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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das heterodimere a6p4 Integrin ist ein groRes Zelloberflachenprotein, das durch Bindung an
Laminin-332 die Bildung von Hemidesmosomen einleitet und somit zu einer festen Adhésion
der Zelle an die extrazellulare Matrix fihrt. Zudem spielt es durch seine signalgebenden
intrazellularen Domanen eine wichtige Rolle bei der Migration von Zellen z.B. wahrend der
Wundheilung. Krebszellen, die das a6p4 Integrin ebenfalls présentieren, nutzen diese durch
Laminin-Bindung entstehenden Signalwege zur Forderung des Tumorzellwachstums und zur
organotropen Metastasierung. Eine hohere Présentation des Integrins auf Krebszellen flhrt so

oft zu einer schlechteren Prognose von Tumorpatienten.

Da somit die Blockierung der Integrin-Laminin-Interaktion von hohem therapeutischem
Interesse ist, war das Ziel dieser Arbeit die Selektion a6p4 Integrin inhibierender Aptamere.
Zunachst erfolgten zur Anreicherung von Nukleinsduren fir die native Konformation des
Integrins finf Zell-SELEX-Runden mit a6p4 Integrin préasentierenden Prostatakrebszellen
(PC-3). AnschlieBend wurde zur Erhdéhung der Spezifitat der resultierenden Bibliothek eine
konventionelle  SELEX mit dem rekombinanten Integrin durchgefuhrt. Nach zwdlf
Selektionsrunden konnte eine gesteigerte Bindung der Bibliothek an PC-3-Zellen beobachtet
werden und die anschlieBende Klonierung und Sequenzierung fiihrte zu 20 Klonen, die
allerdings keine Sequenzéhnlichkeiten aufwiesen. Deshalb wurden alle erhaltenen
Nukleinsduren auf ihre Bindung an die PC-3-Zellen tUberprift. Dabei zeigte die Nukleinsaure
ncl228 die hochste Affinitdt zu den Zellen mit einer Dissoziationskonstante von 137 +
22 nM. Diese Nukleinsdure wurde dann im Folgenden Integrin a6p4 spezifisches DNA
Aptamer (IDA) genannt. Folgende Inhibitionsstudien zeigten dann, dass IDA die Bindung von
PC-3-Zellen an Lamin-332 mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso-Wert) von
~150 nM inhibierte. Die weitere Analyse zeigte zudem, dass IDA sowohl spezifisch an das
humane als auch an das murine a6 Integrin gebunden hat. Zudem konnte mittels konfokaler
Laser Scanning Mikroskopie gezeigt werden, dass das Aptamer in die Zellen internalisiert
wird. Die Halbwertszeit von IDA lag in murinem Plasma bei sechs Stunden. Deshalb erfolgte
zur Verbesserung der Stabilitdt und Pharmakokinetik von IDA dessen Modifikation. Dabei
fuhrte der intramolekulare Einbau von Thionukleotiden zu einem Verlust der Bindung,
wihrend bei der 3°-PEG-Modifikation die Bindung erhalten blieb. Die Analyse der Struktur
ergab fir IDA Stamm-Schleifen in B-DNA-Form, welche auch in Sekundérstrukturanalysen
erkennbar waren. Davon ausgehend wurden zwei mogliche Verkirzungen ermittelt. Diese

IDA-A und IDA-B (44 bzw. 36 nt) genannten Nukleinséuren, waren zwar in der Lage, an die
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Zusammenfassung

PC-3-Zellen zu binden, allerdings konnten sie die Integrin-Laminin-Interaktion nicht

inhibieren.



Abstract

Abstract

The heterodimeric laminin receptor a6p4 integrin plays a central role in the promotion of
tumor cell growth, invasion, and organotropic metastasis. As an overproduction of the integrin
is often linked to a poor prognosis, the inhibition of a6p4 integrin binding to laminin is of
high therapeutical interest. Therefore the aim of this study was the selection of a6p4 integrin
inhibiting aptamers. To select a DNA aptamer specific for a6p4 integrin in its native state, a
cell-SELEX approach was started using prostate cancer cells (PC-3). After five rounds of
enrichment, a conventional SELEX approach was done by using the recombinant protein
immobilized on magnetic beads. After 12 selection rounds, the enriched library showed an
increased affinity towards PC-3 cells compared to the starting library. As this library showed
an enrichment of binding species for ITGB4 knockdown cells as well, two libraries, the one
from round 12 as well as from round 10, were cloned and sequenced. The results of the
sequencing showed no enrichment of distinct species. Therefore all obtained nucleic acids
were analyzed for their binding capacity. The highest affinity showed nc1228, which had a
dissociation constant of 137 = 22 nM. This nucleic acid was further termed Integrin a6p4
specific DNA Aptamer (IDA). The aptamer was further able to block the integrin-laminin-
interaction with an apparent K; of 123 + 44 nM. The ICso-value was calculated to be around
150 nM. Instead of a complete loss of binding to ITGB4 knockdown cells, IDA showed a
reduced binding. Therefore the specificity of IDA was determined by electrophoretic mobility
shift assay using the human recombinant proteins a6p4, a6p1 and a4p1. IDA bound to both
a6 Integrin, but not to a4P1. Furthermore IDA was able to bind the murine a6p4 and to be
internalized into PC-3 cells as well. Cd-Spectroscopic analysis identified the structure of IDA
as a B-DNA stem loop, whose formation is independent of different salt conditions. Via
secondary structure predication it was possible, to identify 3 possible stem loops. These data
was used for the truncation of IDA, whereas both constructs were able to bind PC-3 cells, but

did not block the integrin-laminin-interaction.

The half-life time of IDA in murine plasma was determined to be around 6 h. Therefore to
increase the stability and pharmacokinetic modifications of IDA were produced. An
intramolecular thiomodification led to a loss of binding, where as a 3’ pegylation retained its
ability to bind to PC-3 cells.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Integrine

Integrine sind heterodimere Typ-I-Transmembran-Glycoproteinrezeptoren, aufgebaut aus
einer nicht-kovalent verkniipften a und einer B Untereinheit.l? Sie kommen in einer ganzen
Reihe von Organismen vor.? Diese reichen von Schwammen, Korallen und Nematoden bis
hin zu Siugetieren.™® Integrine vermitteln die stabile Adhdsion von Zellen an deren
extrazellulare Umgebung und verknupfen somit die intra- und extrazellulare Umgebung
miteinander.? Sie reagieren auBerdem sowohl auf intra- als auch auf extrazellulire Stimuli und
leiten bidirektional Signale weiter.* Dabei aktivieren sie eine ganze Reihe von intrazellularen
Signalwegen, deren Antworten weitreichende Folgen fiir die Proliferation, funktionelle
Differenzierung, Polaritat, das Uberleben und die Migration von Zellen haben.® Als
Regulatoren der Zellmigration und des extrazellularen Matrixaufbaus spielen sie eine

wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, der Wundheilung und bei Immunantworten.*

In Saugetieren gibt es jeweils acht verschiedene B- und 18 a-Untereinheiten, die sich zu 24
verschiedenen Integrinen kombinieren.? Jedes Heterodimer besteht aus einer groRen
extrazellularen Doméne, einer einzelnen Transmembrandomédne und einer Kkurzen

intrazellularen Doméne, die fiir die Signalweiterleitung zustandig ist.-2

Die Struktur der extrazellularen Doméne wurde erstmals 2001 durch Xiong et al. gelost.® Die
erhaltene Kristallstruktur des a6BV Integrins zeigte das Integrin in einer gebeugten Form.
Diese gilt als inaktiv, da die Ligandenbindungsstelle in der Nahe der Membran liegt.
Elektronenmikroskopieaufnahmen zeigten, dass bei Ligandbindung eine aufrechte Struktur
und somit aktive Form entsteht.” Die nachfolgende Abbildung zeigt beide Formen der

extrazellularen Domanen.
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Abbildung 1: Darstellung der Doménen der a- und B-Integrine in ihrer gebeugten (A) und
gestreckten Form (B). Das a-Integrin besteht aus vier bzw. funf extrazellularen Doménen (links),
wihrend das B-Integrin (rechts) acht aufweist. In der gebeugten Form liegen die Substratbindestellen
des pB-Propellers (hellblau) sowie der pB-1-Domdne (dunkelblau) in der N&he der Membran
(Doppellinie). Diese Form ist inaktiv. In der aktiven, gestreckten Form sind die Bindestellen leicht
zuganglich (modifiziert nach Campbell und Humphries’).

Der extrazelluldre Teil des a-Integrins besteht aus vier bzw. finf Domé&nen. Der B-Propeller
(Abb.1, hellblau) ist an der Ligandenbindung beteiligt und besitzt Ca?* Bindungstellen.®
Zusétzlich besitzen neun der 18 a-Integrine noch eine a-1-Doméne, welche aus fiinf B-
Faltblattern umgeben von sieben a-Helices besteht (grau).” Neben dem Propeller besitzt das
a-Integrin  extrazelluldar noch eine thigh- und zwei calf-Doménen, welche eine

Immunglobulin-&hnliche Sandwichfaltung einnehmen (grin).

Der extrazelluldre Teil des B-Integrins besteht aus acht Domédnen mit insgesamt ~ 640
Aminosauren. Die B1-Domdne (dunkelblau) ist homolog zur a-I-Domédne und in die
Hybriddomane (Magenta) eingeschoben, welche eine f-Sandwichfaltung einnimmt. Es folgen
eine Plexin-Semaphorin-Integrin-Domane (PSI, violett) sowie vier Cystein-reiche epidermal
growth factor (EGF)-Doménen (gelb). Die letzte Domine ist die B-T-Doméne, die aus vier f3-
Faltblattern besteht.5’

Beide Teile des Integrin-Dimers besitzen nur Kleine intrazellulaire Doméanen.” Einzige

Ausnahme bildet das B4 Integrin, auf das in Kapitel 1.1.2 n&her eingegangen wird.

Insgesamt werden die Integrine ber ihre Bindungspartner in verschiedene Klassen eingeteilt.
Es gibt Integrine, die extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin, Collagen oder Laminin

binden.!?® Andere Integrine binden zellulare Rezeptoren, wie das vaskulare
2



Einleitung

Zelladhésionsmolekil 1 (VCAM-1) oder andere Zelladh&sionsproteine wie ICAM
(interzelluldres Zelladhisionsmolekiil).? Eine Ubersicht (iber die Integrinklassen ist in
Abbildung 2 dargestellt.

Collagen-bindende Integrine

(a7 @ @  Repobindende
Laminin-bindende ‘ 6 B1 {V 66 Integrine

Integrine ‘
a4

@ s @
LN

@ @ Leukozyt-bindende
Integrine

(a9

Abbildung 2: Ubersicht (iber die 24 in Saugetieren vorkommenden Integrine. Es lassen sich fiinf
Klassen unterscheiden. Es gibt vier Laminin-bindende (griin), vier Collagen-bindende (rot), sowie
sieben RGD-(Arginin-Glycin-Apartat)-bindende (blau) und sieben Leukozyte-bindende Integrine
(violett). Das a9B1 sowie das a4Pl bilden eine eigene Klasse (grau) der LDV-(Leucin-
Asparaginsaure-Valin)-bindenden Integrine (Abbildung modifiziert nach Margadant et al.).®

Die grofRte Integrinklasse bilden die RGD-bindenden Integrine mit allen aV, zwei B1 (a5 und
8) sowie dem allbB3 Integrin. Diese erkennen das Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) Tripeptid-
Motiv diverser extrazellulérer Proteine sowie Blut- und Zell-Oberflachenproteine. Dadurch
spielen sie eine wichtige Rolle bei der Anlagerung und der Verteilung von Zellen, der Aktin-
Zytoskelettbildung sowie der fokalen Adhasion.’® Die nichst kleinere Klasse ist die der
Leukozyt-bindenden Integrine (Abb. 2 violett). Diese beinhaltet alle B2-Integrine sowie das
aEB7. Diese binden ahnlich wie die LDV-bindenden Integrine (grau, o4 und a9) das
Konsensusmotiv L/I-D/E-V/S/T-P/S.*! Deren Bindungspartner sind z.B. Fibronektin oder
VCAM-1.1

Die Collagen-bindenden Integrine (al, 2, 10, 11) besitzen ein GFOGER Motiv und binden
neben Collagen auch noch an Laminine. Im Gegensatz zu den anderen Klassen sind die
Laminin-bindenden hoch selektiv.’® Auf deren Funktion wird im folgenden Kapitel naher

eingegangen.
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1.1.1 Laminin-bindende Integrine

Laminine sind groRe Zelladhasionsproteine in der epithelialen Basalmembran. Durch ihre
Interaktion mit den Integrinen (a7B1, a3p1, a6pl, a6p4) an der Zelloberflache regulieren sie
die Adhasion der Zellen sowie zellulére Funktionen wie die Proliferation, die Polaritat und die

Differenzierung von Zellen.'?

