
 

Selektion und Charakterisierung von RNA -
Aptameren zur Genregulation und 

Antibiotikatherapie  

 
Vom Fachbereich Biologie der Technischen Universität Darmstadt  

zur Erlangung des akademischen Grades eines Doctor rerum naturalium genehmigte  

 

Dissertation 

 

von Diplom-Biochemiker  

Karl Ludwig von Laer aus Detmold 

 

 

 

Erstberichterstatter: Prof. Dr. Beatrix Süß 

Zweitberichterstatter: Prof. Dr. H. Ulrich Göringer 

 

Tag der Einreichung: 1. November. 2012 

Tag der mündlichen Prüfung: 1. Februar 2013 

 

 

 

Darmstadt 2013 

(D17) 

 

 



i 
 

 

 

 

 

 

 

 

meinen Eltern 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Eine gefasste Hypothese gibt uns Luchsaugen für alles sie Bestätigende,  

und macht uns blind für alles ihr Widersprechende." 

 

Arthur Schopenhauer  

(Die Welt als Wille und Vorstellung, Zweiter Band, Zum zweiten Buch, Kapitel 19) 

http://de.wikiquote.org/wiki/Hypothese
http://de.wikiquote.org/wiki/Best%C3%A4tigung
http://de.wikiquote.org/wiki/Blindheit
http://de.wikiquote.org/wiki/Widerspruch


ii 
 

Danksagung  

Frau Prof. Dr. Beatrix Süß danke ich für die Möglichkeit, die Doktorarbeit in ihrem Labor durchführen 

zu können. Ich danke Ihr für die häufige Bereitschaft zur wissenschaftlichen Diskussion. Darüber 

hinaus danke ich ihr für das in mich gesetzte Vertrauen und den Freiraum, eigene Ideen 

auszuprobieren und zu verwirklichen. 

Herrn Prof. Dr. H. Ulrich Göringer danke ich für die freundliche Übernahme des Zweitgutachtens. 

Ich danke dem Suesslab für die schöne Arbeitsatmosphäre während der Frankfurter Zeit. Für 

anregende Gespräche rund um die Aptamere danke ich vor allem Alex und Markus sowie Julia und 

Michael. Alex danke ich außerdem für das Korrekturlesen meiner Arbeit. 

Ich danke Philip Wurm für den hilfreichen Austausch bei den Proteinpräparationen, Franca Klingler 

für die Diskussionen über die NDM1-Inhibition sowie Anna Wacker für die fröhliche Deoswitch-

Kooperation. 

Ich danke Herrn Prof. Dr. Günter Mayer und seiner Arbeitsgruppe für den lehrreichen Aufenthalt an 

der Universität Bonn. 

Ich danke meinen Praktikanten, Bachelor- und Diplomstudenten Flo, Ronni, Michael und Simon für 

die fruchtbare Zusammenarbeit und die Bereitschaft sich für meine Arbeit begeistern zu lassen. 

Ich danke der Stiftung Polytechnische Gesellschaft Frankfurt am Main für die ideelle und finanzielle 

Unterstützung im Rahmen des MainCampus Doktorandenstipendiums. 

Ich danke meiner Frau Anna-Victoria, die mich immer unterstützt hat. 

  



iii 
 

Inhalt  
1 Zusammenfassung .......................................................................................................................... 1 

2 Einleitung ....................................................................................................................................... 2 

2.1 Selektion von Aptameren ....................................................................................................... 2 

2.1.1 Pooldesign ...................................................................................................................... 2 

2.1.2 Selektion ......................................................................................................................... 3 

2.2 Genregulation durch Aptamere .............................................................................................. 6 

2.2.1 Synthetische RNA-Schalter ............................................................................................. 7 

2.2.2 Natürliche RNA-Schalter ................................................................................................. 7 

2.2.3 Purin-bindende RNA-Schalter ....................................................................................... 10 

2.3 Medizinische Anwendung von Aptameren ........................................................................... 12 

2.3.1 Stabilität ....................................................................................................................... 12 

2.3.2 Diagnostik ..................................................................................................................... 13 

2.3.3 Therapie ........................................................................................................................ 14 

2.4 Zielstruktur der in vitro Selektion ......................................................................................... 15 

2.4.1 Die Zellwand und PBP ................................................................................................... 16 

2.4.2 Bakterielle Resistenzfaktoren ....................................................................................... 16 

2.4.3 Erreger und Zielproteine ............................................................................................... 17 

2.5 Zielsetzung ............................................................................................................................ 18 

3 Ergebnisse .................................................................................................................................... 19 

3.1 Erste in vitro Selektion von RNA-Aptameren gegen TEM1 ................................................... 19 

3.1.1 Der initiale Pool ............................................................................................................ 19 

3.1.2 Vorbereitung des Zielproteins TEM1 ............................................................................ 21 

3.1.3 Die in vitro Selektion ..................................................................................................... 23 

3.1.4 Auswertung der Selektion ............................................................................................ 26 

3.1.5 Charakterisierung der Einzelsequenzen ........................................................................ 27 

3.2 Zweite in vitro Selektion ....................................................................................................... 30 

3.2.1 Der neue Initial-Pool ..................................................................................................... 30 

3.2.2 Neue Zielproteine ......................................................................................................... 31 

3.2.3 Verbesserte in vitro Selektion ....................................................................................... 33 

3.2.4 Auswertung der Selektion ............................................................................................ 33 

3.2.5 Anschlussselektionen.................................................................................................... 35 

3.2.6 Charakterisierung der Einzelsequenzen ........................................................................ 36 

3.2.7 Doped-Selex .................................................................................................................. 38 

3.2.8 Bindemotive in D909 .................................................................................................... 38 

3.2.9 Inhibitionstest D909 ..................................................................................................... 40 

3.2.10 Zusammenfassung der Selektionsergebnisse ............................................................... 41 

3.3 Heterologe Expression von RNA-Schaltern ........................................................................... 43 



iv 
 

3.3.1 Der Adenin-Schalter add ............................................................................................... 43 

3.3.2 Der Adenin-Schalter pbuE ............................................................................................. 45 

3.3.3 нΩŘD-Schalter in E. coli .................................................................................................. 46 

3.3.4 нΩŘD-Aptamere in B. subtilis ......................................................................................... 48 

3.3.5 Zusammenfassung RNA-Schalter .................................................................................. 49 

4 Diskussion ..................................................................................................................................... 51 

4.1 Selex I ................................................................................................................................... 51 

4.1.1 Kontinuität .................................................................................................................... 51 

4.1.2 Zeitaufwand .................................................................................................................. 52 

4.1.3 Unspezifische Anreicherung ......................................................................................... 53 

4.1.4 Kopplung an CNBr-aktivierte Sepharose ....................................................................... 54 

4.2 Selex II .................................................................................................................................. 54 

4.2.1 Aptamerogenität .......................................................................................................... 54 

4.2.2 NDM1-Selektion ........................................................................................................... 55 

4.2.3 Inhibitions-Selex ........................................................................................................... 56 

4.2.4 Einzelsequenzanalyse ................................................................................................... 57 

4.2.5 D909 doped Selex ......................................................................................................... 57 

4.2.6 D909 Minimalmotiv ...................................................................................................... 58 

4.2.7 D909 inhibiert NDM1 .................................................................................................... 58 

4.3 Heterologe Expression von RNA-Schaltern ........................................................................... 60 

4.3.1 Adeninabhängige Schalter ............................................................................................ 60 

4.3.2 нΩŘD-abhängige Schalter ............................................................................................... 62 

5 Material ........................................................................................................................................ 65 

5.1 Chemikalien .......................................................................................................................... 65 

5.2 Puffer .................................................................................................................................... 67 

5.3 Reaktionsansätze .................................................................................................................. 68 

5.4 Medien ................................................................................................................................. 70 

5.5 Oligonukleotide .................................................................................................................... 71 

5.6 Plasmide ............................................................................................................................... 72 

5.7 Stämme ................................................................................................................................ 74 

5.8 Geräte ................................................................................................................................... 74 

5.9 Enzyme ................................................................................................................................. 74 

6 Methoden..................................................................................................................................... 76 

6.1 Selex I ................................................................................................................................... 76 

6.1.1 Initialer DNA-Pool ......................................................................................................... 76 

6.1.2 In vitro Transkription .................................................................................................... 76 

6.1.3 Zielprotein an CNBr-aktivierte Sepharose koppeln ....................................................... 76 

6.1.4 Selektion mittels Affintätschromatographie ................................................................. 77 

6.1.5 Reverse Transkription und PCR ..................................................................................... 77 



v 
 

6.2 Selex II .................................................................................................................................. 78 

6.2.1 Initialer DNA-Pool ......................................................................................................... 78 

6.2.2 In vitro Transkription .................................................................................................... 78 

6.2.3 Zielproteine an magnetische Beads koppeln ................................................................ 79 

6.2.4 Selektion mittels magnetischer Beads .......................................................................... 79 

6.2.5 RT-PCR .......................................................................................................................... 80 

6.3 Auswertung der Selektionen ................................................................................................ 80 

6.3.1 Filterretention .............................................................................................................. 81 

6.3.2 Analyse der Einzelsequenzen ........................................................................................ 81 

6.4 Proteinexpression ................................................................................................................. 82 

6.4.1 Überexpression ............................................................................................................. 82 

6.4.2 Affinitätschromatographie ........................................................................................... 83 

6.5 -̡Lactamase Aktivitätstest ................................................................................................... 83 

6.6 -̡Galactosidase Aktivitätstest .............................................................................................. 84 

6.6.1 Klassische Methode in E. coli ........................................................................................ 84 

6.6.2 Hochdurchsatzmethode in E. coli (96well).................................................................... 85 

6.6.3 Klassische Methode in B. subtilis .................................................................................. 86 

6.7 Standardmethoden .............................................................................................................. 86 

6.8 Transformation in B. subtilis ................................................................................................. 87 

7 Anhang ......................................................................................................................................... 88 

7.1 Erste in vitro Selektion .......................................................................................................... 88 

7.2 Zweite in vitro Selektion ....................................................................................................... 90 

7.3 RNA-Schalter ........................................................................................................................ 94 

8 Literatur...................................................................................................................................... 109 

 

 



1 
 

1 Zusammenfassung 

RNA-Aptamere sind vielseitige Moleküle, die ein breites Spektrum von Liganden mit hoher Spezifität 

und Affinität binden, und die durch in vitro Selektion entwickelt werden. In dieser Arbeit werden die 

Möglichkeiten einer therapeutischen Anwendung von RNA-Aptameren als Antibiotika beschrieben. 

Nach jahrzehntelangem Einsatz von Antibiotika haben viele Bakterienstämme Resistenzen 

entwickelt, wodurch ein hoher Bedarf nach neuen Wirkstoffen besteht. Ein vor wenigen Jahren 

entdeckter Resistenzfaktor ist die Neu Dehli Metallo- -̡Lactamase NDM1, die sich in kurzer Zeit über 

die ganze Welt verbreitet hat. NDM1 spaltet Carbapeneme, die als Breitbandantibiotika der letzten 

Reserve lange Zeit zurückgehalten wurden. Die Selektion gegen NDM1 führte zu einer spezifischen 

Anreicherung von bindenden RNA-Sequenzen, die Einzelsequenz D909 zeigte dabei die besten 

BindungseigenschaftenΦ 9ƛƴ .ƛƴŘŜƳƻǘƛǾ ƛƳ рΨ-Bereich von D909 konnte identifiziert werden. D909 

inhibierte spezifisch NDM1 in einem nitrocefinbasierten Enzymaktivitätstest. Diese Studie zur RNA-

basierten Inhibition von NDM1 legt den Grundstein für neue Therapieansätze zur Bekämpfung 

multiresistenter Bakterien. Den evolvierenden Krankheitserregern wird durch die in vitro Selektion 

eine evolutive Antibiotika-Entwicklung entgegengesetzt. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurden neue Genschalter für prokaryotische Systeme entwickelt. 

Natürliche RNA-Schalter wurden auf regulatorische Aktivität in Nicht-Wirtorganismen untersucht. Die 

Adeninschalter add aus Vibrio vulnificus und pbuE aus Bacillus subtilis konnten in ein Escherichia coli 

basiertes Reportersystem implementiert werdenΦ 5ŜǊ нΩŘD-abhängige mfl-Schalter aus Mesoplasma. 

florum wurde in E. coli und in B. subtilis eingesetzt. In B. subtilis wurde durch den mfl-Schalter eine 

90%ige Repression der Reportergenaktivität erreicht. Dabei wurde die mfl-Aptamerdomäne in den 

xpt-Schalter integriert und so ein synthetischer RNA-Schalter aus natürlichen Komponenten 

entwickelt. Im Gegensatz dazu stand eine Variante von mfl, das künstliche hybrid-Aptamer. Dieses 

war in vitro bindungskompetent, besaß aber keine regulatorische Funktion in vivo. Am Beispiel der 

нΩŘD-Aptamere konnte gezeigt werden, dass helikale Bereiche und Tertiärstrukturelemente der 

Purin-Aptamere zwar mutiert werden können, ohne die charakteristische Faltung oder 

Bindungskompetenz in vitro zu beeinflussen. Die biologische Funktion des Aptamers dagegen ist 

sensibel von der Nukleotidsequenz abhängig. 



2 Einleitung  

Das zentrale Motiv der Arbeit ist die Entwicklung und Charakterisierung von RNA-Aptameren. Diese 

vielseitigen Moleküle binden eine breite Spanne von Liganden mit hoher Spezifität und Affinität. Sie 

können durch künstliche Selektion entwickelt werden, finden sich aber auch in der Natur, vor allem 

in der prokaryotischen Domäne des Lebens. Aptamere können als Genschalter, aber auch in der 

medizinischen Diagnostik und Therapie eingesetzt werden. In dieser Arbeit werden die Möglichkeiten 

einer therapeutischen Anwendung von RNA-Aptameren als Antibiotika beschrieben und neue 

Genschalter für prokaryotische Systeme entwickelt. Beide Teile der Arbeit sind in der synthetischen 

Biologie angesiedelt, in der molekularbiologische Bausteine und Konzepte kombiniert werden, um 

neue Funktionalitäten zu schaffen. 

