10#1a -10,40 -13,04
S1R10#2 -4,88 -10,88
S1R10#4 -5,98 -13,93
S1R10#6 -8,66 -10,50
S1R10#10 -13,57 -15,30
S2R3#1 -1,56 -8,81

S2R3#2 -1,21 -4,97

S3PriR3#1 -2,91 -9,51

S3PriR3#3 -3,79 -7,80

S3PriR3#5 -6,35 -10,66
S3PrIR3#7 -1,49 -6,81

S3T7IR3#1 -6,60 -10,89
S3T7IR3#3 -7,47 -15,41
S3T7IR3#5 -3,81 -15,34
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Abb. Al: Sekundarstrukturvorhersagen von Streptavidin-Aptameren aus a)der ersten SELEX
mit 10 Runden (S1) und b) der zweiten und dritten Selektion in je 3 Runden (S2 und S3) nach
dem Zuker-Algorithmus (mfold)
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Tab A11: Top 20 der dritten Runde der ,,Small molecules“-RNA-SELEX, Sequenzierung mittels

Solexa
Runde, Haufig- Sequenz
Zielmolekil keit q

3, Serotonin 17 5'-GTAGTCTTAATTACCTTCGATCACCGGTCGTGGTGGTCAT
14 5'-CCGATCATGTCGAGCTGTTTACGGTGTGGTTACCGTAACT
14 5'-GATAGAGCCCTTGTCTTGTCGAGCAAATATCGACATGGTA
14 5'-GTTGGCTCAACCGATCCGAATCAGGCGATCCCGATCTGAA
14 5'-GTTGGTCGGCACGCCTCTCGGACAGGAATCCGAGGGACGC
13 5'-AAGCCCTTGGCCGCAGCCGTGGGAGGTACTTGTATCTTAC
12 5'-TGGACACTCCACTTGCAGATCCGACGAATACGGTATCCTG
10 5'-ACACTCTAGTCTTACTAGCACTCGGTCGTGCTAGCGTTCG
10 5'-CGTGAAACTTTCGGATGTGGACCGAGCCCGATTTGCGAGC
10 5'-GCCCATAGGTCTTCGGTGGGTACCGTGTAGTGATGTACTA
10 5'-GCGTGCATTCTTGAATGCCCCTTGTGGTACTGAAGTACTA
9 5'-CTCTTGACTTTGATGACAGTGACGAGTTACTCACTGTCGG
9 5'-GACGGGCCGACTCGCTCATCCCAATGGATGAATCCATGAT
9 5'-GCGGTCCAATTCGTTGGGTCACCTAGGCTCGAGTAGCCGA
8 5'-CGTGAATTACTGTCGTATTTCAGCTTTGGTGACAACCTTT
8 5'-CTACTCGGAGCAAATATCCTTTCGCTATGCTTTCGCATGA
8 5'-CTCGTTTCCGAACCGCTACTTCCTCAGGAAGAAGACTATC
8 5'-GTTGTAAAACCGGGGTCAGCGTTACTGATTAACACCTCAT
7 5'-CATTCGTGCTCACGGTTGTGACGGCGCAGCTCGTTCTGCC
7 5'-GTTGTGACGAAACACGTAGTGGCAATATTCTTATGCTACT