Laminine sind Heterotrimere bestehend aus je einer a-, B- und y-Untereinheiten.'® Es gibt finf
verschiedene a-, drei B- und drei y-Untereinheiten, woraus insgesamt 16 verschiedene
Laminine resultieren. Abbildung 3 zeigt exemplarisch den Aufbau des Laminins-332. Dieses
besteht, wie der Name schon andeutet aus den a3-, B3- und y2-Untereinheiten, 314

v2
Laminin-332

a3 - ' G Domane

B3 Integrin-
Bindungsstelle

Abbildung 3: Aufbau des Laminins-332. Es besteht aus drei Untereinheiten a3, 3 und y2, die sich
umeinander winden. Die G-Domine in der o3-Untereinheit ist fiir die Bindung der Integrine
verantwortlich (modifiziert nach Marinkovich et al.). 314

Die Integrin-Bindestelle am Laminin-332 befindet sich in der groRen G-Domaéne in den ersten
drei Wiederholungen (1-3). Die Interaktion mit Proteinen der Basalmembran erfolgt Gber die
kleinen Seitenketten der f3- und y2-Untereinheit.!314

Die Spezifitat der Laminin-Integrin-Interaktion wird durch die a-Untereinheit des Laminins
bestimmt. Dabei bindet das a7B1 Integrin an alle a-Laminine bis auf das o3, wahrend das
a3BlIntegrin nur mit a3- und aS5-Lamininen interagiert. Das a6p1 Integrin bindet alle funf a-
Untereinheiten, allerdings affiner an al-, a3- und o4-Laminine. Das a6p4 Integrin, das die
gleiche a-Einheit besitzt, zeigt dagegen eine héhere Spezifitdt. Es bindet sehr affin an das
Laminin-332 und in geringem MaBe an aS5-Laminine.’® Auf dieses Integrin und dessen

Funktion wird im folgenden Kapitel n&her eingegangen.
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1.1.2 Das a6p4 Integrin

Das a6B4 Integrin wird auf einer Vielzahl von Epithel-, Schwann- und Endothelzellen
prasentiert.® Dabei besitzt das Integrin zwei verschiedene Funktionen. Zum einen sorgt es
durch die Bildung von Hemidesmosomen fiur eine feste Adh&sion von Zellen an die
extrazellulare Matrix und zum anderen spielt es durch seine signalgebenden intrazelluléren

Domanen eine wichtige Rolle in der Migration von Zellen z.B. wihrend der Wundheilung.*’

Abbildung 4 zeigt schematisch den Aufbau sowie die Bindungs- und

Phosphorylierungsstellen der intrazelluldren Doménen des 4 Integrins.

Laminin-332

=
(@)

4 -uupl

=)
=

Extrazellular

Intrazellular
8 I Plektin/HD1
Shc (SH2) I_+'3
Aktivierung Shp2 (SH2) e
von Ras und PI3K | shc (PTB)—> © Bindung an
® Wachstumsfaktoren

Abbildung 4: Die Integrinstruktur unter Bericksichtigung der Bindungs- sowie
Phosphorylierungsstellen. Das Integrin bindet extrazellular Laminin-332 (rot). Intrazellulér erfolgt
die Bindung an Plektin tber die zweite Fibronektin 111-Domane (griin) sowie von Wachstumsfaktoren
(gelb) Uber die letzten beiden Doménen. Zudem weist das Integrin noch mehrere
Phosphorylierungsstellen auf, die zur Aktivierung von Ras und der PI3K fuhren (violett; modifiziert
nach Stewart und O’Connor sowie Winograd-Katz et al.618),

Der intrazellulare, signalgebende Teil des P4 Integrins mit iiber 1000 Aminoséuren ist
einzigartig unter den Integrinen. Er besteht aus einer membranproximalen Na*-Ca?*-
Austauschdomane (Calx-p) sowie zwei Paaren Fibronektin I1I-(FN I11)-Domanen, getrennt

durch ein verbindendes Segment.*® Zur Aktivierung mehrerer Signalkaskaden besitzt das
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Integrin Phosphorylierungsstellen (Abb. 4, violett), an die nach Phosphorylierung z.B. das
Signal-Adapter-Protein Shc binden und die Ras-ERK-Signalkaskade auslésen kann.!” Die
zweite  FN-I11-Doméne  besitzt eine Plektinbindungsstelle  (griin), wéhrend der

Wachstumsfaktor ErbB2 mit den zwei letzten FN I11-Doménen interagieren kann (gelb).t®

a6B4 Integrin zusammen mit seinem Bindungspartner, dem Laminin-332, ermdglicht die
Bildung groRer Adhédsionskomplexe, genannt Hemidesmosomen. Dabei verbindet es
intrazellulare Cytokeratin-Intermediatfilamente mit den Lamininen der extrazellularen Matrix
durch Interaktion mit Plektin, dem bullous pemphigoid (BP) Antigen 180 (Collagen XVII)
sowie BP230 und Tetraspanin (CD151; Abbildung 5).16:20-22

Laminin-332

BP180 Integrin

> <&

Tetraspanin

Extrazellular (CD151)

Intrazellular

Keratinfilamente 4 4 \
du 2\

7 Il g )

4 ;I Y/j \ 1\

v g v N\

Abbildung 5: An der Hemidesmosomenbildung beteiligte Proteine. An Integrin bindet zunéachst
das Laminin und dann intrazellul&r Plektin. Es folgt die Rekrutierung von BP230 und BP180 sowie
Tetraspanin. Dieser Komplex verknipft somit die Basalmembran mit den intrazellularen
Keratinfilamenten (modifiziert nach Stewart und O’Connor® sowie Margadant et al.®)

Nach Laminin-Integrinbindung erfolgt der kritische Schritt der Hemidesmosomenbildung
durch Bindung des Plektins (Abb.5, hellgriin) an das erste Paar der FN-I1I-Wiederholung
sowie an die 35 N-terminalen Aminosduren des verbindenden Segmentes. Anschlielend

interagiert das BP180 (rosa) mit dem Laminin-332 sowie intrazellular mit dem Plektin und

6
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der dritten FNIII-Wiederholung des B4 Integrins. Zusétzlich zur Bindung an B4, bindet das
BP180 auch noch den extrazelluldren Teil des a6 Integrins sowie Tetraspanin (violett), das
ebenfalls an a6 Integrin bindet. Letztendlich werden noch das BP230 (dunkelgriin) sowie die

Keratinfilamente rekrutiert.r®

Neben diesen Typ I-Hemidesmomen gibt es auch noch eine weitere Form, die nur aus Plektin,
Integrin und Laminin besteht (Typ Il) und vorwiegend im einfachen Epithelium z.B. bei

Intestinen vorkommt.1®

B4-Integrin-Knockout-Mduse belegen die Bedeutung des B4 Integrins fiir den Erhalt der
Integritat von Zell-Matrixkontakten. Aufgrund des Verlustes der Hemidesmosomen wurden
die Mé&use mit schwerwiegenden epidermalen Blaschen geboren, da weitreichend die
epithelialen-mesenchymalen Verbindungen getrennt waren. Dadurch starben die Mause kurz
nach ihrer Geburt.!62 Zellen, die nicht an die extrazellulare Matrix adhéarieren, gehen zudem
in eine spezielle Form der Apoptose, Anoikis genannt, (iber. Dabei erfolgt die Spaltung des 4
Integrins durch Caspasen.62

Insgesamt handelt es sich bei Hemidesmosomen um dynamische Strukturen. Damit wahrend
der Wundheilung die Zellen in die Wunde migrieren konnen, erfolgt die Auflésung der
Hemidesmosomen durch Phosphorylierung des cytoplasmatischen Teils des B4 Integrins.
Daraus resultiert eine Re-Lokalisation des Integrins vom Keratin zum Actincytoskelett, wobeli
eine Reihe von Signalkaskaden ausgeldst wird. Diese Kaskaden fordern durch Kooperation
mit Wachstumsfaktoren die Bildung von Strukturen, wie Filopodia und Lamellen, und somit
die Migration der Zellen und das SchlielRen der Wunde. Dieser Prozess wird entweder durch
Stimulation mit Wachstumsrezeptoren, wie dem epidermal growth factor receptor (EGFR),
oder mittels direkter Phosphorylierung von Tyrosinresten im verbindenden Segment des

Integrins durch die Proteinkinase C eingeleitet.*"°

1.1.3 Das a6p4 Integrin in Verbindung mit Krebserkrankungen

In normalen Zellen erfolgt durch die Bindung des a6p4 Integrins an Laminin-332 eine
Bildung stabiler, adhasiver Strukturen, genannt Hemidesmosomen (Abbildung 6, links). Bei
Tumorzellen dagegen werden die Hemidesmosomen aufgeldst und wie bei der Wundheilung

erfolgt eine Re-Lokalisation des Integrins an die Aktinfilamente (Abbildung 6, rechts).®
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Abbildung 6: Das a6p4 Integrin in normalem Brustgewebe und in einem invasiven Brusttumor.
Links: Die normalen Acini der Milchdriise besitzen eine polarisierte Struktur mit einem luminalen
Epithelium und einer myoepithelialen Schicht umgeben von der Basalmembran. In den
Myoepithelialzellen verbindet das a6p4 Integrin die Keratinfilamente mit der Basalmembran durch
Ausbildung von Hemidesmosomen. Rechts: Invasive Brusttumore verlieren ihre organisierte Struktur,
Polaritat und Form durch eine hohere Regulation von Matrix-Metalloproteasen. Dabei relokalisiert das
phosphorylierte a6B4 Integrin nach Auflosung der Hemidesmosen zu den Aktinfilamenten. Diese
Filamente bilden dann Ausstilpungen und vermitteln Zellmigration und Invasion (modifiziert nach
Nistico et al. °).

Nach Integrin-Re-Lokalisation entstehen bewegliche Strukturen wie Filopodia und

Lamellen,? und es werden Signalkaskaden aktiviert, die das Tumorwachstum, die Invasion

und die Metastasierung weiter fordern.?>-2’

Durch die Bindung des Laminins an das Integrin auBerhalb von Hemidesmosomen erfolgt die
Aktivierung der Phosphoinositid-3-OH-Kinase (PI3K) und von RhoA small GTPasen
(Abb.7, rosa und gelb).?8?°® Zusatzlich wird durch Kooperation mit verschiedensten
Wachstumsfaktoren deren Aktivierung verstarkt sowie der Ras/Erk-Signalweg ausgelOst
(Abb. 7, violett).3-%2 Bei Zellen, die eine Mutation im Tumorsuppressor-Gen p53 aufweisen,

fordert der AKT-Signalweg dann das Uberleben der Zelle sowie das Ras-Mek-Erk-Signal die
8
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Progression des Zellzyklus und die Proliferation der Tumorzellen (Abb.7, griin).3*** Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass das Integrin in Brust- und Pankreaskrebs zu einer
Erhohung der Expression invasiver und metastasenfordender Proteine, wie z.B. Metastasin
(S100A4), fuihrt (Abb. 7, orange).t®3 Abbildung 7 zeigt eine Ubersicht tiber die eingeleiteten
Signalkaskaden.