2.1 Selektion von Aptameren  

Aptamere werden durch künstliche Selektion entwickelt. Die Methode der künstlichen Selektion wird 

in vitro Selektion oder Selex genannt. Selex steht für systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment und wurde 1990 zum ersten Mal beschrieben (1,2). Durch diese Methode werden aus 

einer Oligonukleotid-Bibliothek RNA- oder einzelsträngige DNA-Moleküle selektiert, die spezifisch an 

einen Liganden binden können. Diese Moleküle werden Aptamere genannt und zeichnen sich durch 

eine komplexe dreidimensionale Struktur aus, die durch die Nukleotidsequenz definiert wird. In 

dieser Arbeit wurden ausschließlich RNA-Selektionen durchgeführt. Mit Hilfe der Selex wurden 

bereits zahllose hochaffine und hochspezifische Aptamere entwickelt, deren Bindungseigenschaften 

vergleichbar mit monoklonalen Antikörpern sind (3). Die Entwicklung der Aptamere ist aber nicht wie 

bei monoklonalen Antikörpern an Organismen gebunden, sondern wird in vitro durchgeführt. Es 

kommen ausschließlich molekularbiologische Standardmethoden zum Einsatz wie Transkription, 

reverse Transkription und PCR. Dadurch ist die in vitro Selektion von Aptameren schneller und 

kostengünstiger als die Entwicklung monoklonaler Antikörper. Der erste Schritt der Selex ist das 

Design und die Herstellung eines initialen Pools. 

2.1.1 Pooldesign  

Die in vitro Selektion basiert auf einer Bibliothek von zufälligen RNA-Sequenzen, auch randomisierte 

Sequenzen oder RNA-Pool genannt. Bei der Selektion von Aptameren liegt die Länge der 

Zufallssequenz zwischen 30 und 70 Nukleotide (nt) (4). Die Anzahl an individuellen Sequenzen, die 

bei einer bestimmten Sequenzlänge n möglich ist, wird Sequenzraum genannt und berechnet sich 

aus der Anzahl der eingesetzten Nukleotide in n-ter Potenz. In dieser Arbeit wurde ein 50 nt langer 

randomisierter Pool (N50) verwendet mit einem Sequenzraum von 450. Das entspricht in etwa 

1,2 x 1030 Sequenzen oder rund 1 Mmol (106 mol). Bei einem Molekulargewicht von 30 000 g/mol 
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beträgt das Gesamtgewicht eines RNA-Pools über den gesamten Sequenzraum 30 000 Tonnen. Diese 

Menge würde einen kleinen Öltanker füllen und ist im Labormaßstab nicht handhabbar. In der Praxis 

hat sich gezeigt, dass etwa 1 nmol eines RNA-Pools für die in vitro Selektion ausreichend ist (4,5). Das 

liegt daran, dass nur wenige Nukleotide der N50-Sequenz an der Ligandenbindung beteiligt sind. Der 

Großteil der Nukleotide eines Aptamers ist für die Ausbildung von Sekundärstrukturen 

verantwortlich. Dabei kann die Sequenz variabel sein, solange sich spezifische Basenpaare bilden. 

Bindemotive mit beispielsweise zehn definierten Positionen werden durch 1 nmol eines N50-Pools 

mehr als ausreichend abgedeckt. Der Vorteil einer längeren Zufallssequenz ist, dass jedes kurze 

Motiv in verschiedenen Sequenzumgebungen präsentiert wird. Ein Motiv kann beispielsweise als 

zentrale Ausbuchtung in eine Haarnadelstruktur eingebettet sein (6,7) oder in einer Drei-Wege-

Kreuzung liegen (8). 

Die Zufallssequenz wird von konstanten Sequenzbereichen flankiert. Die konstanten Sequenzen 

werden für die PCR-Amplifikation und die in vitro Transkription benötigt. Weiterhin können die 

konstanten Bereiche mit Restriktionsschnittstellen oder anderen Funktionalitäten ausgestattet sein. 

Die konstanten Bereiche können auch die Struktur des Pools beeinflussen. Werden sie komplementär 

gewählt, werden Haarnadelstrukturen bevorzugt ausgebildet (4). In dieser Selektion wird das 

Pooldesign verwendet, das in Abbildung 1 dargestellt ist (9). Die konstanten Bereiche sind so 

gewählt, dass jeder für sich eine schwache Haarnadelstruktur ausbilden kann. Dadurch soll sich der 

N50-Bereich weitgehend unabhängig von den konstanten Bereichen falten, eine gemeinsame Faltung 

wird aber nicht ausgeschlossen (10). Die Poolsequenz beginnt mit einem CCAAG-Motiv, gefolgt von 

der T7-Promotorsequenz. Das CCAAG-Motiv ist eine optimierte Sequenz zur Steigerung der 

Transkriptionsrate (11). 

 

Abbildung 1: DNA-Pooldesign für in vitro Selektion von RNA-Aptameren. Rot: T7-tǊƻƳƻǘƻǊΣ DŜƭōΥ рΨ-konstanter Bereich, 
DǊǸƴΥ оΨ-konstanter Bereich, N50: randomisierter Bereich mit 50 nt Länge 

2.1.2 Selektion  

Der grundsätzliche Ablauf einer SELEX ist ein Zyklus von Selektion und enzymatischer Amplifizierung. 

Es handelt sich um einen evolutionsähnlichen Prozess, an dessen Ende wenige an den 

Selektionsparametern optimierte Sequenzen stehen. Die Selektion beginnt mit der Herstellung eines 

initialen RNA-Pools nach den zuvor beschriebenen Kriterien. Der initiale Pool wird in den ersten 

Selektionsschritt eingesetzt und mit der Zielstruktur inkubiert. Bisher wurden Selektionen gegen 

Zielstrukturen wie Proteine, kleine Moleküle, Ionen, aber auch ganze Zellen durchgeführt (3). Die 

Zielstruktur wird meist an einer Matrix immobilisiert, von der nach Inkubation die ungebundenen 

RNA-Spezies abgewaschen werden können. Spezies, die die Zielstruktur binden, verbleiben an der 
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Matrix. Sie werden eluiert und durch reverse Transkription, PCR und Transkription in den RNA-Pool 

der nächsten Selektionsrunde umgewandelt. In Abbildung 2 ist eine schematische Darstellung der 

Selex abgebildet. 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der in vitro Selektion, SELEX. Das Schema ist von oben links beginnend im 
Uhrzeigersinn zu lesen. Ein initialer RNA Pool wird mit der immobilisierten Zielstruktur inkubiert. Durch Waschen werden 
nicht-bindende RNA-Spezies aussortiert. Gebundene Spezies werden eluiert und zu einem neuen RNA Pool amplifiziert. 
Der neue angereicherte Pool wird dann wiederum mit der immobilisierten Zielstruktur inkubiert und der Zyklus 
wiederholt sich. Nach neun bis zwölf Zyklen wird der angereicherte Pool kloniert und sequenziert, um individuelle 
Aptamere zu charakterisieren. Abbildung variiert nach (3). 

Als Matrix werden verschiedene Materialien verwendet. Für Proteinselektionen können 

Nitrozellulose-Filter eingesetzt werden (5,12). Für Proteine und kleine Moleküle eignet sich aktivierte 

Sepharose, an die die Zielstruktur kovalent gebunden wird (8,13). Hierzu wird Bromcyan- (CNBr) oder 

auch Epoxy-aktivierte Sepharose verwendet. Die Selektion erfolgt dann durch 

Säulenchromatographie. Eine weitere Möglichkeit der Immobilisierung sind magnetische Sepharose-

Kügelchen (beads). Diese können ebenfalls Epoxy-aktiviert oder Streptavidin-beschichtet sein (14). In 

dieser Arbeit werden Streptavidin-beschichtete magnetische beads eingesetzt. Die Zielproteine 

werden biotinyliert und über die Biotin-Streptavidin-Bindung an den magnetischen beads 

immobilisiert. Neben Biotin-Streptavidin werden auch andere Affinitätsmarkierungen in der Selektion 

eingesetzt, beispielsweise GST-Fusionen (15). Die Selektion kann generell mit jedem Verfahren 
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durchgeführt werden, das freie RNA von RNA im Komplex mit dem Zielmolekül trennen kann. Dazu 

zählen Durchflusszytometrie (16,17), Gelverzögerung (18,19), Oberflächen-Plasmonresonanz (20), 

Zentrifugation (21) oder Kapillarelektrophorese (22). 

Das Waschen der Matrix ist wesentlich für die Stringenz der Selektion (23). Die Intensität und 

Häufigkeit der Waschschritte bestimmen, welcher Anteil der eingesetzten RNA an der Matrix 

verbleibt. In den ersten Runden wird meist sehr schonend und wenig gewaschen, um die Variabilität 

des Pools nicht zu schnell einzuschränken. Mit zunehmender Rundenzahl wird die Zahl der 

Waschschritte erhöht. Die Stringenz kann auch durch eine Veränderung des Waschpuffers gesteigert 

werden. In späteren Runden kann zum Beispiel der Salzgehalt der Pufferlösung geändert werden 

(24). Bei der Selektion gegen kleine Moleküle kann mit Derivaten des Zielmoleküls gewaschen 

werden, um die Spezifität des RNA-Pools zu steigern. 

Die Elution der gebundenen RNA-Spezies von der Matrix ist ein entscheidender Schritt der Selektion. 

Es gibt generell zwei Arten der Elution. Bei der spezifischen Elution wird mithilfe der Zielstruktur 

selbst eluiert (25,26). Die Matrix wird mit einem Überschuss der Zielstruktur in Lösung inkubiert, 

wodurch die RNA-Spezies von der Matrix gelöst werden und an die Zielstruktur in Lösung binden. 

Dieses Verfahren wird vor allem bei der Selektion von kleinen Molekülen durchgeführt. Die 

spezifische Elution bietet den Vorteil, dass die RNA-Sequenzen nach der gewünschten Funktion 

eluiert werden, nämlich der Bindung an die Zielstruktur. 

Die unspezifische Elution kann durch thermische (27) oder chemische (28) Denaturierung mit 8 M 

Harnstoff erfolgen. Die RNA-Sekundärstruktur, die für die Ligandenbindung notwendig ist, wird 

aufgelöst und sämtliche an der Matrix verbliebene RNA geht in Lösung. Wenn die Zielstruktur über 

Biotin-Streptavidin immobilisiert ist, kann ebenfalls thermisch eluiert werden. Bei 80°C löst sich die 

Biotin-Streptavidin-Bindung (29) und alle immobilisierten Zielstrukturen gehen in Lösung samt 

gebundener RNA-Spezies. Der Vorteil der unspezifischen Elution ist einerseits Zeitersparnis und 

andererseits der geringere Verbrauch an Zielstruktur. Ein Nachteil ist, dass auch RNA-Spezies eluiert 

werden können, die an die Matrix oder Gefäßwand binden.  

Beobachtet man eine Anreicherung unspezifischer Sequenzen im RNA-Pool, kann eine negative 

Selektion oder eine Gegenselektion (counter Selex) durchgeführt werden. Beide Selektionen werden 

unter gleichen Bedingungen wie die Hauptselex durchgeführt mit jeweils einer Änderung. In der 

negativen Selektion ist keine Zielstruktur an der Matrix immobilisiert (26). Statt der Elutionsfraktion 

wird mit der Waschfraktion der Selektion weitergearbeitet, in der sich die RNA-Spezies anreichern, 

die nicht an die Matrix oder Gefäßwand binden. In der Elution befinden sich RNA-Spezies, die an die 

Matrix binden. Die Waschfraktion der negativen Selektion wird direkt in die Hauptselektion 
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eingesetzt. Die Gegenselektion wird angewendet, um die Spezifität des Pools für das Zielmolekül 

gegenüber verwandten Strukturen zu steigern (30,31). Es wird eine Selektionsrunde gegen ein 

Derivat der Zielstruktur in die Selektion eingeführt. Wie bei der negativen Selektion wird auch hier 

mit der Waschfraktion weitergearbeitet. Die Elutionsfraktion wird verworfen, da die enthaltenen 

RNA-Spezies nicht spezifisch genug zwischen Zielstruktur und Derivat diskriminieren. 

Der letzte Schritt eines Selektionszyklus ist die Amplifikation des angereicherten RNA-Pools durch RT-

PCR und Transkription. Die Amplifikation trägt ebenfalls zu dem Ergebnis der Selex bei, da nicht alle 

Poolsequenzen gleich stark vervielfältigt werden (32). So kann es zu einer Anreicherung von Spezies 

im Pool kommen, die aufgrund ihrer Sequenz bevorzugt amplifiziert werden. Gleichzeitig können 

Spezies unterrepräsentiert sein, wenn sie eine stark ausgeprägte Sekundärstruktur besitzen, die die 

reverse Transkription verlangsamt. Der Pool sollte nach jeder Selektionsrunde in der 

Gelelektrophorese auf homogenes Laufverhalten geprüft werden. Überamplifikate bilden oft 

distinkte Banden aus, die von der Poolbande unterschieden werden können (10). Diese Spezies sind 

reine Amplifikationsartefakte und haben nicht die gewünschten Bindungseigenschaften. Dennoch, 

auch wenn keine Überamplifikate im Gel erkennbar waren, ist am Ende einer Selektion die häufigste 

Sequenz nicht notwendigerweise die mit den gewünschten Eigenschaften (33). 

Es werden so viele Zyklen der Selektion durchlaufen, bis sich die Affinität des RNA-Pools zum 

Zielprotein nicht mehr steigern lässt. In den meisten Fällen werden neun bis zwölf Zyklen benötigt. Es 

wurden aber auch Selektionen mit einem einzigen Zyklus (34) und bis zu 18 Zyklen (8) durchgeführt. 

Danach wird der angereicherte RNA-Pool in einen bakteriellen Vektor kloniert, um individuelle 

Sequenzen zu isolieren. Die Sequenzen werden auf gemeinsame Motive und Sekundärstrukturen 

untersucht und Ihre Bindungseigenschaften zum Zielprotein werden charakterisiert. Hierbei wird 

meist mit radioaktiv markierter RNA gearbeitet. Als Markierung wird in dieser Arbeit das sogenannte 

body labeling angewendet, bei der 32P markierte Nukleotide während der in vitro Transkription in die 

Sequenzen eingefügt werden (1,3). Radioaktiv markierte RNA ist in Protein-Bindungsstudien 

hochsensitiv detektierbar, zum Beispiel in Gelverzögerungsexperimenten oder Nitrozellulose-

Filterretentionen. 

2.2 Genregulation durch Aptamere  

Im Folgenden werden RNA-basierte Genregulationsmechanismen beschrieben, an denen Aptamere 

beteiligt sind. Aptamere sind die Grundlage synthetischer und natürlicher RNA-Schalter 

(riboswitches). Der Schwerpunkt in dieser Arbeit liegt auf den natürlich vorkommenden Purin-

Aptameren. Es soll zunächst ein Überblick über die Möglichkeiten Aptamer-basierter Genregulation 
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in synthetischen und natürlichen Systemen gegeben werden, dann wird die Klasse der 

Purinaptamere näher vorgestellt. 