3, Norepinephrin 180 5'-GTTGTGGACCTGAAGTAGAGCATGTTCGCTCGTCTTCGG
109 5'-GAGAGGCGTGACTTCTCCTAGACGGACATGCGTTCGTTT
106 5'-GCAGGATTCGTTCTGCACCTTTAATCGGTCGTATGACCTA
88 5'-GCGGAGCTTTTTACGTCTTCGTCGTTTGTTCGACGTTAAT
81 5'-TACGTGCTCATCACGGACTCGGCGATCATATTCACCATAT
56 5'-GCTCAACTGGCCTACGGAGGACCGTTGATAACTTTCCTCA
54 5'-CTGTGCCGTTTCGTCACAGTTTAGACACAAGGTGTCCACA
52 5'-GGATGGGTCATCCCTTTCGCGGAGAGGTAAAACTCGCCAG
52 5'-TAGCCTCCTCACATTTGTGTGGGAAGGTGAAAATAACCAT
51 5'-CTCGATCATTCAACTGAACGGGCTTTGCGCTAARAGCTCCT
48 5'-ACTAGCCTAGGTTAGCCTTGCGTACCCGAGGGACGGGTGA
48 5'-CGCGATCATTGCGTTTTACCGACAACTGTCGAATATTCAT
48 5'-GAGGTAGATTTAGAGGCCTCCTGAGCTACTAGTGTAGCAC
40 5'-ATAGGACGAAGTTGCTCGCCCGACCTTGGCCTTAATGGCG
40 5'-GGCTCTGTTTCATCCCTCATCCCTGTGTCTATTGACACCA
38 5'-ACTGAGACGCCTTTCGGTTGTGAGCCGACCACTTTTTGTG
38 5'-GCAGCCTCGGTGCCATAGATAGTCACTTTTGATCTATCAA
37 5'-GAGACGGTTACGCGTCCTTGGTCTCTACGATAGAGTCTAG
35 5'-CGCTGCCGAAGCGCCGAGGCAGGGATTGTTAGCCTGCACA
34 5'-GCGACCAATTATGCACCCCCCGTGGTTCAGGTCATGTAAC

3, Histamin

5"'-CACGGGAACCTATGGTCTATCGCGTTCTAAGTTTTTCTCT
5'-GACGCGGGTTGCTTAGATAGTGTCCTTAGGCGTGCTATCA
5"'-GCGATCGGGCACCTCGATCATTGTAGGATGTCATGGCAAT
5"'-GCGTCATTTAGGATCATTGTGAAGGCAGTAGGTCACTTCT
5'"-AACAACGTCTAGCTTTGGCAGCTCGTACCGGGAGTGTTAA
5'"-AACACTTGTCTGACGATTTCGCACTTAGACATGCAACTT

5"'-AACGGAGAGTTTCGACACCCCATGCACTGCTCTCTGAGCC
5'-AACGTAAAGAACAATAGGAGGATGGCGTCATTTATAAGC

5"'-AACGTAGTCGTCTCCTACGCCGAAGGGAGGGCATGTCGTT
5"'-ACAAGAGCCATCGTCAATAAGTAGCGGAGGGAGTACGCCA
5"'-ACACAAACGTGACAAGAGCTCTTTTGTAACGTCTGGTGCT
5'"-ACACTAATAGCTATGCTCTTCTCATTATTCGGTAACCGC

5'-ACCCAGCATTAGCCTCCGGCCCCACTTAGTCGTCGTGAAA
5"'-ACGATGCTGGCGTCCGTTCGGGACACTAGAAGATCTCTGG
5"'-ACGCCTCGTTTCCCTCGAAATCCGGCTTTGTTTGTTTTGT
5"'-ACGGCATAACTCACGTTGGCTCTAGTAATGCAACCAACCT
5'-ACGGGATCGCATGTTGCGAAGTTGCATCACGACTTGCCAT
5"'-ACGGGCATCGGGGAGGTTCGTGAGTCGTGAGATGCATGCA
5'-ACGGGCGACAGCTCCTAGTGGTGTTGTACTTGCCGGTCT