Laminin EGFR
ErbB2

l Wachstumsfaktoren Met
/ Ron
LPAR

Integrin 06[34

Ras DNA Demethylierung

I\/Iek 1' l

A ' @
Apoptose . I _
Uberleben nvasion und

Metastasierung
Proliferation

Abbildung  7: Nach  Laminin-Integrin-Interaktion  oder = Wechselwirkung  mit
Wachstumsfaktoren kénnen zahlreiche Signalwege eingeleitet werden. So flihrt der Ras-Mek-Erk-
Signalweg (violett) ebenso zu einer Proliferation der Krebszellen wie die Aktivierung der PI3K (rosa).
RhoA GTPasen bewirken die Produktion von Proteinen, wie S100A4, die die Metastasierung und
Invasion ausldsen, ebenso wie Integrin-assoziierte Transkriptionsfaktoren, die neben der DNA-
Demethylierung fiir ein verandertes Transkriptom sorgen. Auch ein verandertes Level verschiedener
miRNASs konnte beobachtet werden. Zusatzlich dazu weisen Zellen durch das Zusammenspiel einer
Mutation des p53 und des Akt-Signalweges eine hohere Uberlebensrate auf (modifiziert nach Stewart
etal.).’®

Integrin wird in Tumoren der Lunge, der Brust der Schilddriise, beim Pankreas
Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom Uberproduziert. Aufgrund der oben erwahnten
Signalkaskaden und der daraus resultierenden Forderung der Proliferation, des Uberlebens,
sowie der Invasion und Metastasierung von Tumoren korreliert eine Uberproduktion des
Integrins hdufig mit einer schlechten Prognose des Patienten. Zudem ist wahrend der
Tumorprogression eine veranderte Lokalisation des Integrins in Tumoren der Brust, des
Pankreas, der Blase und des Gebarmutterhalses zu beobachten. 538 Sowohl die
Uberproduktion als auch die Re-Lokalisation spielen somit eine wichtige Rolle bei der

Metastasierung der Krebszellen.
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Hoshino et al.*® konnten zudem zeigen, dass a6p4 / a6p1 Integrin-prasentierende Exosomen
eine gerichtete Metastasierung des Primartumors in die Lunge vorbereiten. Abbildung 8 zeigt

dies schematisch.
Tumorzellen

N

Exosomsekretion
durch Tumorzellen

Integrin 0684 y... 45 T

1 -
a6B4 / a6B1 Integrin-vermittelte SPC+ Epithelialzellen
organotrophe Aufnahme -
4 @ .
Y Zellspezifische
Lunge - Aufnahme der Exosomen
S100A4" Fibroblasten

Pra-metastatische Nische

Abbildung 8: Die vom Primartumor gebildeten Exosomen wandern Integrin-vermittelt in die
Lunge und werden dort zellspezifisch aufgenommen. Dies fuhrt zu einer verdnderten
Proteinexpression und zur Ausbildung einer pre-metastatischen Nische (modifiziert nach Hoshino et

al.®).

Die vom Primartumor gebildeten Exosomen werden durch das a6p4 Integrin organotrophisch
in die Lunge aufgenommen. Dabei verschmelzen sie mit S100A4-positiven Fibroblasten
sowie den surfactant protein (SPC)-positiven Zellen in Laminin-reicher Umgebung und
bilden eine Pra-metastatische Nische. Das bedeutet, dass durch die hohere Expression
verschiedener Proteine eine Mikroumgebung geschaffen wird, die das Tumorwachstum nach

dessen Ankunft fordert. 3°
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1.2 Aptamere

Aptamere sind kurze DNA- oder RNA-Molekile (18-100 nt), die aufgrund ihrer
sequenzabhangigen dreidimensionalen Faltung spezifisch und mit hoher Affinitat an ihre
Zielmolekiile binden kénnen. Beschrieben wurden sie erstmals 1990 von drei verschiedenen
Gruppen. Als erstes berichteten Robertson und Joyce im Mérz von der Selektion eines RNA-
Enzymes, dass spezifisch einzelstrangige DNA schneidet.*® Im August nannten dann Tuerk
und Gold ihre Selektionsmethode “Systematische Evolution von Liganden durch
exponentielle Anreicherung (SELEX)*. Diese nutzen sie zur ldentifizierung von RNAs, die an
die Bakteriophage-T4-DNA-Polymerase binden konnten.** Ende August pragten dann
Ellington und Szostak durch die Selektion von farbstoffbindender RNA, das Wort Aptamere,
das vom lateinischen ,,aptus* und vom griechischen ,,meros*“ stammt und in Kombination

,,passendes Teil“ bedeutet.*

=3
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: 0 29 ) : Mo/a -
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R g _ T jcf" Eq
sosd O e : 2
}:'(,.c)'.“c 6T
Primarstruktur funktionelles Aptamer-Zielmolekul-
Aptamer Komplex

Abbildung 9: Aptamere binden aufgrund ihrer dreidimensionalen Faltung an ihre Zielmolekiile.
(modifiziert nach Sun et al.*®)

Bis heute wurden iber 900 verschiedene Aptamere mittels SELEX generiert; dabei reichen
die Zielmolekile von Kkleinen organischen Molekilen und Schwermetallen-lonen (Uber
Peptide, Proteine und Nanomaterialien zu Bakterien sowie eukaryotischen Zellen.*24448 Dije
Dissoziationskonstanten der Aptamer-Zielmolekiilkomplexe konnen &hnlich wie Dbei
Antikérpern (AK) im picomolaren Bereich liegen.*® Dabei haben Aptamere gegeniiber AK
zahlreiche Vorteile. Sie lassen sich durch chemische Synthese im groRen Malstab ohne
Variationen zwischen einzelnen Chargen herstellen. Ihre Herstellungskosten sind gering und
sie sind leichter zu modifizieren. AulRerdem sind sie thermisch stabil und besitzen aufgrund
ihrer kleineren GroRe eine hohere Bioverfiigbarkeit.*® So zeigten Xiang et al., dass das
EpCAM Aptamer effektiv in Tumore eindringen konnte und dort eine vierfach hohere

Verweildauer besaR als der entsprechende Antikérper.*® Zudem sind Aptamere in den meisten

11
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Féllen nicht-immunogen und nicht-toxisch, im Gegensatz zu Antikdrpern, deren Fc-Region zu

unvorhersehbaren Immunreaktionen filhren kann.*?

1.2.1 SELEX

Aptamere werden durch den SELEX-Prozess generiert, bei dem sich in einem
wiederholenden Kreisprozess bindende Nukleinsauren anreichern. Es wird von einer
Nukleinsaurebibliothek mit bis zu ~10% verschiedenen Molekiilen ausgegangen, deren
Vielfalt durch einen randomisierten Bereich entsteht. Dieser wird zur Amplifikation von zwei
Primerregionen flankiert. Vereinfacht dargestellt beginnt die SELEX mit der Inkubation der
Nukleinsdurebibliothek und dem Zielmolekul. Die bindenden und nicht-bindenden Spezies
werden voneinander getrennt und die bindenden nach entsprechenden Waschschritten
eluiert.** AnschlieRend kénnen diese Nukleinsauren amplifiziert und in der nachsten Runde
eingesetzt werden. Bei DNA erfolgt diese Amplifikation mittels PCR und anschlieender
Strangtrennung und bei RNA mittels RT-PCR und T7-Transkription. Abhé&ngig von der
Schnelligkeit der Anreicherung und der Art der Methode bindender Spezies werden 1-20
Selektionsrunden durchgefiihrt.  Um sicherzustellen, dass die Nukleinséurebibliothek
spezifisch an das Zielmolekil bindet, kann zusatzlich in jeder Selektionsrunde eine Pra-
SELEX durchgefihrt werden. Diese funktioniert &hnlich wie die Inkubation mit dem
Zielmolekil.  Allerdings werden nach Inkubation mit dem Nicht-Zielprotein die
ungebundenen Nukleinsauren aus dem Uberstand in der eigentlichen SELEX eingesetzt.

Somit lassen sich je nach Zielsetzung Nukleinsauren aus der Bibliothek entfernen.°

Nach der finalen Selektionsrunde werden die Nukleinsdauren der Bibliothek vereinzelt und
sequenziert. AbschlieRende Bindungsanalysen fiihren dann zur Identifikation von Aptameren.
Abbildung 10 zeigt den Ablauf einer SELEX schematisch.>

12
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DNA- oder RNA-

Bibliothek
Aptameridentifizierung und g=L Zielmolekul
Charakterisierung w:; L:;
- 1-20 SELEX- B o ‘
Amplifikation Runden e Inkubation
'\;:Q; ~ Separation gebundener

o -~ und ungebundener Spezies
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Abbildung 10: Vereinfachte Darstellung des SELEX-Verfahrens. Zunachst erfolgt die Inkubation
einer DNA oder RNA Bibliothek mit dem Zielmolekil. Dieses kann ein Protein immobilisiert auf
magnetischen Partikeln, aber auch eine ganze Zelle sein. Der kritischste Schritt der SELEX folgt dann
durch Trennung gebundener von ungebundenen Nukleinsduren. Die gebundenen Spezies werden
eluiert und amplifiziert. Die so angereicherte Bibliothek kann in der n&chsten Selektionsrunde
eingesetzt werden. Nach der finalen Selektionsrunde, verifiziert durch eine Bindungsanalyse, erfolgt
die Identifikation und Charakterisierung der erhaltenen Aptamere.>

Der kritische Schritt wahrend der SELEX ist die Trennung bindender von nicht bindenden
Spezies. Deshalb wurden seit 1990 eine Reihe verschiedener Methoden zur Separation
zielmolekulbindender Aptamere und nicht- oder unspezifisch bindender Oligonukleotide
entwickelt. Eine der géngigsten Methoden und am leichtesten in der Anwendung ist die
SELEX unter Verwendung von Proteinen immobilisiert auf magnetischen Partikeln. Dabei
kann die Kopplung der Proteine mittels EDC/NHS, aber auch durch Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkung erfolgen. AuBRerdem kdnnen Proteine tber Tags immobilisiert werden. Die
eigentliche Trennung erfolgt dann durch einen magnetischen Separator.>®>! Neben den
magnetischen Partikeln kann die Trennung auch mittels Kapillarelektrophorese erfolgen.
Dabei wird der Aptamer-Zielmolekilkomplex aufgrund seiner geringeren elektrophoretischen
Mobilitat im Gegensatz zu freien Nukleinsauren beim Passieren einer Kapillare getrennt. Die
Elution erfolgt durch Erhéhung des Druckes. Durch Anwendung dieser Methode konnten z.B.
Mendosa und Browser die Anzahl an bendtigten Selektionsrunden erstmals dramatisch

senken.>?

Neben Protein-basierten Methoden ist aber auch eine SELEX mit ganzen Zellen mdglich.
Dabei wird die Nukleinsdurebibliothek direkt mit den Zielzellen inkubiert. Die Trennung von

bindenden und nicht-bindenden Spezies kann entweder mittels Durchflusszytometrie,
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Zentrifugation oder, im Falle adhérenter Zellen, direkt durch das Waschen der
Zellkulturschale erfolgen.>®®* Der Vorteil der Zell-SELEX liegt darin, dass z.B. zur
Unterscheidung von verschiedenen Krebstypen keine direkte Kenntnis tber das Zielmolekdil
notwendig ist. So konnten Aptamere selektiert werden, die spezifisch Darm- oder auch
Prostatakrebs nachwiesen.**>° Neben dem Finden von tumorspezifischen Markern kann die
Zell-SELEX ebenfalls genutzt werden, um spezifisch Aptamere zu selektieren, die in die
Zielzellen aufgenommen werden. So berichteten Thiel et al. 2012 zum ersten Mal von der
sogenannten Zellinternalisierungs-SELEX, mit der gezielt Aptamere zum Wirkstofftransport
selektiert werden konnen.®” Meyer et al. zeigten 2013 eine Weiterentwicklung der Zell-
SELEX. Dabei entwickelten sie Zellen, die ihr Zielmolekil Uberexprimierten, und nutzten die
Ursprungszellen in der Pra-SELEX, sodass Nukleinsduren ausgeschlossen wurden, die nicht
das Zielmolekil binden. Somit konnten sie Aptamere selektieren, die das Zielprotein in ihrer

natiirlichen Konformation banden.>®

Neben diesen bereits genannten SELEX-Methoden wurden im Laufe der Jahre noch viele
weitere entwickelt, um den SELEX-Prozess zu optimieren oder um gezielt auf eine
Fragenstellung zu reagieren.®® So entwickelten z.B. White et al. die Toggle-SELEX, bei der
eine Kreuzreaktivitat zweier homologer Zielmolekile ausgenutzt wird, oder auch Cheng et al.
eine in vivo SELEX, bei der direkt in der Maus selektiert wurde. Die resultierenden Aptamere

waren dann in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu tiberwinden.>%