2.2.1 Synthetische RNA-Schalter  

Aptamere aus in vitro Selektionen, die kleine Liganden binden können zur Genregulation eingesetzt 

werden. Das Tetrazyklin-Aptamer (8) beispielsweise wurde bereits vielseitig als synthetischer RNA-

Schalter eingesetzt. In Saccharomyces cerevisiae kann durch den Einsatz des Tetrazyklin-Aptamers 

die Translationsinitiation konditional reguliert werden (35,36). Weiterhin ist es möglich, mit dem 

Tetrazyklin-!ǇǘŀƳŜǊ {ǇƭŜƛǖŜƴ Ȋǳ ǊŜƎǳƭƛŜǊŜƴΦ YƭƻƴƛŜǊǘ Ƴŀƴ Řŀǎ !ǇǘŀƳŜǊ ƛƴ ǳƴƳƛǘǘŜƭōŀǊŜǊ bŅƘŜ ŘŜǊ рΨ-

Spleißstelle, kann diese konditional für das Spliceosom zugänglich gemacht werden (37). Die 

Ligandenbindung führt dann entweder zur Inhibition des Spleißens oder zum Überspringen des 

folgenden Exons (38). Andere Aptamere, die als künstliche RNA-Schalter verwendet wurden, binden 

Neomycin (39) oder Theophyllin (40,41).  

Alternativ können Aptamere durch in vitro Selektion mit viroiden selbstspaltenden Ribozymen  

kombiniert werden (42,43). Die Selektion der Schalter verlief mit dem Ziel, allosterische Ribozyme zu 

entwickeln, die sich abhängig von der Ligandenbindung spalteten. Solche allosterischen Ribozyme 

können zur konditionalen Genexpression in Bakterien (44), S. cerevisiae (19) und humanen Zelllinien 

(45,46) ŜƛƴƎŜǎŜǘȊǘ ǿŜǊŘŜƴΦ 5ƛŜ wƛōƻȊȅƳŜ ǿǳǊŘŜƴ ƛƴ ŘƛŜ оΩ- ƻŘŜǊ рΨ¦¢w ŜƛƴŜǎ wŜǇƻǊǘŜǊƎŜƴǎ ƪƭƻƴƛŜǊǘΦ 

In Anwesenheit des Liganden spaltet sich das Ribozym, wodurch die mRNA anfällig für Degradation 

wurde. Dadurch konnte eine Repression des Reportergens erreicht werden.  

Aptamere können jedoch auch zur Genregulation eingesetzt werden, ohne auf der mRNA einen RNA-

Schalter zu binden. Ein Beispiel dafür ist das TetR-bindende Aptamer, das die Genexpression auf 

transkriptioneller Ebene in E. coli reguliert (9). Es wurde eine in vitro Selektion gegen das bakterielle 

Repressorprotein TetR durchgeführt. Das darauffolgende in vivo Screening des angereicherten Pools 

resultierte in einem Aptamer, das eine TetR-kontrollierte Genexpression aktivieren kann. Das 

Aptamer verdrängt durch kompetitive bindung TetR aktiv von der Operator-DNA (47). In einer Studie 

konnte TetR-Aptamer basiert eine Reportergenexpression in Säugetierzellen induziert werden (48). 

2.2.2 Natürliche RNA -Schalter  

Natürliche RNA-Schalter wurden vor etwa zehn Jahren zum ersten Mal beschrieben. Die Einführung 

von Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethoden sorgte um die Jahrtausendwende für einen 

sprunghaften Anstieg der bekannten Genome. In prokaryotischen Genomen wurden durch 

bioinformatische Vorhersageprogramme zahlreiche mögliche Sekundärstrukturelemente identifiziert 

und als RNA-Schalter klassifiziert (49). Diese RNA-{ŎƘŀƭǘŜǊ ǿǳǊŘŜƴ ƛƴ ŘŜǊ рΩ¦¢w Ǿƻƴ Ƴwb! ƎŜŦǳƴŘŜƴ 

und zeichnen sich durch einen modularen Aufbau aus. Das erste Modul ist die Aptamerdomäne, das 
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zweite die Expressionsplattform. Bindet das Aptamer den spezifischen Liganden, unterläuft der RNA-

Schalter einen Konformationswechsel, der auch die Faltung der Expressionsplattform beeinflusst. Die 

veränderte Sekundärstruktur der Expressionsplattform induziert eine Modulation der Genexpression 

(50). Die Ligandenbindung führt bei einem An-Schalter zur Aktivierung der Genexpression, ein Aus-

Schalter reprimiert sie. 

Die Expressionsplattformen beeinflussen die Genexpression hauptsächlich durch zwei Mechanismen 

(51,52). Bei der transkriptionellen Regulation führt die Liganden-induzierte Konformationsänderung 

zur Ausbildung einer Terminatorstruktur, wie Abbildung 3A zeigt. Diese stabile Haarnadelschleife 

sorgt dafür, dass das naszierende mRNA-Transkript von der RNA-Polymerase abfällt und die 

Transkription abbricht. Die Geschwindigkeit der Polymerase definiert ein Zeitfenster für die 

Ligandenbindung. Nach Ablauf des Zeitfensters ist eine endgültige Entscheidung für die mRNA 

getroffen. Entweder bildet sich die Terminatorschleife und die Transkription bricht ab, oder die 

Ausbildung der Antiterminatorstruktur sorgt für die Fortsetzung der Transkription. Danach kann der 

RNA-Schalter die Genexpression nicht mehr beeinflussen. Zwischen Aptamer und 

Expressionsplattform befinden sich uridinreiche Sequenzen, an denen die Transkription verlangsamt 

ist. Diese Pausenstellen zögern die Entscheidung über den Abbruch der Transkription hinaus und 

geben Ligand und Aptamer zusätzliche Zeit für die Komplexbildung. Da die Geschwindigkeit der 

Polymerase und die Affinitätsrate kon des Liganden zum Aptamer die Schalterposition bestimmen, 

spricht man von einem kinetischen Schalter.  
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Abbildung 3: Funktion von RNA-Schaltern, schematische Darstellung. A transkriptioneller Repressor: Ohne Ligand bildet 
die naszierende mRNA eine Antiterminatorstruktur, die Transkription läuft weiter. Die Bindung des Liganden führt zur 
Ausbildung des Aptamers und des Terminators, die Transkription bricht ab. Da die Ausbildung des Terminators eine 
committed step Reaktion darstellt, ist die Reaktion nur bedingt reversibel dargestellt. B translationaler Aktivator: Ohne 
Ligand wird die Shine-Dalgarno Sequenz (SD) in einer Haarnadelschleife maskiert. Die Ligandenbindung induziert eine 
Umfaltung, die die SD-Sequenz für die 30S ribosomale Untereinheit zugänglich macht. Die Umfaltung ist reversibel. Zu 
den dargestellten Mechanismen gibt es jeweils auch die Gegenstücke Translationaler Repressor und transkriptioneller 
Aktivator. 

Der zweite Mechanismus reguliert die Genexpression auf translationaler Ebene (Abbildung 3B). Die 

Expressionsplattform befindet sich dafür unmittelbar stromaufwärts der kodierenden Sequenz. Die 

Ligandenbindung am Aptamer führt zur Ausbildung einer Haarnadelschleife, die die 

Ribosomenbindestelle (Shine-Dalgarno Sequenz, SD) maskiert. Die kleine ribosomale Untereinheit 

kann sich nicht an die mRNA anlagern und die Translationsinitiation ist inhibiert. Im Gegensatz zur 

transkriptionellen Regulation kann sich der Schalterzustand während der gesamten Lebenszeit der 

mRNA ändern. Die Konzentration des Liganden bestimmt über die Bindungskonstante KD das 

Gleichgewicht von An- und Aus-Konformation des Schalters. Translationale Schalter werden daher 

thermodynamische Schalter genannt.  

Natürliche RNA-Schalter regulieren zum großen Teil Gene und Operons des Metabolismus. Die 

Liganden der Schalter sind in der Regel Metaboliten (53,54). Sie regulieren in direkter Rückkopplung 

die Expression des Stoffwechselenzyms, dessen Substrat oder Produkt sie sind. Es wurden RNA-

Schalter für Aminosäuren (55), Nukleobasen und Nukleotide (56) gefunden, weiterhin für Cofaktoren 
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(57) oder sekundäre Botenstoffe (58). Andere Schalter binden Ionen wie Mg2+ oder F- (59,60) oder 

schalten als molekulare Thermometer temperaturabhängig (61). 

2.2.3 Purin -bindende RNA-Schalter  

In dieser Arbeit werden purinbindende RNA-Schalter untersucht. Diese Klasse von RNA-Schaltern 

wurde in vielen bakteriellen Spezies gefunden (56). Sie wurden bioinformatisch vorhergesagt und 

gezielt in Metabolit-regulierten Operons gesucht, bei denen der Regulationsmechanismus unbekannt 

war. Die Purin-Aptamere haben die charakteristische Sekundärstruktur einer T-Kreuzung, englisch: 

three-way-junction (53). In Abbildung 4 sind einige Purin-bindende Aptamere gezeigt. Das Basenpaar-

Muster der RNA-Sequenz mit drei Stämmen, zwei terminalen Schleifen und der zentralen Kreuzung 

ist bei allen Purin-Aptameren zu finden. Die Sequenzen dagegen sind nur in den terminalen Schleifen 

und im Kreuzungsbereich konserviert. In Ligand-gebundener Form ähnelt das Aptamer der Form 

einer Stimmgabel (62). Purine binden im zentralen Kreuzungsbereich und werden von der 

Bindetasche völlig umschlossen. Der Ligand bildet mit insgesamt vier Nukleotiden im 

Kreuzungsbereich des Aptamers Bindungen aus (Abbildung 4A-D)Φ ±ƻƴ рΨ ƴŀŎƘ оΩ ƎŜƭŜǎŜƴ ƘŀƴŘŜƭǘ Ŝǎ 

sich um die erste Position von J1/2, sowie die zweite und vorletzte Position von J2/3. Besonders ist 

die Bindung mit dem Nukleotid an Position 74 in J3/1: Ligand und Aptamer bilden ein Watson-Crick 

Basenpaar. Eine nichtkomplementäre Mutation dieses Nukleotids führt zum Verlust der 

Ligandenbindung. Erstaunlicherweise kann die Ligandenspezifität des Aptamers durch die Mutation 

verändert werden. Aus einem Guanin-Aptamer wird durch die Mutation von C nach U ein Adenin-

Aptamer (63).  

Ein wichtiges Tertiärstruktur-Element der Purinaptamere ist die Interaktion der terminalen Schleifen 

L1 und L2, die englisch loop loop interaction genannt wird. Die gesamte Aptamerstruktur wird durch 

diese Interaktion organisiert und die Ligandenbindung unterstützt (64). Die loop loop interaction ist 

ein unabhängiges Strukturmerkmal, das sich auch in Abwesenheit des Liganden (53) oder auch der T-

Kreuzung (65) ausbildet. Die Aptamerdomäne der Purinschalter hat eine konservierte Struktur, die 

Expressionsplattformen sind dagegen variabel. Es gibt Beispiele für An- und Aus-Schalter und sowohl 

transkriptionell als auch translational regulierende Purin-Schalter (56).  
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Abbildung 4: A-D Sekundärstrukturen der bezeichneten Aptamere, rot: zentraler Kreuzungsbereich, Blau: terminale 
Schleifen, Grün: Ligand. In Fett sind die Stämme P1 bis P3, die terminalen Schleifen L1 und L2, sowie die Verbindungen 
J1/2 - J3/1 bezeichnet. Die Nummerierung erfolgt nach dem natürlichen Transkriptionsstart von xpt (53), die 
Nummerierung der anderen Aptamere ist daran angepasst. E Alignierte Aptamer-Sequenzen, Sekundärstrukturen P1-P3 
sind durch Kästen gekennzeichnet. Der Stern markiert die Position des Nukleotids mit Watson-Crick-Bindung zum 
Liganden. 

In dieser Arbeit werden die Adenin-bindenden An-Schalter add aus Vibrio vulnificus und pbuE aus 

Bacillus subtilis verwendet. Dabei ist add ein translational und pbuE ein transkriptionell regulierter 

Schalter. Weiterhin werden die transkriptionellen Aus-Schalter xpt aus B. subtilis und mfl aus 

Mesoplasma florum eingesetzt. Der xpt-Schalter bindet Guanin, mfl нΩ-5ŜƻȄȅƎǳŀƴƻǎƛƴ όнΩŘDύΦ 5ƛŜ 

benannten Schalter regulieren die ƛƴ оΨ liegenden Gene, die sämtlich für Proteine des Purin-

Stoffwechsels codieren (siehe Tabelle 1). Das hybrid-Aptamer ist eine rational designte Kombination 

aus xpt und mfl (66). Die Bindungstasche stammt aus mfl, das restliche Aptamer basiert auf der xpt-

Sequenz, wobei die Stämme mit zusätzlichen GC-Basenpaaren stabilisiert sind. Der Sequenzvergleich 

der Aptamere in Abbildung 4E zeigt viele Übereinstimmungen zwischen add, pbuE und xpt. Die 

Aptamere stimmen vor allem in den terminalen Schleifen und dem Kreuzungsbereich überein. Mfl 

dagegen hat im Kreuzungsbereich eine komplett andere Sequenz, die Nukleotide der 
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Ligandenbindung sind nicht konserviert. Die terminale Schleife L2 von mfl ist verkürzt, weist aber die 

konservierte Sequenz für die tertiäre Interaktion mit L1 auf. Der P1-Stamm von mfl ist dafür ähnlich 

zu xpt und add, pbuE dagegen hat einen deutlich kürzeren P1-Stamm. In Tabelle 1 sind die 

wesentlichen Merkmale der Schalter zusammengefasst. Die KD-Werte sind aus der Literatur 

übernommen (51,56). 

Tabelle 1: Eigenschaften der verwendeten RNA-Schalter 

Name add pbuE xpt mfl 

Ligand Adenin Adenin Guanin нΨ-Deoxyguanosin 

KD in nM 300 300 5 80 

reguliert Translation Transkription Transkription Transkription 

An/Aus An An Aus Aus 

Reguliertes Gen Adenin 
Deaminase 

Adenin Exporter Phosphoribosyl 
Transferase 

Ribonukleotid 
Reduktase 

Organismus V. vulnificus B. subtilis B. subtilis M. florum 

 

 

2.3 Medizinische Anwendung von Aptameren  

Aptamere können auch im medizinischen Bereich eingesetzt werden. In diagnostischen Verfahren, in 

denen Antikörper eingesetzt werden, stellen Aptamere eine Alternative dar. Weiterhin gibt es 

vielversprechende Ansätze zur Therapie mit Aptameren. Der limitierende Faktor, der allerdings 

zunächst bei der medizinischen Anwendung überwunden werden muss, ist die geringe Stabilität von 

RNA.  