5"'-ACGTGGAGGATGTTTGTCGCGTCCCTTTATCTGATCCAGG

3, Dopamin

N~NOOAMAAMDNMDAMADNADNDNARADDANANADOOOAO

5'-CCAGCAGTATAAGTCGATGACCAACTTCCTAGGGCCAAGC
5"'-GCCCAGGACTTCCCACTCGATTCTTGTGTCCCGAATTCTA
5'-ACTACCAGATAGTAGCACTACGTGGATTGATAGTGTGTAG
5'-CACGAAGGTAGGAACTATTAGACCATGACTTTGAGTCCTC
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5'-CACTATGTTTGTCAGGCATGTTGATATGCCGTCTTGCTTA
5'-CCGACTACAATGGTCCACATGACTTTTGACTATACCGCAC
5'-CTCGATCGTGTTGTAAGATTTCCAGAAGTTTGGGGAATAC
5'-GACCACAGGGCCGCGACAACGTTAAGGGCTGAGCTACATT
5'-GGAGTCACTAACCAGGGTATGCAGCTAATGTAAGGGCTAT
5'-GGTAGGGTGATAATCAACGGGCTGTTGTACGACGGCATAA
5'-GTACATACTGGGTTCAAAAATAGCTTATTGATGTTGAAGT
5'"-TACTTACTGGTGAATGATATAATGGTAAGCTGCCATGCCA
5"'-TAGCCATCTGTCGTTGGTCTTAGTACCTCCAAGCCTCCCC
5"'-TAGGCAGAGTAGCAGGGTAGCCGCATGACTTATTCTAATA
5"'-TGGCCATGTATAGCCTCTGAACCTGCTCCACGCAGTTAT

5'-AAAAGGTGACAGATTTATCGGTAGGCATAAGCACCCGGG

5'-AACTGCAACATGATATTAGCGTGAACATTCGTTGTGCGGA
5'-AAGAGCTTGGTACGTGGTCTAGACACCATTTTTTTCCTTT
5"'-ACCAAGATCAGAGGATATTCCTGCTGACCGCCTGCTAGAA
5"'-ACCCCAAGCCTGTTAGTATGCTTGGACATGGACCGCAGGC

WWWWWWWWwwWwwWwwwwww-N

Tab. A12: Die haufigsten Sequenzen im Pool nach der dritten Selektionsrunde (blau,
F=forward), auch in komplementarer Orientierung (R=reverse), die als DNA-Templat fur die
in vitro-Transkription bestellt wurden, mit Primersequenz und T7-Promotor (schwarz),
identifiziert nach der Hochdurchsatzsequenzierung

Z'E|'.. Klon Sequenz
molekiil
DoplF  5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGCCAGCAGTATAAGTCGATG
ACCAACTTCCTAGGGCCAAGCC
DoplR  5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGGCTTGGCCCTA
. GAAGTTGGTCATCGACTTATA
Dopamin Dop2F  5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGGCCCAGGACTTCCCACTCG
ATTCTTGTGTCCCGAATTCTAC
Dop2R  5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGTAGAATTCGGG
ACACAAGAATCGAGTGGGAAGT
SerlF 5 ' _TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGGTAGTCTTAATTACCTTCG
ATCACCGGTCGTGGTGGTCATC
SerlR  5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGATGACCACCAC
. GACCGGTGATCGAAGGTAATTA
Serotonin - o o 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGCCGATCATGTCGAGCTGTT
TACGGTGTGGTTACCGTAACTC
Ser2R 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGAGTTACGGTAA
CCACACCGTAAACAGCTCGACA
His1F 5 ' _TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGCACGGGAACCTATGGTCTA
TCGCGTTCTAAGTTTTTCTCTC
His1R 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGAGAGARAAACT
o TAGAACGCGATAGACCATAGGT
Histamin

His2F 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGGACGCGGGTTGCTTAGATA
GTGTCCTTAGGCGTGCTATCAC

His2R 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGTGATAGCACGC
CTAAGGACACTATCTAAGCAAC

NorlF 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGGTTGTGGACCTGAAGTAGA
GCATGTTCGCTCGTCTTCGGCC
NorlR 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGCCGAAGACGAG
CGAACATGCTCTACTTCAGGT
Nor2F 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGGAGAGGCGTGACTTCTCCT
Norepi- AGACGGACATGCGTTCGTTTCC
nephrin Nor2R 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGAAACGAACGCA
TGTCCGTCTAGGAGAAGTCAC
Nor3F 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTTCCAACCGGAAGGCAGGATTCGTTCTGCACC
TTTAATCGGTCGTATGACCTAC
Nor3R 5'-GGGCTAACAGTGCGGTAACACGCACTGGAGGTCCGAAACCGGTAGGTCATACG
ACCGATTAAAGGTGCAGAACGA
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