Nach Abschluss jeder dieser Methoden muss allerdings eine Vereinzelung der Nukleinsauren
der selektierten Bibliotheken erfolgen. Konventionell erfolgt diese mittels Klonierung. Eine
Alternative dazu bietet das Next Generation Sequencing.’! Eine dieser Methoden ist das

Illumina Sequencing, das in der nachfolgenden Abbildung néaher erlautert wird (Abb.11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Illumina-Sequenzierung. Zundchst erfolgt die
Ligation der Illumina-Adapter an die DNA. Nachdem sich die Adapter an ihre Gegenstiicke,
immobilisiert auf einer Platte, angelagert haben, erfolgt durch Zugabe einer DNA-Polymerase sowie
dNTPs die Bruckenamplifikation. Das entstehende Produkt steht dann fiir weitere Amplifikationen zur
Verflgung und es bildet sich ein sequenzspezifisches Cluster. Die eigentliche Sequenzierung erfolgt
dann durch den Einbau fluoreszenzmarkierter Nukleotide mittels Festphasensynthese. Dabei besitzt
jede Nukleotidart seine eigene Fluoreszenz, sodass gleichzeitig alle vier Nukleotide detektiert werden
konnen. Durch die vorherige Clusterbildung wird in einem kleinen Gebiet der gleiche Farbstoff
detektiert, sodass die verschiedenen Signale gut differenziert werden kénnen. Nach der Detektion des
ersten Nukleotides wird dessen Farbstoff abgespalten und ein neues fluoreszenzmarkiertes Nukleotid
kann im nachsten Zyklus eingebaut werden. (modifiziert nach Anandhakumar et al.®*)

Wahrend bei der konventionellen Klonierung nur eine begrenzte Anzahl an Klonen und somit
nur die hochfrequentierten Nukleinsdauren gefunden werden kdnnen, kann beim Next
Generation Sequencing die gesamte Bibliothek analysiert werden. Dabei kann nicht nur die
finale Bibliothek sequenziert werden, sondern auch die komplette Anreicherung wéhrend der
SELEX beobachtet werden.>® Zusatzlich dazu zeigten Dupont et al. erst kiirzlich, wie wertvoll
die Kombination der SELEX mit dem Next Generation Sequencing sein kann.®? Dabei fiihrten
sie zur Anreichung finf Selektionsrunden durch. Darauf folgte eine Verzweigung der
Bibliothek und die letzte SELEX-Runde wurde sowohl mit dem Wildtypprotein als auch mit
Mutanten des Proteins durchgefiihrt. Alle resultierenden Bibliotheken konnten dann mittels
Next Generation Sequencing analysiert werden. Somit konnten Aptamere identifiziert werden,
die spezifisch an bestimmte Epitope des Proteins binden. Somit kann z.B. zwischen einem
aktiven und einem inaktiven Protein unterschieden werden.%? Die Weiterentwicklung diverser
SELEX-Strategien wird auch zukiinftig weitere Anwendungsmaoglichkeiten schaffen. Im

nachfolgenden Kapitel wird auf die bisher méglichen Anwendungsgebiete eingegangen.
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1.2.2 Aptamere und ihre Anwendung

Aufgrund der hohen Zahl an bereits selektierten Aptameren bietet sich auch eine groRe
Bandbreite an Anwendungsmoglichkeiten. Die nachfolgende Abbildung zeigt einen
Uberblick.

Therapeutika Diagnostik

® Macugen ® Kits zur Detektion
von Mycotoxinen

und Aflatoxinen

o 10 weitere in
klinischen Studien

Bioimaging
Analytische ® Fluorophore
Reagenzien * Nanopartikel
e Aptamer-basierter Western Blot Wirkstofftransport
e Affinitatschromatographie ® mi/siRNA

e Toxine

Abbildung 12: Anwendungsbereiche, in denen Aptamere bereits genutzt werden (modifiziert
nach Darmostuk et al.*®). Aptamere werden in der Diagnostik, beim Bioimaging und im
Wirkstofftransport eingesetzt. Ahnlich wie Antikérper konnen sie fir eine Western-Blot-Analyse oder
auch fiir die Affinitatschromatographie eingesetzt werden. Mit ihnen lassen sich Gefahrenstoffe
detektieren und sie befinden sich auf dem Weg zur Anwendung als Therapeutika.

Mittlerweile wurden Schnelltests auf Aptamerbasis zur Detektion von Toxinen in der
Diagnostik entwickelt,%3%* aber auch zur Gefahrstoffdetektion. Diese Aptasensoren kénnen
Bakterien wie E. coli, aber auch Metalle wie z.B. Quecksilber mit einer Sensitivitat von 5 fM
nachweisen.*** In der biologischen Bildgebung lassen sich durch Fluorophor-modifizierte
Aptamere oder auch durch Kopplung von Aptameren an Nanopartikel z.B. Tumore
nachweisen.®® Dabei konnen an Nanopartikel gekoppelte Aptamere neben der Bildgebung
auch im Wirkstofftransport eingesetzt werden. So haben z.B. Zhao et al. Aptamer-
Doxorubicin auf Goldnanospheren immobilisiert und somit selektiv. Lymphom-Tumore
angesteuert und abgettdtet. Nanopartikel bieten die Mdoglichkeit, eine grofe Menge der
Wirkstoffe zu transportieren.®® In manchen Féllen kann aber auch eine direkte Kopplung des
Wirkstoffes an das Aptamer ausreichen. So entwickelten Dai et al. eine MUC1-DNA-
Aptamer-miRNA-29b-Chimére entwickelt, die signifikant zur Apoptose der Zelle fiihrt.%’
Zusétzlich lassen sich Aptamere, &dhnlich wie Antikorper, auch als analytische Reagenzien
z.B. im Western Blot oder der Affinitatschromatographie einsetzen.>
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Eine der wichtigsten Anwendungsgebiete von Aptameren ist die Nutzung als Therapeutika.
Leider sind nur wenige der selektierten Aptamere in der Lage, ihre Zielmolekile zu inhibieren
bzw. zu stimulieren. Zurzeit ist nur das Aptamer Macugen zur Behandlung der feuchten
Makuladegeneration  zugelassen. Zehn weitere Aptamere zur Behandlung der
Makuladegeneration, der Blutgerinnung, in der Onkologie sowie bei Entziindungsreaktionen
sind in klinischen Studien.® Abbildung 13 zeigt diese Aptamere in Bezug auf die Phasen in

denen sie sich befinden.

Phase | Phase I -

E10030 —
ARC1905 ~ Makuladegeneration

REG1 —

ARC1779

ARC19499» Blutgerinnung

AS1411 ]

R 2
NOX-A12 |~ Onkologie

NOX-H94
NOX-E36

Abbildung 13: Aptamere in klinischen Studien zur Behandlung der Makuladegeneration, der
Blutgerinnung, in der Onkologie sowie bei Entziindungsreaktionen (Stand 2015). (modifiziert
nach Lao et al.%)

Im Bereich der Makuladegeneration hat die Firma Ophthotech zwei Kandidaten in klinischen
Studien, wobei das PDGF-B inhibierende DNA-Aptamer E10030 (Fovista) zusammen mit
dem monoklonalen Antikérper Lucentis®, das VEGF blockiert, bereits in Phase 1l der
Behandlung der feuchten Makuladegeneration (clinical trial 1D NCT01940900) ist.%° Zur
Behandlung der trockenen Form setzt das Unternehmen auf das Anti-C5-RNA-Aptamer
(ARC1905).7 Dieses befindet sich zurzeit in Phase 1.

Das grofite Anwendungsgebiet der Aptamere liegt zurzeit aber in der Behandlung der
Blutgerinnung. Am weitesten fortgeschritten ist dabei mit Phase Il das Aptamer REG1

(Regado Bioscience), das bei Patienten mit Erkrankungen der Koronararterien eingesetzt
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wird.” In der Onkologie sind zwei Aptamere in klinischen Studien. Zum einen das AS1411
(Antisoma), das tber 80 verschiedene Krebsarten inhibiert’? und zum anderen das NOX-A12
(NOXXON), das das Chemokin CXCL-12 inhibiert und somit eine mogliche Metastasierung
verhindert.”® Das NOX-A12 ist ein sogenanntes Spiegelmer, das aus L-Form RNA besteht.
Diese weist eine hohere Stabilitdt im Gegensatz zur D-Form auf. Weitere Spiegelmere der

Firma Noxxon sind auch bei Entziindungsreaktionen in Phase 11 der klinischen Studien.%747

1.2.3 Modifikation von Aptameren

Die geringe Anzahl therapeutischer Aptamere hangt auch damit zusammen, dass ihre
pharmakokinetischen und systemischen Eigenschaften unterschiedlich sein konnen und damit
schwer vorherzusagen sind. Aufgrund ihrer kleinen GroR3e sind sie zudem anféllig fur renale
Filtration, und vor allem RNA-Aptamere sind leicht zu hydrolysieren. Durch DNasen bzw.
RNasen konnen sie abgebaut werden und besitzen so kiirzere Halbwertszeiten im Korper als
z.B. Antikorper.” Zur Uberwindung dieser Nachteile kénnen Aptamer praselektiv oder post-
selektiv modifiziert werden. So kann z.B. durch eine Kopplung mit grof3en

Polyethylenglykolenankern eine renale Filtration verhindert werden.”

Zur Erhoéhung der Stabilitat spielt vor allem die 2°-OH-Gruppe von RNA eine wichtige Rolle.
Diese wird durch RNasen oder auch unter alkalischen Bedingungen deprotoniert. Der
nukleophile Sauerstoff greift die benachbarte 3’OH-Gruppe an und es bildet sich ein
zyklischer Ubergangszustand, bei dem der Sauerstoff am 3‘-Ende entfernt wird. Somit erfolgt
ein Kettenabbruch.”””® Da somit unmodifizierte RNA im Serum innerhalb weniger Sekunden
degradiert wird, ist eine Derivatisierung der 2°OH-Gruppe sehr wichtig.”® Dabei lassen sich
z.B. 2°-Deoxy, 2‘-Amino, 2‘-Fluoro, 2°-Azido und 2°-O-Methyl-Modifikationen enzymatisch
wahrend der T7-Transkription einbauen. Eine weitere Moglichkeit, die Degradation durch
RNasen bzw. DNasen zu verhindern, bieten Spiegelmere, da sie aus L- anstatt D-Ribosen
bestehen. Dabei erfolgt die SELEX mit natirlichen D-DNAs bzw. -RNAs gegen ein
Spiegelbild des Zielmolekils. Dies ermdglicht dann die Spiegelung des selektierten
Aptamers, dass dann das naturliche Zielmolekil bindet. Den Erfolg dieser Strategie zeigen
drei Aptamere, die sich bereits in klinischen Studien befinden.”>"® Neben der Spiegelung sind
aber auch noch andere Modifikationen wie z.B. durch locked nucleic acids (LNA) oder auch
Xeno-Nukleinsduren (XNA) maglich (Abbildung 14). 80-82
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A 2'Modifizierungen B Spiegelmer C LNA
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Abbildung 14: Mdglichen Modifikationen von Nukleinsduren. A) Modifikation an der 2°-Position
am Beispiel des Uracils. Dies kann sowohl eine Fluor-, als auch eine Amino- oder O-Methyl-
Modifikation sein. B) Spiegelmer. Anstatt einer D-Konfiguration besitzt das Spiegelmer eine L-
Konfiguration. C) Locked Nucleic Acids. Diese besitzen eine Briicke zwischen dem 2‘- und dem 5°-C-
Atom. D) SOMAmer. Diese besitzen an den Basen Modifikationen wie z.B. Benzyl- oder Naphthyl-.
E) Xeno-RNA. Einflihrung einens neuen Basenpaares. Rechts: 7-(2-Thienyl)imidazo[4,5-b]pyridin
(Ds); links: 2-Nitro-4-Propynylpyrrol (Px).83-

Diese XNAs erhohen dabei auch noch den genetischen Code und somit auch die Komplexitat
maoglicher bindender Strukturen. Zum Beispiel entwickelten Kimoto et al. ein Ds:Px-
Basenpaar, das sich mittels DNA-Replikation vervielfiltigen l4sst.8® Dabei besitzt das Px-
Nukleotid ein Azid, durch das sich nach der Amplifikation weitere funktionelle Gruppen
einbringen lassen. Dies kann nicht nur zu einer Erhohung der Stabilitat fuhren, sondern auch
die Affinitat und auch Spezifitit beeinflussen.®3* Eine Erweiterung des genetischen Codes
nutzen auch die sogenannten SOMAmere (Slow Off-rate Modified Aptamers), deren
Nukleosidtriphosphate hydrophobe Gruppen, wie z.B. Benzyl- oder Naphthyl- aufweisen.
Diese fiihren durch entstehende hydrophobe Wechselwirkungen zu einer héheren Affinitét der
Aptamere.®* Wahrend die Ds:Px Nukleotide wahrend des SELEX-Prozesses eingesetzt

werden  konnen, erfolgt die Modifikation der SOMAmere postselektiv.8%8°
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2. Zielsetzung

Das a6P4-Integrin gehért zur Gruppe der Laminin-bindenden Integrine. Dabei fuhrt die
Bindung des Integrins an Laminin zur Ausbildung von Hemidesmosomen und somit zu einer
festen Bindung der Zelle an seine Umgebung. Krebszellen, die das a6p4 Integrin ebenfalls
prasentieren, nutzen die Lamininbindung sowie die dadurch ausgel6sten Signalwege, die
sonst z.B. in der Wundheilung eine Rolle spielen, zur Férderung des Tumorzellwachstums
und zur Metastasierung. Dabei flhrt eine hohere Préasentation des Integrins auf Krebszellen
oft zu einer schlechteren Prognose des Patienten. Deshalb ist die Inhibition der Interaktion

zwischen Laminin und dem a6p4 Integrin von hohem therapeutischem Interesse.