2.3.1 Stabilität  

Der Einsatz von RNA wird oft durch ihre geringe Stabilität limitiert. Die Instabilität der RNA wird 

ƘŀǳǇǘǎŅŎƘƭƛŎƘ ŘǳǊŎƘ ŘƛŜ нΩhI-Gruppe der Ribose verursacht. Sie ermöglicht eine hydrolytische 

{ǇŀƭǘǳƴƎ ŘŜǊ 9ǎǘŜǊōƛƴŘǳƴƎ Ǿƻƴ tƘƻǎǇƘŀǘ ǳƴŘ оΩ-C der Ribose. Die Spaltung ist bei alkalischem pH-

Wert und einer in line Konformation des RNA-Rückgrats begünstigt (67). Diese Konformation wird vor 

allem von flexibler ssRNA eingenommen, deutlich seltener von gefalteter dsRNA. Die 

Spaltungsreaktion kann deshalb auch zur Strukturbestimmung eingesetzt werden. Inkubiert man RNA 

für mehrere Tage bei Raumtemperatur und analysiert sie dann durch hochauflösende Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (PAGE), treten Spaltprodukte bestimmter Längen häufiger auf. Anhand des 

Spaltmusters können Rückschlüsse auf die Sekundärstruktur der RNA gezogen werden.  
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Zusätzlich zur intrinsischen Instabilität der RNA wird die Spaltungsreaktion von einer Fülle von 

Ribonukleasen (RNasen) katalysiert. Sie finden sich im menschlichen Blutplasma (68) und werden von 

Bakterien sezerniert (69,70). Die Halbwertszeit unmodifizierter RNA in Blut beträgt in manchen Fällen 

lediglich zwei Minuten (71). Um eine medizinische Anwendung der RNA in biologischen Systemen zu 

ermöglichen, muss sie durch chemische Modifikationen stabilisiert werden. Weiterhin können 

Aptamere mit hochmolekularem Polyethylenglycol (PEG) konjugiert werden, um ihre Ausscheidung 

durch die Nieren zu verlangsamen (72). 

Die Möglichkeiten zur Stabilisierung von RNA durch chemische Modifikationen sind vielseitig (73). 

Fortschritte in der Synthese modifizierter RNA-Moleküle haben ihre Herstellung effizienter, 

verlässlicher und günstiger gemacht (74). In klinischer Anwendung wurden folgende Modifikationen 

bislang eingesetzt. Eine der ersten Modifikationen war der Austausch eines Phosphat-Sauerstoffs, 

der nicht an der Phosphodiesterbindung beteiligt ist, gegen Schwefel (75). Gute Erfolge wurden 

ŘǳǊŎƘ aƻŘƛŦƛƪŀǘƛƻƴ ŘŜǊ нΩhI-Gruppe erzielt (74,76). Eine Subsǘƛǘǳǘƛƻƴ ŘŜǊ нΩhI-Gruppe durch eine 

нΨ-Fluoro- ƻŘŜǊ нΩ-O-methyl-Gruppe stabilisiert die RNA und schützt vor dem Abbau durch RNasen 

(77). In manchen Fällen ist bereits eine Modifikation am оΨ- ǳƴŘ рΨ-Ende mit jeweils einem 

Deoxyribonukleotid für eine Stabilisierung ausreichend (78). Noch stabilere Aptamere können aus 

locked nucleic acids (LNA) generiert werden (79). Bei dieser Modifikation führt der Einbau einer 

aŜǘƘȅƭŜƴōǊǸŎƪŜ ǾƻƳ нΩh ȊǳƳ пΩ/ ŘŜǊ wƛōƻǎŜ Ȋǳ ŜƛƴŜƳ ōƛŎȅŎƭƛǎŎƘŜƳ wƛōƻƴǳƪƭŜƻǘƛŘΦ Bei den 

genannten Modifikationen bleibt die RNA-ǘȅǇƛǎŎƘŜ оΩ/-endo Konformation der Ribose erhalten. 

Watson-Crick-Baasenpaarungen bleiben begünstigt und die Bindungseigenschaften des Aptamers 

werden nicht beeinflusst.  

Eine elegante Variante der Stabilisierung ohne neue chemische Gruppen einzufügen ist der Einsatz 

von enantiomerer L-RNA (80,81). Aptamere aus L-RNA werden auch Spiegelmere genannt. Die 

Entwicklung eines Spiegelmers erfolgt durch in vitro Selektion mit natürlicher RNA gegen das 

Enantiomer des Zielmoleküls, etwa ein aus D-Aminosäuren synthetisiertes Protein. Das Spiegelmer 

des selektierten Aptamers bindet dann das natürliche Protein, ist aber vor dem Abbau durch RNasen 

geschützt. Eine Alternative zur chemischen Modifikation ist die ex vivo Applikation (82). Hierbei 

werden dem Patienten Zielzellen entnommen, genetisch modifiziert und wieder in den Patienten 

gegeben. Die genetische Modifikation erfolgt über virale Vektoren, die die Expression der 

therapeutischen RNA im Organismus gewährleisten.  

2.3.2 Diagnostik  

Die Möglichkeiten der chemischen Modifikation von Aptameren wurden im letzten Abschnitt 

beschrieben. Der modulare Aufbau der Aptamere ermöglicht darüber hinaus die Immobilisierung auf 

diverse Träger- oder Oberflächenmaterialen. Diese Eigenschaften begünstigen den Einsatz von 
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Aptameren als Biosensoren für array-Technologien. Die Kopplung von molekularer Erkennung durch 

Aptamere mit einer Signalgenerierung ermöglicht die Entwicklung vielseitiger Detektionssysteme. Die 

meisten Technologien beruhen auf optischer Detektion von Fluoreszenz-markierten Aptameren 

(83,84). Andere Detektionsmethoden basieren auf Elektrochemie (85), oder Nanopartikeln (86,87). 

Ein frühes Beispiel ist ein Biosensor, der IgE Antikörper erkennt (88). IgE-bindende DNA-Aptamere 

werden kovalent auf eine goldbeschichteten Quarzkristall-Oberfläche aufgebracht. Die Detektion 

erfolgt optisch durch Oberflächenplasmonresonanz. Durch dieses Verfahren kann das 

Molekulargewicht der auf der Oberfläche gebundenen Moleküle bestimmt werden, weshalb das 

Verfahren auch als molekulare Waage (microbalance) bezeichnet wird. Die Sensitivität der Waage 

reicht aus, um den Aptamer-IgE Komplex von freiem Aptamer zu unterscheiden. 

Ein Beispiel für eine elektrochemische Signaltransduktion sind die sogenannten E-AB Sensoren gegen 

Kokain (89), Thrombin (90) oder PDGF, englisch: platelet derived growth factor (91). Die 

ŜƴǘǎǇǊŜŎƘŜƴŘŜƴ !ǇǘŀƳŜǊŜ ǎƛƴŘ Ƴƛǘ ŘŜƳ рΨ-Ende auf eine Oberfläche aufgebracht, die als Elektrode 

fungiert. Daǎ оΨ-Ende ist mit einem Redox-Reporter versehen, zum Beispiel Methylenblau. Durch die 

Ligandenbindung wird eine Umfaltung des Aptamers induziert, die den Redox-Reporter in räumlicher 

Nähe zur Elektrode fixiert und einen effizienteren Elektronentransfer ermöglicht. Die 

Ligandenbindung kann durch einen erhöhten Stromfluss detektiert werden. 

Eine wichtige Weiterentwicklung der Aptamer-basierten Diagnostik ist die gleichzeitige Detektion 

von mehreren Zielmolekülen. Der bislang erfolgreichste Ansatz wurde von Gold et al. entwickelt 

(92,93). Durch einen aptamerbasierten Proteom-array konnten 813 Proteine gleichzeitig aus einer 

Blutprobe nachgewiesen werden. Die verwendeten Aptamere bestanden aus modifizierten 

Desoxynukleotiden. Der array wurde an Blutproben von Patienten mit Lungenkrebs oder 

chronischem Nierenversagen getestet. Die aptamerbasierte Proteom-Analyse lieferte für diese 

Krankheiten wertvolle Biomarker. 

2.3.3 Therapie  

Aptamere können auch in der therapeutischen Anwendung ähnlich wie monoklonale Antikörper 

eingesetzt werden. Aptamere haben allerdings einige Vorteile gegenüber Antikörpern (72). Durch die 

in vitro Synthese können Aptamere in großem Maßstab reproduzierbar und ohne biologische 

Kontaminationen hergestellt werden Dabei ist die Produktion billiger und ohne den Einsatz von 

Tiermodellen möglich. Sie sind kleiner als Antikörper und können daher besser in biologische 

Kompartimente aufgenommen werden. Außerdem besitzen sie eine geringere Immunogenität. 

Gegenüber anderen RNA-basierten Therapeutika wie miRNAs können Aptamere gegen intra- und 

extrazelluläre Ziele entwickelt werden. Gerade extrazelluläre Ziele sind attraktiv, da Aptamere dann 
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nicht die Zellwand überwinden müssen. Aptamere als Therapeutika in klinischen Studien sind gegen 

Augen- und hämatologische Krankheiten, sowie gegen Krebs und virale Krankheiten gerichtet 

(94,95). Wichtig für ein erfolgreiches Aptamer sind vor allem eine hohe Affinität und Spezifität zum 

Zielmolekül, sowie eine lange Halbwertszeit im gewünschten biologischen Kompartiment. 

Aptamere gegen eine Vielzahl von Zielproteinen von klinischem Interesse sind bereits beschrieben, 

bis jetzt hat allerdings nur ein einziges Aptamer Marktreife erlangt. Es handelt sich um ein 

modifiziertes Aptamer der Firma Eyetech/Pfizer, das den vaskulären Endothel-Wachstumsfaktor 

VEGF bindet und zur Behandlung von altersbedingter Makuladegeneration (AMD) eingesetzt wird 

(96). Es verhindert die Interaktion von VEGF mit seinen Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 mit einer 

Inhibitionskonstante IC50 von 49 pM (97). Es verlangsamt den AMD-bedingten Sehverlust, der durch 

die anomale Bildung von Blutgefäßen eintritt. Dieses Aptamer wird intravitreal verabreicht und ist 

damit geringerer Degradation ausgesetzt als im Blut. Es besteht ŀǳǎ нΨ-Fluoro-tȅǊƛƳƛŘƛƴŜƴ ǳƴŘ нΨ-

OMe-tǳǊƛƴŜƴΣ ȊǳǎŅǘȊƭƛŎƘ ƛǎǘ Řŀǎ оΨ-9ƴŘŜ Ƴƛǘ ŜƛƴŜƳ ƛƴǾŜǊǘƛŜǊǘŜƴ bǳƪƭŜƻǘƛŘ ǾƻǊ оΨ-Exonuklease-Abbau 

geschützt. Das Aptamer ist mit 40 kDa PEG konjugiert, um die Verteilung im Gewebe zu 

verlangsamen.  

Weitere Aptamere befinden sich in klinischen Phase II Versuchen. Die REG1 duale Aptamer-Therapie 

der Firma Regado Biosciences richtet sich gegen das akute Koronarsyndrom (98). Das Aptamer RB006 

bindet den Coagulationsfaktor IXa, das zweite Aptamer RB007 wirkt als Antidot. Es bindet an RB006 

und hebt dessen Wirkung auf. Aptamere können ebenfalls als zelltypspezifische Transportvehikel für 

andere Therapeutika verwendet werden etwa für siRNA (99,100), Enzyme (101) oder 

Krebsmedikamente (102,103). Das Protein PSMA (prostate-specific membrane antigen) 

beispielsweise ist ein Oberflächenmarker von Prostatakrebszellen, der konstitutiv internalisiert wird 

(104). Das Aptamer A10 bindet PSMA mit nanomolarem IC50 Wert (105). Über die Bindung an A10 

konnte das Krebsmedikament Doxorubicin, das Nukleinsäuren bindet, direkt in Krebszellen 

transportiert werden (106). Nachdem die therapeutischen Einsatzmöglichkeiten von RNA-Aptameren 

beschrieben wurden, soll im nächsten Abschnitt die Zielstruktur der in vitro Selektion dieser Arbeit 

vorgestellt werden, die für den bakteriellen Zellwandaufbau verantwortlichen Penicillin-

Bindeproteine (PBP). 

2.4 Zielstruktur  der in vitro  Selektion  

Die bakterielle Zellwand ist die Zielstruktur, gegen die über die Hälfte aller zugelassener Antibiotika 

gerichtet ist (107), die ̡ -Lactame. Da allerdings zu jedem neu zugelassenen Antibiotikum bereits eine 

bakterielle Resistenz beschrieben wurde, gibt es einen ständigen Bedarf an neuen Antibiotika-

Klassen (108). Diese Arbeit liefert eine Konzeptstudie zur Inhibition von bakteriellen 
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Resistenzfaktoren durch RNA-Aptamere. Im Folgenden werden die Zellwandsynthese und bakterielle 

Resistenzen sowie die Zielproteine für die in vitro Selektion vorgestellt. 

2.4.1 Die Zellwand und PBP  

Die Zellwand bietet als Zielstruktur zwei Vorteile (109): Erstens ist sie eine rein bakterielle Struktur, 

sodass Wirkstoffe nur geringe Nebenwirkungen auf den humanen Organismus haben. Zweitens 

müssen Wirkstoffe nicht in die Erregerzellen eindringen, sondern wirken extrazellulär. Den 

Zellwandaufbau zu inhibieren ist für Bakterien tödlich, da sie durch ihre Zellwand dem hohen 

intrazellulären osmotischen Druck standhalten. Die Zellwand besteht aus Peptidoglycan, gebildet 

durch polymere Glycanstränge, die über Oligopeptide miteinander quervernetzt sind (110). Der 

Zellwandaufbau wird durch die Penicillin-Bindeproteine (PBP) katalysiert. Sie polymerisieren die 

Glycansstränge als Transglycosylasen und vermitteln als Transpeptidasen die Vernetzung der Stränge 

zu einer dreidimensionalen Matrix. Die Transpeptidase ist die Penicillin-Bindedomäne (PBD), die, wie 

der Name schon sagt, der Angriffspunkt von Penicillin und anderen ̡-Lactam-Antibiotika ist. 