Neben der Verwendung von Antikorpern als Inhibitoren dieser Interaktionen ware auch die
Verwendung von Aptameren mdglich. Da es bis dato keine Aptamere gab, die in der Lage
waren, die Laminin-a6p4-Integrin-Bindung zu blockieren, lag das Ziel dieser Arbeit in der

Selektion und Charakterisierung entsprechender inhibierender DNA-Aptamere.

Die Selektion von DNA-Aptameren fir die native Konformation des a6p4 Integrins sollte
mittels Zell-SELEX erfolgen. Dabei sollte die Prostatakrebszelllinie PC-3 in der eigentlichen
SELEX eingesetzt werden, wéhrend die nétige Integrin-Spezifitdt mittels Pra-SELEX unter
Verwendung von PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen sichergestellt werden sollte. Nach
erfolgreicher SELEX sollte neben der Affinitat und Spezifitit der erhaltenen Nukleinsdure(n)
auch deren Fahigkeit zur Inhibition der Integrin-Laminin-Interaktion ermittelt werden. Eine
umfassende Charakterisierung sollte zudem die Analyse der Struktur, Stabilitdat und die
maogliche Internalisierung in Zielzellen umfassen. AuBerdem sollte eine Verkirzung und

Modifikation des bestgeeigneten Aptamers zu dessen Optimierung ins Auge gefasst werden.
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3. Material
3.1 Chemikalien

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden von den Firmen
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), AppliChem (Darmstadt) und Sigma-Aldrich
(Minchen) kauflich in p.A.-Qualitat bezogen.

3.2 Puffer und Lésungen

Tabelle 1: Allgemeine Puffer und Ldsungen zur Analyse und Modifikation von Nukleinséduren

Puffer Zusammensetzung

Caropuffer (3x) 120 mM Tris-HCL pH 8.1, 15 mM DTT, 6 mM
Spermidin, 0.03% (v/v) Triton-x-100, 4.5% (w/v)
PEG 6000

DNase | Reaction Buffer (10x) Thermo Scientific

DreamTaq™ Buffer (10x) Thermo Scientific

Elutionspuffer 0.3 M Natriumacetat, pH 5.2

FastAP™ Buffer (10x) 100 mM Tris-HCI (pH 8.0 bei 37°C), 50 mM
MgCl;, 1 M KCI, 0.2% Triton X-100, 1 mg/mL
BSA.

Lamda Exonuclease-Puffer (10x) 670 mM Glycin-KOH (pH 9.4), 25 mM MgClz,
0.1% (v/v) Triton X-100

Orange DNA Loading Dye (6x) 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.15% Orange G,
0.03% Xylencyanol FF, 60% Glycerol, 60 mM
EDTA
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Puffer

Zusammensetzung

PNK-Puffer A (10x)

500 mM Tris-HClI, (pH 7.6), 100 mM MgClo,

50 mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM EDTA

RNA-Markierungspuffer

10 mM EDTA, 1 M Urea, 100mM, Tris-HCI,
pH 7.4

RNA-Ladepuffer (2x)

95% Formamid, 0.025% (w/v) SDS, 0.025% (w/v)
Bromphenolblau,0.025% (w/v) Xylencyanol FF,

0.025% (w/v) Ethidiumbromid,0.5 mM EDTA

TAE (50x)

2 M Tris-Base, 250 mM Natriumacetat,

50 mM EDTA, pH 7.8

Tabelle 2: Allgemeine Puffer und Lésungen zur Proteinanalyse

Puffer

Zusammensetzung

Sammelgelpuffer (4x)

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.4% SDS

SDS-Laufpuffer (5x)

0.125 M Tris, pH 8.3, 0.96 M Glycin, 0.5% SDS

SDS-Proteinladepuffer (2x)

125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% (w/v) SDS,
40% (v/v) Glycerin, 0.002% (w/v)

Bromphenolblau, 4 mM DTT

Trenngelpuffer (4x)

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.4% SDS
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Tabelle 3: Puffer und Lésungen zur Aptamerselektion und Charakterisierung

Puffer

Zusammensetzung

Binde- und Waschpuffer (2x)

100 nM Natriumphosphat, 600 mM NaCl, 0.02%
Tween®-20, pH 8.0

Blockierungs- und Lagerungspuffer

1xPBS, 0.1 % Ethanolamin, 0.05 % Natriumazid

MES-Puffer

0,1 M MES, pH 5,0

PBS (10x)

1.37 M NaCl, 27 mM KCI, 65 mM NazHPOg,

15 mM KH2PQOq4, pH 7.35

SELEX-Puffer

1x PBS, 3 mM MgCl2,1 mM CaCl, pH 7.35

3.3 Enzyme

DreamTag® DNA Polymerase
FastDigest® EcoRI

FastDigest® HindIll

Lambda Exonuclease

SuperScript® 111 Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

T4 Polynukleotidkinase (PNK)

T7-RNA-Polymerase Y639F

3.4 Proteine und Antikorper

Anti-Integrin beta 4 Antikorper,(ASC-3)

Anti-Integrin beta 4 Antikorper, (ASC-8)

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies

Eigene Herstellung

Millipore
abcam
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Goat Anti-Mouse Ig, Human ads-FITC
Laminin-332

rhintegrin alpha 6 (X1) beta 4
rmintegrin alpha 6 beta 4

rhintegrin alpha 6 beta 1

rhintegrin alpha 4 beta 1

3.5 Protein- und Nukleinsaure-Standards

GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

RiboRuler Low Range RNA Ladder

3.6 Nukleotide und Radionukleotide
2’-Fluoro-2’-dCTP

2’-Fluoro-2’-dUTP

Deoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)
Guanosine-5'-O- monophosphorothioate (5'-GMPS )
Ribonukleosidtriphosphate (NTPs)

v-[32P]-ATP

3.7 Materialien zur Aptamerselektion

Magna-Sep™ Magnetic Particle Separator

SIMAG- Carboxylbeads
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R & D Systems
R & D Systems
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Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific
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Roth
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Hartmann Analytics

Life Technologies
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3.8 Oligonukleotide
Die folgenden Oligonukleotide (Tab. 4) wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim) in HPLC-

gereinigter Form bezogen.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide in 5°-3’-Richtung dargestellt

Name Sequenz (5°-3’-Richtung)

102 CACTCATAGGAAGAGGGCCCTCTGTTGATCATCCCCCGC

103 GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACCTTCCTTCGAGTCCGGGATAACCCTG
GTATCTGGTCGGCATGCTTATTCTTGTCTCCC

104 GCCtgtTGTGAGCCTCctAACCCgtaCCGTTACCALACGECCCTaGt
TGCCatgCTtaTTCTTGTCTCCC

1217 GCCtgTtGTGAGCCTCCTAACCTTGTCGACGTGGGATTGCTCGTGCT
GTTATGTTGTGTCCATGCTTATTCTTGTCTCCC

1228 (IDA) GCCtgTtGTGAGCCTCCTAACCGTGCGTATTCGTACTGGAACTGATA
TCGATGTCCCCATGCTTATTCTTGTCTCCC

1232 GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACGCATGGTGTTATCCCTAATTCCCTCG
GTACCCTGGTGACCATGCTTATTCTTGTCTCCC

1236 GCCtgTtGTGAGCCTCctAACCACCGTCATGTCCGTATTGTACCGtEL
gAGATTCCCACGGCATGCTTATTCTTGTCTCCC

1241 GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACGTCCTGCGGTTTAATGTCTTCTGCTA
GCTATTCCTTGTGCATGCTTATTCTTGTCTCCC

1245 GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACGTCCTCGGATTACTGCTGTGTGGTAC
CTTTTACCTGGGCCATGCTTATTCTTGTCTCCC

1250 GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACTAGTTCCCTCCACATTACCCGTTGCC
GATGTATCCGCCCCATGCTTATTCTTGtCTCCC

Bibliothek | GCCTGTTGTGAGCCTCCTAAC-N39-CATGCTTATTCTTGTCTCCC

Fw Primer GCCTGTTGTGAGCCTCCTAAC

Fw Primer Eco R1

ATGCGAATTCGCCTGTTGTGAGCCTCCTAAC

Rev Primer-
Phosphat

[Phosphat] GGGAGACAAGAATAAGCATG

Rev Primer Hind 111

ATGCAAGCTTGGGAGACAAGAATAAGCATG
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Tabelle 5: Verwendete floureszenzmarkierte Oligonukleotide in 5°-3°-Richtung dargestellt.

Name Sequenz (5°-3’-Richtung)

[Cyanine5]GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACGAGGAGTGGGCTAAAGGTA

Kontroll-DNA-CYS | 116 16GeTTTGETTCCATGCTTAT TCTTGTCTCCC

[Cyanine5]GCCtgTtGTGAGCCTCCTAACCGTGCGTATTCGTACTGGA
IDA-Cy5 ACTGATATCGATGTCCCCATGCTTATTCTTGTCTCCC

[Cyanine5]CGTATTCGTACTGGAACTGATATCGATGTCCCCATGCTTA

IDA-B-Cy5 [Cyanine5]CGTGCGTATTCGTACTGGAACTGATATCGATGTCCC

[Cyanine5]GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACCACCGTCATGTCCGTATTG
1236-Cy5 TACCGTTG

Fw Primer-Cy5 [Cyanine5] GCCTGTTGTGAGCCTCCTAAC

3.9 Kommerziell erhaltliche Kits

High Yield PCR Clean-up Gel Extraktion SLG
HiYielde Plasmid Mini Kit SLG
Micro Bio-Spin 30 Columns BIO-RAD LABORATORIES GmbH

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Promega
Assay

3.10 Medien und Reagenzien flr zellbiologische Arbeiten

Accutase PAN Biotech
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) PAN Biotech
Fetales Kélberserum PAN Biotech
Penicillin/Streptomycin PAN Biotech
Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI-1640) PAN Biotech
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SOC-Medium PAN Biotech
Opti-MEM®Reduced Serum Medium Life Technologies
Lipofectamine® 2000 Reagent Life Technologies

3.11 Bakterienstamme und Vektoren

E. coli TOP10 (Genotyp: F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG) und pUC19 (pCR®2.1-
TOPO®) wurden von der Firma Life Technologies kauflich erworben.

3.12 Zelllinien
Die humanen Prostata Karzinom (PC-3) Zellen sowie die PC-3-p4-Integrin-Knockdown-
Zellen wurden freundlicherweise von Tobias Lange (Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf) zu Verfigung gestellt.
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4. Methoden

4.1 Praparation und Modifikation von Nukleinsduren

4.1.1 Polymerasekettenreaktion

Die Amplifikation von DNA erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Dabei wird
zunéchst die DNA bei 95 °C denaturiert. AnschlieBend erfolgt bei 55-65 °C die Anlagerung
kurzer DNA-Oligonukleotide, Primer genannt, die jeweils am 3‘-Ende des komplementéren
Stranges hybridisieren. Sie begrenzen die zu amplifizierende DNA-Sequenz. Somit kann eine
hitzestabile DNA-abhangige DNA-Polymerase die Strange auffiillen. Durch Wiederholen
dieses Temperaturprogrammes (Tabelle 6) erfolgt die exponentielle Anreicherung des DNA-
Abschnittes (DNA-Template). Der entsprechende PCR-Ansatz in Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 6: Temperaturprogramm der RT-PCR

Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 1 min
Primeranlagerung 60 °C 1 min
5-20
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 72 °C 5 min 1
4°C 00 1
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Tabelle 7: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes

Komponente Volumen Finale Konzentration
DNA-Template 1-50 puL <1.0uM
PCR-DreamTag-Puffer 10x (inkl. 20 mM

MgCl») 10 uL 1x

dNTP-Mix (25 mM) 2 uL 500 uM

Reverser Primer (100 uM), 5°-

phosphoryliert 10uL 1LOuM
Vorwaértsprimers(100 pM) 1.0uL 1.0 uM

DreamTagq™ DNA-Polymerase (5 U/pL) 0.5 L 1.25 U/100 pL

Agua dest. Ad. 100 pL

Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne ss/dsDNA-Template. Die Analyse der PCR
erfolgte mittels einer nativen PAGE (10%iges PAA-Gel) (4.2.2).

4.1.2 Strangtrennung von doppelstrangiger DNA

Die Strangtrennung der doppelstrangigen DNA erfolgte mittels Lambda Exonuclease. Diese
5'—3' Exodeoxyribonuklease degradiert nur den 5°-phosphorylierten Strang doppelstrangiger
DNA. Da nur der reverse Primer eine Phosphorylierung aufwies, wurde dieser spezifisch

abgebaut. Die Zusammensetzung eines Ansatzes zeigt Tabelle 8.
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Tabelle 8: Reaktionsansatz zur Strangtrennung von doppelstrangiger DNA.

Komponente Volumen Finale Konzentration
PCR-Ansatz 89.5 L

Lambda Exonuclease Puffer | 10 uL 1X

(10x)

Lambda Exonuclease 0.5 uL 0.05 U/puL

Agua dest. Ad. 100 pL

4.1.3 Kolonie-PCR

Zur ldentifikation positiver rekombinanter Klone wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt.
Dazu wurde die entsprechende E. coli-Bakterienkolonie mit einer Pipettenspitze von einer
Agarplatte gepickt und diente direkt als DNA-Template fur die PCR-Reaktion (4.1.1). Zur
Analyse der Kolonie-PCR wurde eine native PAGE (10%iges PAA-Gel) durchgefihrt.

4.1.4 In-vitro-T7-Transkription unter Einbau von modifizierten Nukleotiden

Die Herstellung von 2°-Fluor-modifizierter mikroRNA erfolgte mittels in-vitro-T7-
Transkription unter Einbau von 2°-Fluor-modifizierten Pyrimidin-Nukleotiden. Die

Zusammensetzung des Transkriptionsansatzes ist in der nachfolgenden Tabelle zu sehen.
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Tabelle 9: Zusammensetzung eines T7-Transkriptionsansatzes unter Verwendung 2¢-Fluor-
modifizierter Pyrimidin-Nukleotide.

Komponenten Volumen Finale Konz.
dsDNA-Templates 5uL

MgCl; (300 mM) 1.2 uL 20 mM
Caropuffer (3x) 6 uL 1x

ATP und GTP (50 mM) 0.72 uL 2 mM

2¢-F UTP (20 mM) 1.8 uL 2 mM

2¢-F CTP (20 mM) 1.8 uL 2 mM
T7-RNA-Polymerase Y639F 1L 5 U/uL
Agqua dest. Ad. 18 pL

Die T7-Transkription erfolgte fur 2h bei 37 °C und wurde mittels eines 10%igen
denaturienden PAA-Gel analysiert. Anschlielend erfolgte die Degradation der Template-
DNA mittels DNase I.

4.1.5 DNA-Degradation mittels DNase I

Zur Entfernung des dsDNA-Templates nach der T7-Transkription wurde eine Degradation
mittels DNase | durchgefiihrt. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes in Tabelle 10

Zu sehen.
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Tabelle 10: Reaktionsansatz zur Degradation von DNA.

Komponente Volumen Finale Konzentration
T7-Transkriptionsansatz 18 puL -

DNase | Reaction Buffer | 2.5 uL 1X

(10x)

DNase | 0.5 uL 0.05 U/puL

Agua dest. Ad. 25 pL

Die Reaktion erfolgte fiir 30 min bei 37 °C.

4.1.6 Radioaktive 5‘-Endmarkierung von Nukleinsauren
Zur radioaktiven 5°-Endmarkierung von Nukleinsduren erfolgte die 5’-terminale
Phosphorylierung durch die T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) mit y-[*P]-ATP. Der

Reaktionsansatz ist in Tabelle 11 gezeigt.

Tabelle 11: Reaktionsansatz zur radioaktiven 5°-Endmarkierung.

Komponente Volumen Finale Konzentration
ssDNA 10 L <1luM

10x PNK-Puffer A 2.0 uL 1x

v-[2P]-ATP (10 UCi/uL) 2.0 uL 1.0 puCi/uL

T4-PNK (10 U/uL) 0.5 UL 0.25 U/uL

Aqua dest. Ad. 20 pL

Der Ansatz wurde bei 37 °C fur 30 min inkubiert und anschliefend einer

Isopropanolprézipitation (4.2.7) und Reinigung mittels PAGE (10%iges, denat. PAA-Gel,
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4.2.3) zur Abtrennung von nicht inkorporiertem y-[3?P]-ATP unterzogen. Daraufhin erfolgte

die Uberpriifung der Markierung mittels eines 10% denat. PAA-Gel.

4.2 Analytische Trennung und Reinigung von Nukleinsauren
4.2.1 Agarosegelelektrophorese

Zur Reinigung von Plasmiden wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Fir die
Herstellung der verwendeten 1%igen Agarosegele wurden 0.5 g Agarose in 50 mL 1x TAE-
Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gelst. Die Lésung wurde in eine Flachbett-
Elektrophoresekammer gefullt und gelierte nach 20 Minuten. Die Plasmid-L6sung wurde mit
6x Ladepuffer versetzt, die Probe auf das Gel geladen und die Elektrophorese mit einer
Spannung von 120 V 30 Minuten durchgefihrt. AnschlieRend wurde das Gel mit
Ethidiumbromid (4.2.4) gefarbt.

4.2.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse sowie Reinigung von dsDNA wurde eine native Polyacrylamidgelelektrophorese
unter Verwendung 10%iger Polyacrylamidgele durchgefuihrt. Die Durchfihrung von EMSAS
(4.6.1) erfolgte mittels 5%iger PAA-Gele. Die verwendete GelgroRBe sowie die
Zusammensetzung der Gele sind in den folgenden Tabellen zu finden. Die Mengenangaben
gelten fiir das Gief3en von finf Polyacrylamidgelen.

Tabelle 12: Verwendete GroRRe der Polyacrylamidgele flir analytische und préaparative Gele

GelgroRe Male

Analytische und praparative Gele 75 mm x 85 mm x 0.75 mm
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Tabelle 13: Zusammensetzung 5%iger und 10%iger nativer Polyacrylamidgele.

Komponente 5%ige Gele 10%ige Gele
Acrylamid:Bisacrylamid 19:1 (w/v) - 12.5mL
Acrylamid:Bisacrylamid (37,5 : 1) (w/v) 8.3 mL -

S0xTAE 1mL 1mL
TEMED (0.1%) (v/v) 50 pL 50 pL
APS (0.1%) (w/v) 500 pL 350 pL
Agua dest. Ad. 50 mL Ad. 50 mL

Dabei erfolgte die Initiation der Polymerisation durch die Zugabe von APS. Diese dauerte 30
Minuten. Zur Durchfuhrung der nativen PAGE unter Verwendung 10%iger nativer Gele
wurden zuné&chst die jeweiligen Proben mit 6x Orange DNA Loading Dye versetzt und dann
auf das Gel geladen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 200 V und war nach 25
Minuten beendet. Die Durchfiihrung des EMSASs ist detailliert Kapitel 4.6.1 zu entnehmen.
Nukleinséuren Gelen  mittels

Der Nachweis der erfolgte  bei

Ethidiumbromidféarbung (4.2.4) und bei préparativen Gelen mittels UV-Shadowing (4.2.5).

analytischen

4.2.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Analyse und Reinigung von 2‘-F-modifizierter RNA bzw. ssDNA erfolgte mittels
denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese. Dazu wurden 10%ige Polyacrylamidgele
verwendet, deren Zusammensetzung analog Tabelle 12 ist. Die denaturierenden Bedingungen
wurden durch die Zugabe von Harnstoff (8 M) hergestellt. Zur Probenvorbereitung wurden
diese mit 2x RNA-Ladepuffer versetzt. Nach Auftragung erfolgte die Gelelektrophorese bei
8W fur 30 Minuten. Die Detektion der
Ethidiumbromidfarbung (4.2.4) oder UV-Shadowing (4.2.5).

Nukleinsduren  erfolgte  mittels
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4.2.4 Nachweis von Nukleinsauren mittels Ethidiumbromid

Der Nachweis von Nukleinséuren erfolgte durch Farbung mit Ethidiumbromid (EtBr). Dieser
kationische, heterozyklische Fluoreszenzfarbstoff interkaliert mit den Basenpaaren der DNA-
Doppelhelix, wodurch sein Anregungsspektrum verschoben wird. Die Farbung der
analytischen PAA-Gele erfolgte durch 5 minitige Inkubation in einer EtBr-haltigen Ldsung
(4 ug EtBr pro mL 1x TAE). Die Nukleinsaurebanden konnten dann unter UV-Licht der
Wellenlange 312 nm detektiert werden.

4.2.5 Nachweis von Nukleinsduren mittels UV-Shadowing

Der Nachweis von Nukleinsauren bei préparativen Polyacrylamidgele erfolgte mittels UV-
Shadowing. Dabei wurde das charakteristische Absorptionsmaximum der Nukleinsauren bei
260 nm ausgenutzt, sodass eine Farbung des Gels nétig war. Zunachst wurde das Gel in eine
Klarsichtfolie eingeschlagen und auf eine Dunnschichtchromatographieplatte gelegt, welche
mit einem bei 254 nm absorbierenden Fluoreszenzfarbstoff beschichtet war. Daraufhin
konnten durch Anregung des Farbstoffes mit UV-Licht der gleichen Wellenldnge die
Nukleinsduren als dunkle Banden sichtbar gemacht werden. Die Banden wurden dann

ausgeschnitten und einer Diffusionselution (4.2.6) unterzogen.

4.2.6 Diffusionselution von Nukleinsauren aus Polyacrylamidgelen

Die nach UV-Shadowing (4.2.5) ausgeschnittenen Nukleinsédure enthaltenden Gelstlicke
wurden mit 600 pl Natriumacetat (0.3 M) versetzt und 2 h bei 1000 rpm und 50 °C inkubiert.
Mit dem Eluat wurde dann eine Isopropanolprézipation (4.2.7) durchgefuhrt.

4.2.7 Isopropanolprazipitation

Zunéchst erfolgte die Zugabe des &dquivalenten Volumens an eiskaltem Isopropanol zur Probe.
AnschlieBend wurden 1 pl Glycogen und ein Zehntel des Gesamtvolumens an 3 M
Natriumacetat (pH 5.4) hinzugeflgt. Die Proben wurden gevortextet und 30 min bis 48 h zum
Erhalt einer hdheren Ausbeute bei —20 °C inkubiert. Anschlielend folgte eine 30 minitige
Zentrifugation der Proben bei 4 °C und 16100 xg. Daraufhin wurde der Uberstand verworfen

und das erhaltene Pellet mit 50 pl kaltem Ethanol (70%) gewaschen. Nach weiteren 5 min
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Zentrifugieren bei 4 °C und 16100 xg wurde der Uberstand erneut abgenommen, das Pellet

15 min bei 37 °C getrocknet und in Aqua dest. resuspendiert.