PBPs kommen in diversen Formen in Bakterien vor und jede Art hat ihr individuelles Set, bestehend 

aus mehreren PBPs (111). Die PBPs werden nach ihrer Größe in hochmolekular und niedermolekular 

unterteilt. Allen gemeinsam ist die konservierte PBD. Hochmolekulare PBPs besitzen daneben noch 

eine Transglycosylase-Domäne, sowie einen Transmembrananker. Die niedermolekularen PBPs 

haben keine Transglycosylasen und sind nicht Membran-gebunden, sondern mit dem Peptidoglycan 

assoziiert. Die PBD hat eine Größe von etwa 30 kDa und besteht ihrerseits aus zwei Subdomänen. 

Das aktive Zentrum liegt an der Kontaktstelle der beiden Domänen und wird von neun konservierten 

Aminosäureresten gebildet (112). Das aktive Zentrum kann als doppeltes Lysin-Serin System 

betrachtet werden, in dem Acylierung und Deacylierung stattfinden.  

Die PBD kann statt einer Trans- auch eine Endopeptidase sein, ein Enzym zur Spaltung von 

Peptidbrücken. Endopeptidasen sind wichtig für morphologische Veränderungen der Zelle, 

beispielsweise während der Teilung (113). Andere PBD dienen als Sensordomänen von -̡Lactam-

Rezeptoren, die die Expression von Resistenzfaktoren induzieren (114). Zu den PBD gehören auch die 

-̡Lactamasen, die paralog zu Transpeptidasen sind (115)Φ ʲ-Lactamasen sind zwar strukturell 

verwandt, werden aber nicht von ̡-Lactamen inhibiert, sondern neutralisieren sie. 

2.4.2 Bakterielle Resistenzfaktoren  

Die ̡ -Lactam-Antibiotika ahmen das natürliche Substrat R-D-Ala-D-Ala des Oligopeptids nach, bilden 

aber einen langlebigen Enzym-Acyl-Komplex, der das Enzym blockiert. DŜƎŜƴ ŘƛŜ ±ƛŜƭȊŀƘƭ Ǿƻƴ ʲ-

Lactam-Antibiotika haben Bakterien eine ebenso viele Resistenzfaktoren entwickelt, um in 

Anwesenheit von ̡ -Lactamen weiterhin Zellwandsynthese betreiben zu können (115). Die 
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Resistenzfaktoren beschränken sich allerdings auf wenige Mechanismen: Bei Gram-negativen 

Bakterien werden ̡ -Lactame aktiv über die äußere Membran exportiert, die für -̡Lactame nur 

eingeschränkt permeabel ist. Ein weiterer Mechanismus Gram-positiver und -negativer Bakterien ist 

der aktive Abbau des AntibioǘƛƪǳƳǎ ŘǳǊŎƘ ʲ-Lactamasen. Darüber hinaus haben viele Bakterien 

Transpeptidasen entwickelt, die eine sehr geringe Affinität für -̡Lactame besitzen und somit 

unempfindlich für das Antibiotikum sind. Die Resistenzmechanismen lassen sich mit vier 

Schlagwörtern zusammenfassen: Aufnahme, Affinität, Abbau und Export. 

2.4.3 Erreger und Zielproteine  

Die Klasse A ̡-Lactamasen wurden bereits früh in der Geschichte der Antibiotikaresistenzen entdeckt 

(116). Vertreter dieser Klasse wurden als erstes als ESBL (extended spectrum beta lactamases) 

eingestuft (117). Sie treten vornehmlich in Gram-negativen Bakterien auf. Die erste beschriebene 

Klasse A ̡-Lactamase war TEM1, benannt nach dem Patienten, aus dem der resistente Stamm isoliert 

wurde (118). TEM1 gehört zu den am weitest verbreiteten ̡-Lactamasen und wird auch als 

Ampicillin-Resistenzmarker auf Plasmiden in der Molekularbiologie eingesetzt. Es ist der evolutionäre 

Ausgangspunkt von mittlerweile über 200 beschriebenen Varianten (119). TEM1 ist das erste 

Zielprotein der Arbeit, da es weit verbreitet ist und eine der wichtigsten Gruppen bakterieller 

Resistenzfaktoren repräsentiert.  

Der multiresistente Erreger Staphylococcus aureus besitzt mehrere Resistenzmechanismen. Zunächst 

traten Penicillin-resistente Stämme auf, die ̡-Lactamasen besaßen. Methicillin wurde als neues 

Antibiotikum eingeführt, das nicht durch ̡-Lactamasen gespaltet wird. Kurze Zeit später wurde der 

erste Methicillin-resistente Stamm isoliert (120). Diese Methicillin-resistenten S. aureus Stämme 

(MRSA) sind extrem gefährlich, da sie praktisch gegen alle -̡Lactame resistent sind und es kaum 

alternative Behandlungen gibt. Neben den vier konstitutiven PBP exprimieren MRSA Stämme ein 

fünftes PBP (PBP2A) ausschließlich in Anwesenheit von -̡Lactamen (121). PBP2A ōƛƴŘŜǘ ʲ-Lactame 

mit sehr schwacher Affinität und kann nicht durch -̡Lactame blockiert werden (122,123). 5ƛŜ ʲ-

Lactam-Sensordomäne MecRI vermittelt diese Resistenzantwort der Zelle und ist ein Zielprotein 

dieser Arbeit (114). 

In Enterokokken übernimmt das hochmolekulare PBP5 die Transpeptidasefunktion in Anwesenheit 

von -̡Lactamen. PBP5 aus Enterococcus faecium gehört zur gleichen Untergruppe wie PBP2A aus 

S.aureus (124) und zeichnet sich durch eine ähnlich geringe Bindungsaffinität zu -̡Lactamen aus 

(125). Außerdem wurden Stämme mit ̡-Lactamasen und vancomycinresistente Stämme (VRE) 

isoliert, die bei Krankenhausinfektion eine immer größere Rolle spielen (126). In dieser Arbeit wird 

ŜƛƴŜ {ŜƭŜƪǘƛƻƴ ƎŜƎŜƴ ŜƛƴŜ ŘŜǊ ƴƻŎƘ ǎŜƭǘŜƴŜƴ ʲ-Lactamasen aus E. faecium durchgeführt. 
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Pneumokokkenstämme, die ̡-Lactamasen exprimieren oder auf zusätzliche PBP mit niedriger 

Affinität zurückgreifen können, wurden noch nicht isoliert. Dafür exprimieren sie konstitutiv mehrere 

Varianten ihrer PBP, die schwach affin ŦǸǊ ʲ-Lactame sind (127). Die drei PBP2b, PBP2x und PBP1a in 

Streptococcus pneumoniae, die in resistenten Stämmen variiert auftreten, sind auf Mosaikgenen 

kodiert (128). Mosaikgene entstehen durch Rekombination mit verschiedenen Allelen einer Spezies 

oder orthologen Genen verwandter Spezies. Neben horizontalem Gentransfer spielen allerdings auch 

Punktmutationen eine entscheidende Rolle bei der Etablierung niedrigaffiner PBP (129). PBP2x ist ein 

weiteres Zielprotein. 

Eine neue ̡ -Lactamase ist die Neu-Dehli-metallo- -̡Lactamase NDM1 aus Klebsiella pneumoniae 

(130). Die Metallo- -̡Lactamasen (MBL) mit prosthetischen Zink-Ionen sind in der molekularen 

Klasse B zusammengefasst. NDM1 spaltet Carbapeneme, die lange als letzte Breitband-Antibiotika 

gegen Gram-negative Bakterien zurückgehalten wurden. Nachdem Carbapeneme allerdings in den 

letzten Jahren verstärkt gegen ESBL-tragende Enterobakterien eingesetzt worden waren, erhöhte 

sich der Selektionsdruck, was zur Entwicklung von Carbapenemasen wie NDM1, aber auch VIM1 oder 

IMP1 führte (131). Das plasmidständige Resistenzgen blaNDM1 verbreitet sich schnell durch 

horizontalen Gentransfer in Enterobacteriaceae und anderen Gram-negativen Familien (132). Der 

geographische Ursprung von NDM1 liegt auf dem indischen Subkontinent, mittlerweile wurden 

Infektionen mit NDM1-Stämmen auf der ganzen Welt berichtet (133), auch in Deutschland (134,135). 

Nach einem aktuellen Expertenbericht hat die Entwicklung von Carbapenemase-Inhibitoren höchste 

Priorität um die zukünftige Antibiotika-Versorgung zu gewährleisten (108,133). 

2.5 Zielsetzung  

Durch in vitro Selektion sollen RNA-Aptamere entwickelt werden, die an bakterielle 

Resistenzfaktoren der ̡-Lactamase- und PBP-Familie binden und diese inhibieren. Im ständigen 

Wechsel neuer Antibiotika-Therapien und darauf folgender evolutiver Entwicklung einer Resistenz 

bietet die RNA-Aptamer-Selektion einen Vorteil zu anderen Stoffgruppen: Den evolvierenden 

Krankheitserregern wird durch die in vitro Selektion eine ebenso evolutive Antibiotika-Entwicklung 

entgegengesetzt. Diese Arbeit soll eine Grundlage für Aptamere als RNA-basierte Antibiotika 

schaffen. 



3 Ergebnisse 

Der Ergebnisteil gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunächst wird die in vitro Selektion von RNA-

Aptameren gegen bakterielle ̡-Lactam-Resistenzfaktoren vorgestellt. Dieser Abschnitt beschreibt die 

Herstellung des RNA-Pools und die Präparation der Resistenzfaktoren, namentlich 

Penicillinbindeproteine (PBP). Es werden die Strategien und Verläufe der Selektionen und deren 

Auswertungen gezeigt. Schließlich werden die Eigenschaften einzelner Aptamere charakterisiert. 

Der zweite Abschnitt beschäftigt sich mit natürlichen Purin-Aptameren und ihrem Einsatz als 

synthetische Genexpressionsschalter in Labororganismen. Riboswitches aus exotischen oder 

humanpathogenen Bakterienarten werden charakterisiert und ergänzen den molekularen Baukasten 

als Bausteine zur Genregulation. 

3.1 Erste in vitro  Selektion von RNA-Aptameren gegen TEM1 

3.1.1 Der initiale Pool  

Die in vitro Selektion basiert auf einer Bibliothek von zufälligen RNA-Sequenzen, auch randomisierte 

Sequenzen oder RNA-Pool genannt. In dieser Arbeit wird ein 50 Nukleotide langer randomisierter 

Pool (N50) verwendet, dessen Sequenz in Abbildung 5A dargestellt ist. Der initiale Pool wird zunächst 

als doppelsträngige DNA durch PCR aus drei DNA-Oligonukleotiden erstellt: Das template-

Oligonukleotid (NC-Pool) beinhaltet den randomisiertem Bereich, das Vorwärts-Oligonukleotid (NC-

For) fügt den T7-Promotor und die рΩƪƻƴstante Region an und das Rückwärts-Oligonukleotid (NC-

Rev) kodiert für ŘƛŜ оΨ ƪƻƴǎǘŀƴǘŜ wŜƎƛƻƴΦ Vom template-Oligonukleotid wurde 1 nmol in die PCR 

eingesetzt, was in 3 nmol dsDNA-Pool resultierte. Für die Transkription wurden 2 nmol des dsDNA-

Pools als template eingesetzt. Ein kleiner paralleler Transkriptionsansatz wurde mit 32P- UhTP als 

radioaktive Markierung versetzt. Die Ausbeute der Transkription betrug 23 nmol, die der 

radioaktiven Transkription 0,7 nmol. Die Entstehungsstufen des initialen Pools sind in Abbildung 5B 

bis D dargestellt 
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des dsDNA-Pools und Verlauf der Poolherstellung. A Poolsequenz Rot: T7 
Promotorregion, GelbΥ рΩƪƻƴǎǘŀƴǘŜ wŜƎƛƻƴΣ ǊŀƴŘƻƳƛǎƛŜǊǘŜǊ bрл-Bereich, GǊǸƴΥ оΩƪƻƴǎǘŀƴǘŜ wŜƎƛƻƴ. B PCR-Produkt vor (1) 
und nach (2) Aufarbeitung, M ultra low range II DNA-Leiter (Peqlab); C Testtranskription, in den Banden 1, 2 und 3 sind 
respektive 2 µl, 4 µl und 6 µl Transkriptionsprodukt aufgetragen, M low range RNA Leiter (NEB); D radioaktive 
Testtranskription, 1µl und 2µl Transkriptionsansatz aufgetragen, M low range RNA Leiter (NEB) radioaktiv markiert mit 
32

P- AɹTP. 

In Abbildung 5 sind Kontrollgele der DNA- und RNA-Pools gezeigt. Die Pool-PCR in B zeigt drei Banden 

im Gel vor einem leichten Schmier. Die am höchsten laufende Bande a entspricht dem dsDNA-Pool. 

Kurz darunter liegt Bande b bei etwa 100 bp, die wahrscheinlich dem Template-Oligonukleotid 

entspricht. Zwischen 25 und der 50 bp befindet sich Bande c, die der Größe von NC-For entspricht. 

Das deutlich kürzere NC-Rev ist bereits aus dem Gel gelaufen. Es wurde nicht das gesamte Template 

in der Reaktion zu dsDNA umgesetzt. Auf diese Eigenschaft der Pool-PCR wird in der nächsten 

Abbildung noch näher eingegangen. Die Abbildung 5C zeigt den RNA-Pool, es ist nur marginale RNA-

Degradation zu erkennen, der Pool war intakt. In Abbildung 5D ist radioaktiv markierter RNA-Pool in 

einer denaturierenden PAGE dargestellt, auch hier sind keine Degradationsspuren sichtbar. 
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Abbildung 6 Initiale Pool-PCR: A native PAGE des PCR-Verlaufs. Angegeben ist die PCR-Zyklenzahl, nach der die Probe 
entnommen wurde. B Auswertung der PAGE: mittlere Intensitäten der charakteristischen Banden nach angegebener 
Zyklenzahl. Die Quantifizierung erfolgte über ImageJ (136). 

Die PCR in Abbildung 6 zeigt den Verlauf der initialen Pool-PCR. Eine charakteristische Eigenschaft 

dieser PCR ist die Zunahme an unspezifischem Produkt mit steigender Zyklenzahl, bei gleichzeitiger 

Abnahme des gewünschten Produkts. Da dieser Effekt bei PCR-Reaktionen mit einer definierten 

Template-Sequenz in den meisten Fällen nicht auftritt, liegt die Bildung des unspezifischen Produktes 

an den Zufallssequenzen N50. Sinkt die Oligonukleotidkonzentration im Laufe der PCR zu sehr ab, 

hybridisieren die Zufallssequenzen untereinander und unspezifische Produkte entstehen. Dieser 

Effekt wurde bereits beschrieben (137). Die Wahl der Zyklenzahl für die initiale PCR ist also ein 

Kompromiss zwischen Produkt-, freier Template- und unspezifischer Produktkonzentration. Die 

Zyklenzahl wurde schließlich auf sechs festgelegt. 

3.1.2 Vorbereitung des Zielproteins  TEM1 

Das Zielprotein der ersten Selektion war die -̡Lactamase TEM1 aus E. coli, die am weitesten 

verbreitete -̡Lactamase (138). Die erste Charge des Proteins wurde dankenswerterweise vom 

Lehrstuhl Mikrobiologie der Universität Erlangen zur Verfügung gestellt. TEM1 wurde in E. coli 

überexprimiert und nach osmotischem Schock aus der periplasmatischen Fraktion aufgereinigt. Das 

Protein wurde vor Gebrauch durch SDS-PAGE und Aktivitätstest überprüft (Abbildung 7). 
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Abbildung 7 A SDS-PAGE von TEM1, Probe aus Erlangen. Größenstandard: prestained Protein Marker (NEB). B Michaelis 
Menten Kinetik von TEM1, der Aktivitätstest wurde mit dem chromogenen ̡-Lactam Nitrocefin als Substrat 
durchgeführt. Dargestellt ist die Reaktionsgeschwindigkeit v mit der Einheit µM

-1
 s

-1
 µg

-1
 in Abhängigkeit der 

Nitrocefinkonzentration in µM. Die Daten wurden durch nichtlineare Regression nach der Michaelis Menten-Gleichung 
ausgewertet. 

Abbildung 7A zeigt eine SDS-PAGE zur Kontrolle des TEM1-Proteins aus Erlangen. Die Probe weist nur 

geringe Spuren von Verunreinigungen auf, die Reinheit wurde für die Selektion als ausreichend 

erachtet. Die starke Bande zwischen 25 kDa und 30 kDa ist als entspricht TEM1. In Abbildung 7B ist 

eine Michaelis Menten Kinetik von TEM1 gezeigt. Als Substrat wurde das chromogene ̡-Lactam 

Nitrocefin verwendet. Die Abbildung zeigt die Anfangsgeschwindigkeiten der Enzymreaktion in 

Abhängigkeit von der Substratkonzentration. Die Auswertung der Kinetik ergab eine maximale 

Reaktionsgeschwindigkeit vmax von 6,5±0,4 µM-1s-1µg-1und eine Michaelis-Menten Konstante KM von 

49±6 µM. Diese Werte liegen im Bereich der bisher veröffentlichten Werte(139). 

Als Selektionsmethode wurde in dieser SELEX die Affinitätschromatographie verwendet. Das 

Säulenmaterial war CNBr-aktivierte Sepharose, an die das Zielprotein TEM1 gekoppelt wurde. Die 

Kopplung erfolgte kovalent über positiv geladene Seitenketten auf der Oberfläche von TEM1. Die 

Kopplungseffizienz wurde bestimmt, indem die Proteinkonzentration im Überstand nach 

Kopplungsreaktion durch Bradford-Test gemessen wurde. Im Überstand konnten nur geringe 

Mengen TEM1 nachgewiesen werden. Aus der Proteinkonzentration des Überstandes konnte man 

zurückrechnen, dass 80% der eingesetzten Menge an TEM1 an die Säule gebunden hat. Die 

Konzentration der gekoppelten TEM1 betrug 80 µg/ml Sepharose-Suspension. Die Aktivitäten der 

Sepharose-gekoppelten- und freien TEM1 sind in Tabelle 2 verglichen. Die kinetischen Konstanten 

der gekoppelten TEM1 sind deutlich schlechter als die der freien. Dennoch wurde die Selektion mit 

der Sepharose-gekoppelten TEM1 durchgeführt, da Aktivität nachgewiesen wurde.  
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Tabelle 2 TEM1 Aktivität in freiem und gekoppeltem Zustand. 

 KM in µM Vmax in µM s-1 µg-1 Vmax/  KM in s-1 µg-1 

Freie TEM1 49±6 6,5±0,4 0,13 

Gekoppelte TEM1 317±39 0,6±0,1 0,002 

KM Michaelis-Menten Konstante, Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit. Vmax/KM ist die katalytische Effizienz von 
TEM1 

3.1.3 Die in vitro  Selektion  

Im Folgenden soll zunächst die Strategie der Selektion erklärt werden. Bis auf die erste Runde wurde 

der radioaktiv markierte RNA-Pool zunächst über eine Vorsäule gegeben. Die Vorsäule bestand nur 

aus inaktivierter Sepharose ohne TEM1. Dadurch sollte die Anreicherung unspezifisch bindender 

RNA-Spezies unterbunden werden. Der erste Durchfluss der Vorsäule, genannt Waschfraktion 1 

(W1), enthielt den größten Teil des RNA-Pools. W1 wurde dann auf die Hauptsäule geladen. 

Der zentrale Schritt der Selektion war die Hauptsäule, in der RNA-Pool und TEM1 miteinander 

inkubiert wurden. Abbildung 8 zeigt beispielhaft das Profil einer Hauptsäule. Entsprechend der RNA-

Menge in W1 wurde entschieden, wie viel TEM1 in die Hauptsäule eingesetzt wurde. Zunächst wurde 

ein RNA/Proteinverhältnis von 0,5 angestrebt, bei späteren Runden wurde das RNA/Protein-

Verhältnis variiert, um die Stringenz der Selektion zu beeinflussen. Das Säulenvolumen betrug 1 ml, 

eine Waschfraktion 2 ml und eine Elutionsfraktion 0,5 ml. Es wurde fünfmal gewaschen und sechsmal 

eluiert. Die Elution von der Säule erfolgte durch Denaturierung mit 8 M Harnstoff in Selektionspuffer. 

Die eluierte RNA aus der Hauptsäule wurde gefällt und revers transkribiert. Ein Drittel der cDNA 

wurde für eine Test-PCR zur Bestimmung der optimalen Zyklenzahl verwendet, ein weiteres Drittel 

für die eigentliche PCR, die restliche cDNA wurde bei -20°C gelagert. Durch Transkription des dsDNA-

Pools wurde ein neuer RNA-Pool erhalten und in die nächste Selektionsrunde eingesetzt.  
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Abbildung 8 Hauptsäule 7.5 als Beispiel für eine Affinitätschromatographie. Radioaktivitäten sind auf die eingesetzte 
Gesamtaktivität (W1 Vorsäule) normiert. W1-W6 bezeichnet die Aktivität der Waschfraktionen, E1-E5 die Aktivität der 
Elutionsfraktionen. Säule ist die Restaktivität, die nach Elution im Säulenmaterial nachweisbar war. ʅ gesamt ist die 
Summe aller Aktivitäten von W1 bis Säule als interne Kontrolle. 

Die in vitro Selektion wurde über insgesamt zehn Runden verfolgt, einige Runden wurden zum Teil 

mehrfach wiederholt. Dabei wurden die Parameter der Selektion variiert. Dazu gehörten das 

RNA/Protein-Verhältnis, die Anzahl der Wasch- und Elutionsfraktionen, das Säulenvolumen und 

letztlich sogar die Pufferbedingungen. Die Hauptsäule 7.5 (Abbildung 8) zeigt exemplarisch das Profil 

einer Selektionsrunde. Die erste Waschfraktion enthielt nach sieben Selektionsrunden nur noch 50% 

der Gesamtaktivität, in früheren Runden befanden sich noch 80% bis 90% in der ersten 

Waschfraktion. Die Aktivitäten der weiteren Waschfraktionen nahmen dann in einem exponentiellen 

Verlauf ab. Die erste Elutionsfraktion E1 zeigte keine erhöhte Aktivität, da die Elutionsfraktionen 

kleiner als das Säulenvolumen waren. E1 bestand somit noch aus dem Rest der letzten 

Waschfraktion. Erst mit der zweiten Fraktion E2 begann die eigentliche Elution. Diese fiel mit 16% 

deutlich höher aus als in den vorherigen Runden. Auf der Säule war nach der Elution nur noch eine 

geringe Radioaktivität nachweisbar. Eine interne Kontrolle der Auswertung war die Aufsummierung 

aller gemessenen Radioaktivitäten. Bei korrekter Auswertung näherte sich die Summe der Aktivitäten 

wieder dem Wert von Vorsäule W1 an. 

In Abbildung 9 und Tabelle 3 ist der Verlauf der Selektion anhand von Eckdaten beschrieben. Es wird 

dargestellt, wie viel RNA-Pool eingesetzt wurde und wie welcher Anteil der gesamten Radioaktivität 

aus Vor- und Hauptsäule eluiert wurde. Weiterhin sind die Zyklenzahlen der PCR nach jeder Runde 

angegeben. Im Laufe der Selektion wurden verschiedene Säulenpuffer verwendet. Die 

Kaliumphosphatkonzentration wurde wie angegeben variiert. Eine Veränderung der 

Pufferkonzentration steigert im Allgemeinen die Stringenz der Selektion. Dabei können sowohl 
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höhere als auch niedrigere Pufferkonzentrationen die Stringenz steigern. Eine Tabelle mit den 

Eckdaten aller durchgeführten Runden findet sich außerdem im Anhang. 

 

Abbildung 9 Selektionsverlauf: Anteil eluierter RNA in Vor- und Hauptsäule in Abhängigkeit von der Runde. Runde 1.3 ist 
zu lesen als 3. Wiederholung der ersten Runde. Die RNA-Pools waren sämtlich radioaktiv markiert, die Bezeichnung 
Elution in % bezeichnet die Radioaktivität aller Elutionsfraktionen im Verhältnis zur Radioaktivität des eingesetzten RNA-
Pools. 

Tabelle 3 Selektionsverlauf.  

Runde RNA Pool Vorsäule Hauptsäule PCR Puffer 

 nmol W1/ 
nmol 

% Elution TEM-1/nmol % Elution Zyklen [KPosphat]/ 
M 

1.3 2,3 - - 5,0 0,2 12 0,1 

2.2 1,8 1,2 0,0 2,5 0,1 12 0,1 

3.1 0,7 0,7 0,1 1,3 0,1 12 0,1 

4.1 0,2 0,2 0,5 0,3 0,4 12 0,1 

5.1 1,0 0,5 1,6 1,6 1,2 12 0,1 

6.4 0,4 0,3 3,6 0,8 5,2 6 0,2 

7.5 0,9 0,4 4,5 2,9 22,3 9 0,1 

8.1 4,3 2,8 3,8 3,8 17,7 8 0,1 

9.1 0,8 0,5 2,9 1,9 16,3 7 0,1 

10.1 1,6 1,2 5,2 1,9 17,6 7 0,05 

Die erste Spalte bezeichnet die jeweilige Selektionsrunde, die zweite Spalte die eingesetzte Menge RNA in nmol. W1 
bezeichnet die Menge eingesetzter RNA in die Hauptsäule in nmol. %Elution ist die Summe der Radioaktivitäten der 
Elutionsfraktionen bezogen auf die Gesamtradioaktivität. Die Menge von TEM1 in der Hauptsäule ist in nmol angegeben. 
PCR Zyklen ist die optimale Zahl der PCR Zyklen nach reverser Transkription. Die letzte Spalte gibt die Konzentration von 
Kaliumphosphat im Selektionspuffer an. 

Die Selektion verlief in den Runden eins bis vier ohne Veränderung der Elutionswerte. Die Menge 

eingesetzter RNA ging bis Runde vier zurück, dementsprechend wurde auch weniger TEM1 
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eingesetzt. Die Zyklenzahl der PCR blieb unverändert. In Runde fünf und sechs stieg die Elution der 

Vor- und der Hauptsäule leicht an. Runde sieben zeigt eine starke Zunahme der Elution aus der 

Hauptsäule bei etwa unveränderter Elution von der Vorsäule. Ab Runde 7 sind in der PCR weniger 

Zyklen zur Amplifikation des Pools notwendig, was für eine höhere Template-Konzentration zu 

Beginn der PCR und damit für eine höhere RNA-Konzentration in der Elution spricht. Die Runden acht 

bis zehn wurden mehrmals durchgeführt, dabei wurden Stringenzkriterien wie RNA/Proteinverhältnis 

und Pufferkonzentration variiert. Die Wiederholungen führten nicht zu einem Fortschritt der 

Selektion, das Verhältnis von Elution aus Hauptsäule zu Vorsäule stieg nicht weiter signifikant an. Die 

Selektion wurde nach 10 Runden abgeschlossen, da die Anreicherung der RNA-Pools nicht mehr 

gesteigert werden konnte. 

3.1.4 Auswertung der Selektion  

In der Affinitätschromatographie zeigten die RNA-Pools ab Runde sieben eine hohe Elution von der 

Hauptsäule mit TEM1. Es wurde vermutet, dass TEM1-bindende RNA-Sequenzen angereichert 

wurden. Bevor Einzelsequenzen der Pools charakterisiert werden sollten, wurde die Bindung des 

angereicherten Pools an TEM1 durch alternative Methoden getestet. Es wurden Nitrozellulose-

Filterretentions- und Geverzögerungsexperimente (EMSA) mit einem radioaktivmarkierten RNA-Pool 

aus Runde 8 und einem naivem Pool durchgeführt. Das Ergebnis ist in Abbildung 10 dargestellt. 

 

Abbildung 10: A Filterretention radioaktivmarkierter RNA-Pools aus Runde 1 und 8 mit (+)und ohne (-) TEM1. B EMSA: 
radioaktivmarkierte Pool 8 RNA mit steigender TEM1 Konzentration in nativer PAGE. Es wurden Konzentrationen von 
0,3 µM bis 15 µM eingesetzt. Die Rampe mit Farbverlauf deutet den Konzentrationsanstieg an. In der ersten Spur von 
links wurde kein TEM1 zugesetzt. 

Im Filterretentionstest wurden radioaktiv markierte RNA-Pools mit TEM1 inkubiert und anschließend 

durch eine Nitrozellulose-Membran gefiltert. TEM1 sowie TEM1-RNA-Komplexe sollten an die 

Membran binden, freie RNA dagegen nicht. Die zurückgehaltene Radioaktivität auf der Membran 

wurde im Phosphoimager ausgelesen. Das Ergebnis der Filterretention ist in Abbildung 10A 

abgebildet. Der naive Pool aus Runde 1 wurde nicht an der Membran detektiert, der RNA-Pool aus 
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Runde 8 konnte nachgewiesen werden, jedoch unabhängig von TEM1. Der Versuch wurde mehrfach 

wiederholt, immer mit dem gleichen Ergebnis. Es konnte keine spezifische Wechselwirkung zwischen 

dem angereicherten RNA-Pool und TEM1 nachgewiesen werden.  