4.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde durch photometrische Messung der optischen
Dichte bei 260 nm (OD2s0) am NanoDrop ND-1000 bestimmt. Dabei entspricht eine OD2so
von 1 einer Konzentration von 50 ng dsDNA/uL, 40 ng ssDNA/pL und 33 ng RNA/uL.
Durch das Verhaltnis OD2s0 zu OD2go l&sst sich zusatzlich die Reinheit der Nukleinsduren
Uberprifen, da das Absorptionsmaximum von Proteinen bei 280 nm liegt. Ein Verhaltnis von
1.8-2.0 zeigt eine hohe Reinheit von 70-95%.

4.3 Methoden zur Proteinanalyse
4.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich
Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen
voneinander trennen. Dabei bildet das Protein mit dem Natriumdodecylsulfats (SDS) einen
Komplex, der die Eigenladung der Proteine tberdeckt. Die Durchfiihrung der SDS-PAGE
erfolgte nach dem Prinzip von Laemmli.®’

Fur die SDS-PAGE wurden 15%ige SDS-PAA-Gele verwendet. Diese bestehen aus einem

Sammel- und einem Trenngel. Die Zusammensetzungen sind in Tabelle 14 und 15 zu sehen.

Tabelle 14: Zusammensetzung des Sammelgels fur ein 15%iges SDS-PAA-Gel

Komponenten Volumen
Acrylamid:Bisacrylamid 30 % 37.5:1 2mL
Trenngelpuffer (4x) 3.75mL
Aqua dest. 9.2mL
APS 100 pL
TEMED 10 pL
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Tabelle 15: Zusammensetzung des Trenngels fur ein 15%iges SDS-PAA-Gel.

Komponenten Volumen
Acrylamid:Bisacrylamid 30 % 37.5:1 15 mL
Trenngelpuffer (4x) 7.5mL
Aqua dest. 7.4 mL
APS 150 L
TEMED 15 puL

Die Proben wurden mit 2x SDS-Ladepuffer versetzt, 2 min bei 80 C inkubiert und auf ein
15%iges SDS-PAA-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 120 V in 1x SDS-
Laufpuffer durchgefiihrt. Daraufhin erfolgte die Farbung der Proteinbanden mittels
Coomassie Brilliant Blue (4.3.2).

4.3.2 Anfarben von Proteinen in SDS-PAA-Gelen mit Coomassie Brilliant Blue

Die Farbung von Proteinen in SDS-PAA-Gelen erfolgte fir 12 h unter Schwenken in einer

Coomassie-Farbeldsung.

4.3.3 Kopplung von Proteinen an SIMAG-Carboxylbeads

Zur Kopplung von Proteinen an kéauflich erworbene SiIMAG-Carboxyl Beads wurden 200 pL
(10 mg) der Beads zweimal mit je 1 mL MES-Puffer gewaschen. 10 mg EDC wurden
daraufhin in 250 uL MES-Puffer gelést und die Beads darin aufgenommen. Nach
zehnminutiger Inkubation unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur wurden 100 pmol des
entsprechenden Proteins hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte fir 2 h auf Eis. Danach
wurden die Beads dreimal mit je 1 mL PBS gewaschen und in 750 pL Blockierungs- und
Lagerungspuffer aufgenommen.
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4.4 Selektion von Aptameren
4.4.1 Invitro Selektion von DNA-Aptameren mit Affinitat flr das a6p4 Integrin

Zur Selektion von Aptameren fiir das f4 Integrin wirde zunéchst eine Zell-SELEX unter
Verwendung B4 Integrin prasentierender PC-3-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurden zunéchst
200.000 PC-3 Zellen in einer Kultivierschale ausgesat und weiter kultiviert. Nach Erreichen
einer Konfluenz von 80% wurden 500 pmol des ssDNA-Pools in 500 pL SELEX-Puffer
hinzugefiigt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden nicht gebundene
Nukleinsdauren durch Waschen mit 500 uL SELEX-Puffer entfernt. Dabei wurde die Anzahl
der Waschschritte variiert. Die Elution der gebundenen Fraktion erfolgte mittels 50 pL 80 °C
heiBem Wasser und Inkubation fir 5 min bei 80 °C. Zur Amplifikation gebundener
Nukleinsauren wurde eine PCR (4.1.1) und anschlielend zum Erlangen einzelstrangiger DNA
eine Strangtrennung (4.1.2) durchgefihrt.

Ab Runde 3 wurde zusétzlich zum obigen Protokoll vor der eigentlichen SELEX-Runde eine
Pra-SELEX durchgefuhrt. Dazu wurde der Pool der vorherigen Runde zunachst mit PC-3-p4-
Integrin-Knockdown-Zellen fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde dann
abgenommen und in der eigentlichen SELEX eingesetzt.

Ab Runde sechs erfolgte die weitere Anreicherung des Pools mittels einer konventionellen
SELEX. Dazu wurde der Pool aus Runde finf mit 80 pL Integrin a6B4 beladenen
magnetischen Beads (4.3.3) fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Abtrennung ungebundener
Nukleinsauren erfolgte nun mittels magnetischer Separation. Die Elution erfolgte weiterhin
mittels Hitze. Ab Runde elf wurde zusatzlich Laminin-332 in der SELEX eingesetzt, um

Nukleinsauren zu erhalten, die die Laminin-Integrin-Bindung inhibieren kdnnen.

4.5 Klonierungsmethoden
4.5.1 Restriktion des Vektors pUC-19

Die PCR-Produkte der jeweiligen Selektionsrunden wurden in den Vektor pUC19 kloniert.
Dazu erfolgte zundchst die Restriktion des Vektors durch die Restriktionsendonukleasen
EcoRI und Hindlll. Abbildung 15 zeigt die Schnittstellen der Enzyme in der Mulitple cloning

site des Vektors pUC19. Die markierte Sequenz wird bei der Restriktion entfernt.
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[EcoRI] [HindI11
v v
5’ GCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGG
e t f ; i ; f ; f t ; ; f
37 CGGTCACTTAAAGCTC%\GCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGA“ACC
403
1 1 25 1 1 1 20 1 1 1 15 1 1 1 1 10 1

1 1 1
A L S N S S P v R P D E L T 5 R C A H L S P
.________________________________________lacZa__________________________|
<

| Multiple cloning site |

Abbildung 15: Darstellung der Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen EcoRI und
HindllIl.

Der entsprechende Reaktionsansatz ist Tabelle 16 zu entnehmen.

Tabelle 16: Zusammensetzung eines Restriktionsansatzes

Komponente Volumen
pUC19 10 pL
10x FastDigest Green Puffer 5uL
FastDigest EcoRlI 1puL
FastDigest HindllI 1puL
Agqua dest. Ad. 50 pL

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fur 30 min. AnschlieBend erfolgte die Dephosphorylierung
des Vektors durch Zugabe von 1 pL FastAP und Inkubation bei 37 °C fir 30 min. Die
Analyse und Reinigung der Restriktion erfolgte mittels einer Agarosegelelektrophorese
(4.2.2).

45.2 Ligation

Fir die Ligation wurden 100 ng des geschnittenen Vektors pUC19 (4.5.1) mit einem molaren
Uberschuss von 1:3 und 1:5 des geschnittenen PCR-Produktes gemischt und 0.5 uL T4-DNA-
Ligase, sowie 2 puL 10 x T4-Ligase Puffer hinzu pipettiert. Der Ansatz wurde 0.N. bei 16 °C
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inkubiert und zum Inaktivieren des Enzym 20 min auf 80 °C erhitzt. AnschlieRend erfolgte

die Transformation (4.5.3).

4.5.3 Transformation kompetenter Zellen mittels Elektroporation

Zur Transformation kompetenter E. coli Top 10 Zellen wurden zu je 50 pL kompetenter
Zellen jeweils 5pL des jeweiligen Ligationsansatzes pipettiert und in die vorgekihlte
Elektroporationskiivette Gberfiihrt. Die Transformation erfolgte mittels Elektroporation bei
1.8 kV. Daraufhin wurden schnellstmdglich 450 uL SOC-Medium hinzugeflgt und in ein
1.5 mL Reaktionsgefall Uberfiihrt. Die Zellen wurden nun 30 min bei 37 °C und 400 xg
inkubiert. Jeweils 100 pL der Probe wurden auf Ampicillin-haltige LB-Platten ausgestrichen
und 0.N. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end erfolgte mit den rekombinanten

Klonen eine Kolonie-PCR.

4.5.4 lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen

Die Plasmid-DNA wurde aus den E. coli Zellen mit dem HiYielde Plasmid Mini Kit analog

den Angaben des Herstellers isoliert.

4.5.5 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Aufklarung der Sequenz des in die Plasmide ligierten PCR-Produktes wurden die isolierten
Plasmide von der Firma GATC unter Verwendung des Primers PCR1 (GATC) sequenziert. Die

Auswertung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mithilfe der Software EditSeq und MegAlign.

4.6 Charakterisierung und Analyse der Aptamer-Protein-Interaktion

4.6.1 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Aptamer-Protein-Interaktionen bietet das
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA). Zur Durchfuhrung wurden konstante Mengen
(< 1 nM) an radioaktiv markierter sSDNA mit 1000 nM des jeweiligen Proteins bzw. als
Kontrolle 0 nM des Proteins fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach Inkubation wurde 1 pL
6XDNA-LD dazugegeben und die Proben auf ein 5 % natives PAA-Gel aufgetragen. Die
native PAGE lief bei 4 °C bei 60 V fir 2 Stunden. Daraufhin wurden die Gele eingefroren

und mittels Autoradiographie analysiert.
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4.6.2 Filter-Retentions-Assay

Die Untersuchung von Aptamer-Protein-Interaktionen erfolgte zum einen mittels Filter-
Retentions-Assay. Dazu wurde eine konstante Menge (< 1 nM) an radioaktiv markierter
sSDNA (4.1.6) mit steigenden Konzentrationen (0 nM — 1000 nM) an E-Selektin fir 30 min
bei RT inkubiert. Als Puffer diente dabei 1x PBS. Die benétigte Nitrozellulosemembran
wurde zur Vermeidung unspezifischer Bindungen 20 min in 0.4 M KOH gelegt. Die
Membran wurde in eine 96-well-Dot Blot-Apparatur (Schleicher & Schull) eingespannt und
unter Vakuum zweimal mit 200 ul 1XPBS gewaschen. Die Reaktionsansatze wurden tber die
Nitrozellulosemembran filtriert. An das Protein bindende ssSDNA-Molekiile wurden auf der
Membran zuriick gehalten. Nicht-bindende Nukleinsduren wurden durch zweimaliges
Waschen mit 1x PBS entfernt. Die Nitrozellulosemembran wurde anschlieBend getrocknet
und konstante Mengen der jeweiligen Nukleinsaureproben (20% - Werte) zur Kontrolle
aufgetragen. Die auf der Membran verbliebenen Mengen an radioaktiv markierten

Nukleinsauren wurden mittels Autoradiographie quantifiziert.

4.6.3 Stabilitatsassay

Zur Untersuchung der Stabilitat von ssDNA in Medium erfolgte ein Stabilitatsassay. Dazu
wurden jeweils 2 pL der entsprechenden radioaktiv markierten ssSDNA jeweils zu 118 pL des
entsprechenden Mediums bzw. Blutplasmas gegeben. Die Inkubation erfolgte fur 24 h bei
37 °C. Dabei wurden nach 0, 1, 5, 15,30 min, 1, 2, 4, 8 und 24 h jeweils 10 pL abgenommen
und sofort mit 10 pL 2x RNA-LD versetzt und mittels flussigem Stickstoff gefroren. Die
Proben (nur 5 pL) wurden dann auf ein 10 % denat. Gel aufgetragen. Die PAGE erfolgte bei
200 V fir 10 min. AnschlieBend erfolgte die Detektion mittels Autoradiographie.

4.6.4 Sekundarstrukturvorhersage selektierter Aptamere
Die Sekundarstrukturanalysen der erhaltenen Aptamersequenzen wurden mit Hilfe des
Programms RNAstructure (Version 5.7) von Mathews Lab (University of Rochester Medical

Center) durchgefihrt und die erhaltenen Strukturen gegebenenfalls untereinander verglichen.