Das Gelverzögerungsexperiment EMSA, ist eine weitere unabhängige Methode, um RNA-TEM1-

Wechselwirkungen nachzuweisen. Radioaktiv markierte RNA wurde in mehreren Ansätzen mit 

steigenden Konzentrationen TEM1 inkubiert, danach wurde eine native PAGE durchgeführt. Das Gel 

wurde im Phosphoimager ausgelesen und ist in Abbildung 10B dargestellt. RNA-TEM1-Komplexe 

sollten gegenüber freier RNA verzögert laufen. Im Gel war jedoch keine Verzögerung zu erkennen. 

Auch durch EMSA konnte kein TEM1-RNA-Komplex nachgewiesen werden. 

3.1.5 Charakt erisierung der  Einzelsequenzen  

Die Untersuchung des angereicherten Pools durch Filterretention und EMSA ergab keine Hinweise 

auf TEM1-bindende RNA-Sequenzen und stand damit im Widerspruch zur Säulenchromatographie. 

Eine Analyse von Einzelsequenzen der angereicherten Pools 7.5 und 9.1 sollte zum Verständnis der 

widersprüchlichen Ergebnisse führen. Pool 7.5 wurde wegen der stärksten Elution, Pool 9.1 wegen 

dem besten Verhältnis von Haupt- zu Vorsäule ausgewählt. Die dsDNA-Pools 7.5 und 9.1 wurden in 

das Plasmid pJet kloniert, von jedem Pool wurden 20 Klone sequenziert. 

 

Abbildung 11: Sequenzen aus Pool 7.5 und 9.1. A Häufigkeitsverteilung der 37 individuellen Sequenzen; B tatsächliche 
Häufigkeit von Sequenzmotiven in den Pools im Vergleich zur erwarteten statistischen Häufigkeit. Die statistische 
Häufigkeit h eines n Nukleotide langen Motivs in einer m Nukleotide langen Zufallssequenz wurde mit h=m/4

n
 berechnet. 

Von 40 Klonen enthielten 37 eine vollständigen 50N-Bereich. Die Häufung identischer Klone ist in 

Abbildung 11A dargestellt. Etwa die Hälfte der Sequenzen trat einmal auf, vier Sequenzen traten 

doppelt auf. Jeweils eine Sequenz trat 3-, 4- und 5-mal auf. Der Pool zeigte eine Anreicherung, da 

mehrere Sequenzen häufig vertreten sind. Alle Sequenzen sind in Anhang 7.1 zusammengefasst. Die 
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Sequenzen wurden auf wiederkehrende kurze Motive untersucht, dabei konnte ein Motiv 

identifiziert werden. In jeder fünften Sequenz wurde ein 8 nt langes Sequenzmotiv gefunden 

CAGTACAA, dessen Häufigkeit deutlich über der statistischen Wahrscheinlichkeit lag (Abbildung 11B). 

Die N50-Sequenzen die das Motiv beinhalten sind in Tabelle 4 zusammengestellt.  

Tabelle 4:N50-Sequenzen, die das CAGTACAA-Motiv enthalten.  

Name N50-Sequenz h 

7.11 CGGATCAGTACAACATCGAATGCTATGACCATGCACCTCTGCATTCAAGC 1 

7.20 CAACATCTGGCGGTCCAACGGTAAGCACATGTGACAGTACAATACATAGC 4 

9.8 GACGGTTGGATATCATTTGGATCAAAATCTGAAACAGTACAACATATAGC 1 

9.14 CCCGTGGATGATGGGTATACTCAGTATCAACGTAACAGTACAATATAAGC 1 

9.19 ATGTTTTCTACGGAGTTACCTGACGCTATCCTTAACAGTACAAGTGATGC 1 

Die Sequenzen sind nach Pool und Klon benannt (Pool7.Klon11); N50-Sequenzen mit Motiv in rot markiert; h Häufigkeit 
der Sequenz in den untersuchten Klonen. 

Es fällt auf, dass das MotiǾ ƛƳƳŜǊ ƛƳ оΨ-Bereich von N50 lag ǳƴŘ ƴǳǊ ŜƛƴƳŀƭ ƛƳ рΩ-Bereich. Als 

nächstes wurde untersucht, ob das Motiv in einer einheitlichen Sekundärstruktur eingebettet war. 

Dafür wurden an den Sequenzen computergestützte Faltungsanalysen mit den Programmen RNAfold 

(140) und RNAshapes (141) durchgeführt (Abbildung 12). Das Motiv befand sich in jeder Sequenz in 

einer Stammschleifenstruktur, in Sequenz 7.11 im Stamm mit Ausbuchtung, in Sequenzen 9.8 und 

9.14 am Übergang von Stamm zu terminaler Schleife und in 7.20 und 9.19 in der terminalen Schleife. 

Das Motiv lag damit an allen möglichen Positionen in der Stammschleife. Auch liegen alle Nukleotide 

des Motivs bis auf das zentrale A sowohl gepaart wie auch ungepaart vor. Das Sequenzmotiv liegt 

nach in silico Analyse nicht in einer definierten Sekundärstrukturumgebung. 

7.11 GGAGATAGATATCAACGGATCAGTACAACATCGAATGCTATGACCATG 

 

................((.(((...((........))...)))))...  

9.8 ATTTGGATCAAAATCTGAAACAGTACAACATATAGCGAGTTTCGTGGA 

 

.............((((((((.((..........))..)))))).)).  

9.14 TATACTCAGTATCAACGTAACAGTACAATATAAGCGAGTTTCGTGGAT 

 

..........(((.(((.(((.((.........))..))).))).)))  

7.20 CCAACGGTAAGCACATGTGACAGTACAATACATAGCGAGTTTCGTGGA 

 

((.((((...((..(((((.........))))).)).....)))))).  

9.19 TTACCTGACGCTATCCTTAACAGTACAAGTGATGCGAGTTTCGTGGAT 

 

...((((((((.((((((........))).))))))....))).))..  

Abbildung 12:Strukturvergleich der Sequenzen mit Motiv. Das Motiv ist rot eingefärbt. Zur besseren Übersicht ist nur ein 
Ausschnitt der kompletten Sequenzen dargestellt. Korrespondierend zur Sequenz ist in der Zeile darunter die 
Sekundärstruktur in Punkt und Klammer Schreibweise abgebildet. Klammer auf zeigt eine Basenpaarung mit einem 
bǳƪƭŜƻǘƛŘ ƛƴ оΨ-wƛŎƘǘǳƴƎΣ YƭŀƳƳŜǊ Ȋǳ Ƴƛǘ ŜƛƴŜƳ bǳƪƭŜƻǘƛŘ ƛƴ рΨ-Richtung, ein Punkt bedeutet keine Basenpaarung. 

Die Einzelsequenzen wurden radioaktiv markiert und auf TEM1-Bindung durch Filterretention und 

Affinitätschromatographie nach Art der Selex untersucht. Die Ergebnisse von fünf Sequenzen sind in 
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Abbildung 13 dargestellt. Die restlichen Sequenzen wurden auch untersucht, die Ergebnisse der 

Filterretention finden sich in Anhang 7.1. Die Haarnadelstruktur mit CAGTACAA-Motiv aus Sequenz 

9.14 wurde unter dem Namen Minimalmotiv (Min) mitgeführt. Das Motiv wurde von jeweils 20 nt 

ŘŜǊ фΦмп {ŜǉǳŜƴȊ рΨ- ǳƴŘ оΨ-flankiert. 

 

Abbildung 13: Analyse der Einzelsequenzen. A Denaturierende PAGE der radioaktiv markierten RNA-Sequenzen. 
B Filterretentionsassay: Pro Spalte wurde eine Sequenz aufgetragen. KdA ist eine Variante des TetR-bindenden RNA 
Aptamers mit TetR Protein als Positivkontrolle des Assays. Es wurden Viererwerte aufgenommen, pro Ansatz wurde RNA 
mit 10 kcpm eingesetzt. Die obere Zeile PBS ist ohne, die untere mit 625 nM TEM1, beziehungsweise TetR in der Spalte 
kdA. C Säulenchromatographie der Einzelsequenzen nach Selex-Protokoll. Ergebnis dreier unabhängiger Messungen. 
Dargestellt sind die mittleren Elutionen mit Standardabweichung. 

In der Filterretention konnte für die Einzelsequenzen keine TEM1-Bindung nachgewiesen werden 

(Abbildung 13B). Die Positivkontrolle TetR/KdA-Aptamer zeigte in Anwesenheit von TetR ein starkes 

Signal auf dem Filter. Keine der untersuchten Poolsequenzen lieferte ein ähnliches Ergebnis mit 

TEM1. Um das Ergebnis der Filterretention zu überprüfen, wurde mit den Einzelsequenzen eine 

TEM1-Affinitätschromatographie durchgeführt. Die Einzelsequenzen wurden nach 

Selektionsprotokoll auf Säulen mit und ohne TEM1 gegeben, gewaschen und eluiert (Abbildung 13C). 

Die Elutionswerte schwanken zwar, liegen aber unabhängig von TEM1 bei Werten zwischen 15 und 

20%. Lediglich das Minimalmotiv zeigt weder mit noch ohne TEM1 eine Bindung an die Säule. Durch 

die Säulenchromatographie konnte bei keiner der untersuchten Einzelsequenzen eine spezifische 

TEM1-RNA Wechselwirkung nachgewiesen werden. 
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3.2 Zweite in vitro  Selektion  

Die erste Selektion zeichnete sich durch hohen Zeitaufwand aus. Die Durchführung einer Selex-Runde 

dauerte eine Woche. Es wurden ausschließlich radioaktiv markierte RNA-Pools verwendet, wodurch 

nach jeder Runde der Selektionsfortschritt überprüft werden konnte. Die Selektionsbedingungen 

wurden stets an den aktuellen Selektionsfortschritt angepasst. Eine Runde wurde unter 

verschiedenen Bedingungen wiederholt, bis ein Fortschritt zur vorherigen Runde erreicht wurde. 

Im nächsten Anlauf wurde eine alternative Strategie verwendet. Mehrere zeitverkürzte Selektionen 

sollten parallel durchgeführt werden. Das entsprechende Selektionsprotokoll wurde von der 

Arbeitsgruppe Mayer aus Bonn übernommen (142). Der initiale Pool wurde in größerem Maßstab 

hergestellt (4). Es wurden weitere Zielproteine ausgewählt, um die Erfolgswahrscheinlichkeiten der 

Selektion zu erhöhen. 

3.2.1 Der neue Initial -Pool 

Bei der initialen PCR ist ein Überschuss an Oligonukleotid- über Template-DNA notwendig, um eine 

hohe Ausbeute des spezifischen PCR-Produktes zu erhalten. Die maximale Oligonukleotid-

Konzentration lag bei 2 µM, eine höhere Konzentration verbesserte die Ausbeute nicht mehr. Für 

einen größeren Überschuss an Oligonukleotid musste deshalb die Template-DNA verdünnt werden, 

wodurch sich das PCR-Volumen vervielfachte. Der neue PCR-Ansatz umfasste 130 ml statt 2 ml, die 

finale Template-Konzentration wurde von 500 nM auf 10 nM gesenkt. Als Folge der geringeren 

Konzentration konnte im PCR-Produkt fast keine Template-Bande nachgewiesen werden, dafür aber 

noch deutliche Mengen an Oligonukleotid. Statt dem zunächst geplanten 100 ml Ansatz wurden 

insgesamt 130 ml PCR angesetzt, um Volumenverluste durch Verdunstung während der Reaktion 

auszugleichen. Das PCR-Produkt wurde gefällt und durch Gelfiltration gereinigt. Das Ergebnis der 

Poolpräparation ist in Abbildung 14 dargestellt.  



Ergebnisse 

31 
 

 

Abbildung 14: A Gelfiltration der initialen PCR, dargestellt ist die Absorption bei 260 nm in blau. Die Peaks der 
Gelfiltrationen sind von 1 bis 3 nummeriert. Darunter: native PAGE ausgewählter Fraktionen. B denaturierende PAGE des 
fertiggestellten RNA-Pools (1 µl). 

Die Gelfiltration wurde an einer Sephacryl-S100 16/60 Säule durchgeführt. Die Absorption des 

Durchflusses wurde bei 260 nm bestimmt und ist in Abbildung 14 dargestellt. Es wurden drei peaks 

gemessen. Die Fraktionen der ersten beiden peaks wurden durch native PAGE analysiert. Der erste 

peak konnte danach dem PCR-Produkt zugeordnet werden, der zweite etwas breitere peak war die 

Überlagerung der Oligonukleotid-peaks. In der Gelfiltration sinkt die Retentionszeit mit steigendem 

Volumen des untersuchten Moleküls. Peak 3 musste also aus Molekülen bestehen, die deutlich 

kleiner als die Oligonukleotide waren. Peak 3 wurde daher den dNTPs zugeordnet. Unterhalb der 

Produktbande ist von der fünften bis zur siebten Spur eine leichte Bande zu erkennen, bei der es sich 

der Größe nach um template-Oligonukleotid handelt. Durch die Gelfiltration konnte das PCR-Produkt 

beinahe vollständig von Nukleotiden und Oligonukleotiden gereinigt werden. 

Die Ausbeute an PCR-Produkt betrug 15 nmol, das entspricht der 12-fachen Menge der eingesetzten 

1,3 nmol Template, man spricht von 12 Poolkopien (4). In die Transkription wurden vier Kopien des 

dsDNA-Pools als template eingesetzt, es wurde der Ansatz der zweiten Selektion verwendet. Nach 

Aufreinigung durch präparative PAGE wurden 60 nmol RNA-Pool erhalten, ausreichend für alle 

folgenden Selektionen. Nach Protokoll wurde 1 nmol RNA-Pool mit einer geschätzten Variabilität von 

1014 individuellen Sequenzen in die Selektion eingesetzt. 

3.2.2 Neue Zielproteine  

Die erste Selektion mit TEM1 konnte keine spezifischen Aptamere generieren. Zunächst wurden die 

Ursachen dafür im Selektionsprotokoll gesucht. Es wurden Verbesserungen im Protokoll 
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vorgenommen, gleichzeitig wurde aber auch TEM1 als Zielprotein hinterfragt. Für den Fall, dass 

TEM1 kein geeignetes Zielprotein für eine RNA-Selex ist, wurden weitere Zielproteine ausgewählt. 

Insgesamt wurde die Selektion mit vier weiteren PBP durchgeführt. Die PBP besitzen alle eine 

penicillinbindende Domäne, jedoch diverse Funktionen und sind verschiedenen Untergruppen der 

Proteinfamilie zugeordnet. Eine möglichst breite Streuung in der Proteinauswahl sollte die 

Wahrscheinlichkeit einer positiven Selektion erhöhen. 

Tabelle 5: Proteine der PBP-Familie, gegen die eine SELEX durchgeführt wurde.  

Protein Organismus Beschreibung 

TEM1 E. coli YƭŀǎǎŜ ! ʲ-Lactamase, ESBL 

NDM1 K. pneumoniae Klasse B metallo- -̡Lactamase, Carbapenemase 

MecR1 S. aureus -̡Lactam-Rezeptor, penicillinbindende Domäne 

PBP2x S. pneumoniae HMW Transacetylase/ Transpeptidase 

Putative ̡ -Lactamase E. faecalis nicht klassifiziert 

 

Die Proteinaufreinigung, Selex-Vorbereitung, Durchführung und Auswertung wird am Beispiel von 

NDM1 gezeigt, da nur bei dieser Selektion ein spezifisch angereicherter RNA-Pool erzeugt werden 

konnte. Die Ergebnisse der anderen Proteinpräparationen und Selektionen befinden sich in 

Anhang 7.2. NDM1 wurde in E. coli BL21 über Nacht bei 16°C in LB-Medium überexprimiert. Als 

Expressionsplasmid wurde pET-16b verwendet, die Expression wurde durch 1 mM IPTG induziert. Die 

NDM1-Sequenz (Aminosäure G29 bis R270 ohne die N-terminale Export-Signalsequenz) lag auf dem 

Vektor pET-16b vor. Ohne Signalsequenz wird prozessiertes NDM1 im Zytoplasma exprimiert und 

nicht ins Periplasma exportiert. NDM1 war mit einer N-terminalen 6His-Markierung versehen und 

wurde durch Ni-NTA-Affinitätschromatographie aus Zelllysat aufgereinigt. Anschließend wurde es 

biotinyliert und an Streptavidin-beschichtete magnetische beads (Dynabeads) gekoppelt. Die 

Überexpression, Aufreinigung und Kopplung ist in Abbildung 15 dargestellt. Die Ausbeute der 

Aufreinigung betrug jeweils nur 1 bis 2 mg NDM1. Da allerdings zum Koppeln an die Dynabeads nur 

100 µg verwendet wurden, bestand kein Optimierungsbedarf der Aufreinigung. 
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Abbildung 15 A Überexpression von NDM1; 1 vor, 2 nach Induktion mit 1 mM IPTG, Expression über Nacht bei 16°C; 
3 unlösliche Fraktion; 4 Lysat; 5 bis 8 Ni-NTA Säule Waschfraktionen (20 mM Imidazol); 9 Lysat; 10 bis 17 Ni-NTA Säule 
Elutionsfraktionen, Steigerung der Imidazolkonzentration: 50, 100, 200, 500 mM; zwei Fraktionen pro Konzentration. B 
Koppeln von NDM1 an Dynabeads M280; 1 vor-, 2 nach Biotinylierung, jeweils 2 µg NDM1; 3 Überstand nach 
Kopplungsreaktion;4 vereinigte Waschfraktionen; 5 Elution durch Hitzedenaturierung. 

3.2.3 Verbesserte in vitro  Selektion  

Die Selektion wurde nicht mit radioaktiv markierter RNA durchgeführt. Erst in der Auswertung 

danach wurde Radioaktivität verwendet. Die Selektion wurde nach einer zuvor definierten Strategie 

durchgeführt, die nicht im Verlauf verändert wurde. Da das neue Protokoll wesentlich schneller war, 

konnte die Selektion innerhalb einer Woche durchgeführt werden. Das neue Protokoll ist in jedem 

Schritt auf Geschwindigkeit optimiert, womit ein hoher Durchsatz an Selektionen ermöglicht wird. 

Das Weglassen von radioaktiver Markierung ist eine wesentliche Vereinfachung. Die Selektion mit 

magnetischen beads war schneller als die Säulenchromatographie. Die Transkriptionszeit wurde 

verkürzt, reverse Transkription und PCR wurden zu einer RT-PCR zusammengefasst. Schließlich 

wurden die DNA- und RNA-Pools während der Selektion nicht aufgereinigt. Die Qualität der Pools 

wurde nach PCR und Transkription durch analytische Gelelektrophorese kontrolliert.  

In der Selektion wurde der RNA-Pool eine halbe Stunde bei 37°C mit Zielprotein-beschichteten 

Dynabeads inkubiert. Anschließend wurden die beads gewaschen, wobei die Anzahl Waschschritte 

über die Selektion gesteigert wurde. Die Zahl der Waschschritte bestimmte die Stringenz der 

Selektion. Nach dem Waschen wurde thermisch eluiert. Bei einer Temperatur von 80°C löste sich die 

Streptavidin-Biotin Bindung, sodass Protein-RNA-Komplexe in Lösung gingen. Der Überstand nach der 

Elution wurde direkt in die RT-PCR eingesetzt. Die PCR wurde solange fortgeführt, bis eine deutliche 

Produktbande im Agarosegel erkennbar war. Das PCR-Produkt wurde direkt als template in die 

Transkription eingesetzt. Das Transkriptionsprodukt wiederum wurde direkt für die nächste 

Selektionsrunde verwendet. 

3.2.4 Auswertung  der Selektion  

Es wurden neun Selektionsrunden durchgeführt, dann wurden RNA-Pools aus Runde 1, 5 und 9 (D1, 

D5, D9) durch Filterretention auf NDM1-Bindung untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 

dargestellt. Die Filterretention zeigte Signale der Pools bei einer NDM1-Konzentration von 1 µM. Die 
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Intensität der Signale verstärkt sich von D1 bis D9. Gleichzeitig sind keine unspezifischen Signale in 

der Puffer- (PBS) oder Streptavidinkontrolle sichtbar. Das Ergebnis der Selektion war daher eine 

spezifische Anreicherung des Pools D9 gegen NDM1.  

 

Abbildung 16 Auswertung der NDM1-Selektion, die mit dem Buchstaben D bezeichnet wurde. A: denaturierende PAGE 
der radioaktiv markierten RNA-Pools aus Runde 1, 5 und 9 sowie der KdA-RNA zur Positivkontrolle. B Filterretention der 
radioaktiv markierten Pools gegen steigende NDM1-Konzentration von 1 nM bis 1 µM. Als Negativkontrollen dienen eine 
Spalte ohne Protein (PBS) und eine Spalte mit Streptavidin statt NDM1. Die Positivkontrolle TetR+KdA ist ganz rechts 
aufgetragen. 

Da das Signal nur bei einer Konzentration von 1 µM auftrat, sollte als nächstes eine 

konzentrationsabhängige Bindung nachgewiesen werden. Die Konzentrationsabhängigkeit der 

Bindung wurde wieder durch Filterretention überprüft. Dabei wurden NDM1-Konzentrationen 

zwischen 100 nM und 4 µM gewählt. Die Filtermembran wurde mittels Phosphoimaging ausgelesen 

und mit dem Programm Image J quantifiziert. Die Signalintensität wurde dabei auf die eingesetzte 

Gesamtintensität normalisiert, das Ergebnis ist in Abbildung 17 dargestellt.  
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Abbildung 17: Konzentrationsabhängigkeit der NDM1-D9-Bindung. Filterretentionsassay als Balkendiagramm. 
Intensitäten der Signale auf dem Filter wurden durch Image J quantifiziert und auf die Intensität der Gesamtaktivität  
normalisiert. Es sind zwei Versuchsreihen abgebildet, RNA-Pool D9 gegen NDM1 mit und ohne Heparin. Die Werte unter 
dem Diagramm geben die NDM1-Konzentration in nM an. 

Lƴ ŘŜǊ YƻƴȊŜƴǘǊŀǘƛƻƴǎǊŜƛƘŜ α5ф ƻƘƴŜ IŜǇŀǊƛƴά steigt der gebundene Anteil RNA zunächst mit der 

NDM1-Konzentration und stagniert dann ab 1 µM NDM1. Eine zweite Reihe wurde in Anwesenheit 

von Heparin durchgeführt, einem sulfatisierten Glycosaminoglycan. Durch seine negative Ladung 

kann Heparin mit der ebenfalls negativ geladenen RNA um die Proteinbindung kompetieren, falls die 

RNA-Protein-Bindung im Wesentlichen auf ionischen Wechselwirkungen beruht. Der Versuch mit 

Heparin zeigt, dass die Bindung von D9-Pool an NDM1 durch Zugabe von Heparin abgeschwächt 

werden kann. Heparin kompetitiert mit RNA-Pool D9 um die Bindung an NDM1 

3.2.5 Anschlussselektionen  

Die D9-NDM1-Interaktion wurde mit 5% gebundener RNA-Fraktion am Filter (Abbildung 17) als 

schwache Bindung eingestuft. Durch weitere Selektionen sollte die Bindung verbessert werden. 

Zunächst wurde die Selektion bis Runde 12, dann bis Runde 15 fortgesetzt, die Ergebnisse der 

weiteren Selektionen befinden sich in Anhang 7.2. Es konnte keine Verbesserung der Pools D12 oder 

D15 im Filterretentionsassay beobachtet werden. Im Gegenteil nahm der Anteil spezifisch 

gebundener RNA eher ab, dafür verstärkten sich unspezifische Signale in den Negativkontrollen mit 

PBS und Streptavidin. Zusätzlich wurde die Bande des RNA-Pools in den Gelkontrollen zunehmend 

inhomogen, es entwickelten sich distinkte Banden knapp unter- oder oberhalb der Haupt-Poolbande. 

Diese distinkten Banden in der Nähe der Poolbande verstärkten sich von Runde zu Runde bei 

gleichzeitiger Abschwächung der Poolbande. Kein Pool mit solchen distinkten Banden zeigte in der 

Filterretention eine verbesserte Bindung an NDM1.  
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Die NDM1-Selex wurde mehrmals wiederholt, zunächst mit dem gleichen Protokoll, dann in 

Anwesenheit von Heparin. Weiterhin wurde eine Selektion mit spezifischer Elution durchgeführt. 

Statt durch Hitzedenaturierung zu eluieren wurde 1 mM Ampicillin zur spezifischen Elution 

verwendet. Die Wiederholungen der Selektion ergaben jedoch auch keine Verbesserungen der 

NDM1-Bindung (siehe Anhang 7.2). 

3.2.6 Charakterisierung der  Einzelsequenzen  

Parallel zu den Anschlussselektionen wurden Einzelsequenzen aus dem D9-Pool charakterisiert. Der 

D9-Pool wurde auf Einzelsequenzen untersucht, die bessere Bindungseigenschaften als D9 

aufweisen. Aus D9 wurden 20 Klone sequenziert, von denen 14 eine N50-Sequenz trugen. Von diesen 

14 waren acht Sequenzen identisch, insgesamt wurden also sieben Einzelsequenzen untersucht. Die 

Sequenzen sind in Tabelle 6 dargestellt. Sie sind nach dem Pool D9 und dem sequenzierten Klon in 

fortlaufender Nummerierung benannt. D902 war die Sequenz, die achtmal in der Sequenzierung 

auftrat. D907 bestand nur aus 34 nt. Alle Sequenzen wurden auf gemeinsame Motive untersucht. Es 

konnten einige kurze Motive gefunden werden, die in Tabelle 6 farbig markiert sind. Die Motive 

traten im Wesentlichen in den Sequenzen D909, D918 und D920 auf. Der Purin- und GC-Gehalt der 

Sequenzen bewegte sich bis auf drei Ausnahmen zwischen 40% und 60%. Der Purin Gehalt von D907 

sowie der GC-Gehalt von D918 und D920 lagen unter 40%. 

Tabelle 6: Individuelle Sequenzen aus dem angereicherten Pool D9.  

# Sequenz Purin GC 

D902 CTGTTTGGCAATGGACGCGTGTAAATCCTGGAGTAGACCGAGATCCTCTA 52% 50% 

D907 TACCTTAAGTCCGGTTCAGTTCCCCCGGCTGGTT----------------  35% 56% 

D909 CCGGTTGAGTGTTGTAGGATGAGTGAGGTTCTGTGGCGAGTTTAAAGT--  60% 48% 

D913 CTCGCCTCAATTGGTAGCTGGATATTGGCTGCTGCAACATCTACATTAAA 46% 44% 

D914 CCAACTACCCAAAGCTGCGATGGCTCATCGTAAAGCGAGATTTCGGATAG 54% 48% 

D918 TGATCATGTTCTGTGGCTAATTAGAGTGTTTTGTTTGTGACGGTAGTAA-  49% 37% 

D920 CGGTTAATAGTAAGAAAGGGACTATTTATTCTGTAAATTTGTTGTTTTGA 52% 28% 

Die Sequenzbezeichnung setzt sich aus Pool- und Klonnummer zusammen. Wiederkehrende Motive in den Sequenzen 
sind farbig markiert. Weiterhin ist der Purin- und GC-Gehalt in % angegeben. 
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Abbildung 18: Charakterisierung von Einzelsequenzen aus D9-Pool. A denaturierende PAGE der radioaktiv markierten 
Einzelsequenzen. B Filterretention der radioaktiv markierten Sequenzen gegen steigende NDM1-Konzentration von 1 nM 
bis 1 µM. Als Negativkontrollen dienten eine Spalte ohne Protein (PBS) und eine Spalte mit Streptavidin statt NDM1. Als 
Positivkontrolle wurde D9-Pool RNA mit 1 µM NDM1 aufgetragen. Die Abbildungen wurden durch Phosphoimaging 
generiert. 

Die RNA-Sequenzen wurden radioaktiv markiert und durch Filterretention untersucht, als 

Positivkontrolle diente D9. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 dargestellt. Bei der am häufigsten 

vertretenen Sequenz D902 konnte keine NDM1-Bindung festgestellt werden. Von den anderen 

Sequenzen zeigten D909, D918 und D920 eine NDM1-Bindung. D907, D913 und D914 zeigten wie 

D902 nur eine schwache Bindung. Bei keiner der untersuchten Sequenzen konnte eine NDM1-

Bindung bei geringeren Konzentrationen als 1 µM nachgewiesen werden. Die höchste 

Signalintensität wurde bei D909 gemessen, vergleichbar D9. Durch die Programme RNAfold (140) 

und RNAshapes (141) wurden für die Sequenzen schwache, variable Sekundärstrukturen 

vorhergesagt. Zusätzlich teilen die Sequenzen kein offensichtliches gemeinsames Sequenzmotiv. 

D909 wurde als bindungsstärkste Sequenz weiter untersucht. 


















































































































