4.6.5 Verklrzung von Aptameren anhand vorausgesagter Sekundarstrukturen
Basierend auf Sekundérstrukturvorhersagen (4.6.4) wurde die Sequenz des Aptamers IDA
verkirzt. Die entsprechende kurzen ssSDNA wurden kauflich bei Sigma Aldrich erworben.
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4.7 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt. Dabei erfolgte die
Kultivierung der Zellen bei 37 °C, 5% CO2und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank.

4.7.1 Ablosung adharenter Zellen
Zur Ablosung adhérenter Zellen wurden zunédchst die Zellen zweimal mit 5 mL 1xPBS
gewaschen. Daraufhin wurde 1 mL Accutase hinzugefuigt, zwei Minuten bei 37 °C inkubiert

und die Zellen unter leichtem Klopfen gel6st.

4.7.2 Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Lipofectamin

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen mit mikroRNA wurden zunéchst die Zellen in 24-well
Platten bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und Opti-MEM® hinzugefiigt. Das Lipofectamine 2000 Reagenz sowie 1 ug RNA
wurden in 150 pL Opti-MEM® verdiinnt und 1:1 gemischt. Es erfolgte eine Inkubation von
5 min bei RT und danach wurden 250 pL der Lésung zu den Zellen gegeben. Die Zellen
wurden 24 h weiterkultiviert, dann abgel6st und mittels Durchflusszytometrie (4.7.4)

analysiert.

4.7.3 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie werden suspendierte Zellen an einem fokussierten Laser
vorbeigeleitet, wobei sie in Abh&ngigkeit ihrer Grofe, Gestalt und spezifischen Farbung
charakteristische Lichtsignale aussenden, die mittels geeigneter Detektoren gemessen werden
koénnen. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgten mit einem FACSCalibur System
der Firma Becton Dickinson Immunocytometry Systems. Dabei besitzt das Gerat einen 488 nm
Argon-lonen Laser (FL-1, FL-2, FL-3), sowie einen 635 nm Rot-Dioden-Laser (FL-4).

4.7.4 Nachweis von Rezeptoren auf Zelloberflachen mittels Antikdrpern

Der Nachweis von Rezeptoren auf der Zelloberflache mittels Antikérpern erfolgte
durchflusszytometrisch. Dazu wurden 2x 10° Zellen zunichst zweimal mittels Zentrifugation
bei 400 x g fir 2 Minuten bei 4 °C gewaschen und in 200 ul 1x PBS resuspendiert. Daraufhin

wurde 1 ul des entsprechenden primaren Antikorpers hinzugegeben und die Zellen fir 30 min
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auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde erneut gewaschen und 1 pL des sekundéren
fluoreszenzmarkierten Antikorper hinzugegeben. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C wurde

zweimal gewaschen und die Proben durchflusszytometrisch vermessen.

4.7.5 Analyse der Bindung von Nukleinsduren an Zelloberflachen

Die Analyse der Bindung von Nukleinséuren an Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Dazu wurden die Zellen abgel6st (4.7.1), gezéhlt und jeweils 200.000 Zellen pro Probe
eingesetzt. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit RPMI(-) bei 400 x g fiir 2 min,
erfolgte die Inkubation der Nukleinsduren fiir 20 min bei RT. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal mit 1xPBS gewaschen und am BD FACSCalibur™ der Firma BD Biosciences.

4.7.6 Laser-Scanning Mikroskopie

Die Untersuchung der Internalisierung von Aptameren erfolgte mittels konfokaler Laser-
Scanning Mikroskopie. Dazu wurden zunachst PC-3-Zellen in einem Nunc™ Glass Base
Dish bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit 1x PBS
gewaschen und 20 min fir 37 °C mit den jeweiligen Reagenzien inkubiert. Dabei wurden
100 nM Nukleinsduren eingesetzt, 10 nM Lysotracker sowie Hoechst 33342 (0.1 pg/mL).
AnschlieRend folgte eine Behandlung der Zellen mit 0.5 pL DNase | fiir 5 min bei 37 °C. Die
Zellen wurden zweimal mit 1x PBS gewaschen und dann am Olympus 1X-81 Mikroskop

vermessen.

4.7.7 Inhibitionsassay

Der Inhibitionsassay basiert auf der Detektion an Laminin gebundener Zellen. Zur
Durchfiihrung des Inhibitionsassays wurde zundchst 0.5 pg/mL Laminin-332 in 50 uL RPMI
in eine schwarze 96 well Platte gegeben und uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Zellen
wurden gezahlt, jeweils 150.000 aufgeteilt und gegebenenfalls mit den entsprechenden
Nukleinsauren (1.25 pM) bei RT fur 30 min inkubiert. Zur Bestimmung des ICso-Wertes
wurde zunéchst eine Verdunnungsreihe des Aptamers ausgehend von 1.25 uM hergestellt und
diese mit den Zellen inkubiert. Die Platte wurde zweimal mit 50 uL RPMI gewaschen und die
jeweiligen Proben in 50 pL RPMI dazugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei RT.
AnschlieBend wurde die Platte achtmal mit 1x PBS gewaschen. Die verbliebene Anzahl an

Zellen wurde mittels CellTiter-Glo® Assay nach Angaben des Herstellers ermittelt.
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5. Ergebnisse
5.1 Selektion von DNA-Aptameren mit Affinitat fir das a6p4 Integrin

Die Selektion von DNA-Aptameren fur das a6p4 Integrin erfolgte durch Kombination zweier
SELEX-Strategien. Die ersten funf Selektionsrunden erfolgten mittels Zell-SELEX und die
darauffolgenden sieben wurden mit konventioneller SELEX unter Verwendung des
rekombinanten a6B4 Integrins immobilisiert auf magnetischen Partikeln durchgefiihrt. Eine

schematische Darstellung beider SELEX-Verfahren ist in der nachfolgenden Abbildung

gezeigt.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der beiden verwendeten SELEX-Verfahren.

A) Zell-SELEX. Die mit Cy5-markierte ssSDNA-Bibliothek wurde in den ersten beiden
Selektionsrunden direkt in der SELEX eingesetzt. Dazu wurde die Bibliothek direkt mit den
adhdrenten PC-3-Zellen in einer Zellkulturschale inkubiert. AnschlieBend konnten ungebundene
Nukleinsduren direkt von den Zellen gewaschen werden. Die Elution gebundener Nukleinsauren
erfolgte durch Hitze; die Amplifikation mittels PCR und anschlieRender Strangtrennung. Die so
erhaltenen einzelstrangigen DNAs konnten in der ndchsten Runde eingesetzt werden. Ab Runde drei
wurde zusétzlich eine PraSELEX mit PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurde
die Bibliothek zuerst mit den Knockdown-Zellen inkubiert. Der Uberstand dieser Inkubation wurde
dann in der eigentlichen SELEX -eingesetzt. B) Konventionelle SELEX unter Verwendung
magnetischer Partikel. Ab Runde sechs erfolgte die Trennung bindender und nichtbindender
Nukleinsduren Uber magnetische Partikel. Diese présentierten das rekombinante a6p4 Integrin auf
ihrer Oberflache. Zur PraSELEX wurden Partikel verwendet die kein Integrin prasentieren. Die
Elution und Amplifikation war analog zur Zell-SELEX. Nach 12 Selektionsrunden erfolgten die
Klonierung und die Sequenzierung erhaltener Klone.

Im ersten Schritt wurde mit der Startbibliothek, HPLC gereinigt bei Sigma Aldrich erworben,
eine Zell-SELEX durchgefiihrt (Abbildung 16, A). Dies sollte zu einer Anreicherung von
Nukleinsdauren fuhren, die die native Form des Integrins binden. Dabei wurden PC-3-Zellen
bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert und dann mit der Bibliothek in SELEX-Puffer
inkubiert. Nach dreifachem Waschen der adhédrenten Zellen, erfolgte die Elution der
gebundenen Nukleinsduren mittels Hitze. Das gesamte Eluat wurde anschlieBend mit sieben

PCR-Zyklen amplifiziert, um eine leichte Anreicherung der in der Bibliothek vorhandenen
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Nukleinsdauren zu erreichen. Anschliefend wurde die Anzahl der maximal benétigten PCR-
Zyklen in einer Pra-PCR mit einem Finftel des Eluates ermittelt. Dazu wurden jeweils nach
drei PCR-Zyklen Proben entnommen und mittels nativer PAGE Uberprift. AnschlieRend
wurden mit dem Rest des Eluates die ermittelte Anzahl an PCR-Zyklen durchgefiihrt. Dies
fihrte zu einer Erhohung der maximalen Ausbeute sowie zur Verhinderung von
Uberamplifikaten, die wahrend der SELEX ein haufiges Problem darstellen. Die erhaltenen
dsDNAs wurden dann einer Strangtrennung unterzogen und die einzelstrdngigen
Nukleinsduren in der zweiten SELEX-Runde eingesetzt. Um den Selektionsdruck zu erhéhen

wurde daraufhin die Anzahl der Waschschritte auf vier erhoht.

In den ersten beiden SELEX-Runden wurden Nukleinsduren selektiert, die an PC-3-Zellen
binden. Um nun Nukleinséuren zu erhalten, die das a6p4 Integrin binden, wurden ab Runde
drei  PC-3-B4-Integrin-Knockdown-(ITGB4)-Zellen in einer Pra-SELEX eingesetzt
(Abbildung 16, rote Zellen). Nukleinséuren, die nicht an die p4-Untereinheit binden, sollten
somit konsequent aus der Bibliothek entfernt werden. Zunéchst erfolgte allerdings die
Analyse des B4 Integrin Knockdowns mittels Durchflusszytometrie. Dies sollte sicherstellen,
dass kein Integrin auf der Zelloberflache zu detektieren war. Dazu erfolgten die Inkubation
der PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen mit dem primaren Antikérper sowie die
Fluoreszenzmarkierung des ersten AK mit einem FITC-markieren sekundaren AK. Als
Positivkontrolle dienten PC-3-Zellen, die das Integrin prasentierten, und als Negativkontrolle
eine Isotypkontrolle. Abbildung 17 zeigt das Ergebnis der durchflusszytrometrischen Analyse.
Die Anzahl an PC-3-Zellen wurde gegen die Fluoreszenzintensitdt im FL-1-Kanal, zur

Detektion des FITC-markierten sekundaren Antikorpers, aufgetragen.
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Abbildung 17: Analyse des Knockdowns des B4 Integrins auf PC-3-Zellen. Grau: Eigenfluoreszenz
der Zellen; griin: PC-3-Zellen mit Anti-p4-AK; blau und violett: Isotypkontrollen; rot: PC-3-p4-
Integrin-Knockdown-Zellen mit Anti-p4-AK.

Die Analyse der Antikorperbindung zeigte, dass die Knockdown-Zellen im Gegensatz zu den
PC-3-Zellen annédhernd die gleiche Verschiebung aufwiesen wie die Isotypkontrolle. Dagegen
wiesen die PC-3-Zellen eine hohe Bindung des B4 Integrin-Antikorpers auf. Deshalb konnte
davon ausgegangen werden, dass der Knockdown des Integrins gewéhrleistet war.

Infolge dessen wurden diese Zellen weiter kultiviert und bei Erreichen einer Konfluenz von
80 % mit der ssDNA aus Runde zwei inkubiert. Die so reduzierte Nukleinsaurebibliothek
wurde dann in der eigentlichen SELEX eingesetzt. Die Waschschritte wurden wieder auf drei
zurlickgesetzt, da die Einfuhrung der Pra-SELEX eine sehr stringente MaRnahme darstellte.
Wie erwartet, fihrte dies in Runde drei zu einer starken Erhéhung der PCR-Zyklen von 12
bzw. 13 (Runde eins bzw. zwei) auf 29 zur Amplifikation der Bibliothek. Dies reduzierte sich
ebenso stark wieder in Runde vier auf zwolf PCR-Zyklen. Trotz Erhohung des
Selektionsdruckes durch einen weiteren Waschschritt. Die durchgefiihrten PCR-Zyklen in

Runde finf waren mit elf minimal verringert.

Da diese Bibliothek jedoch auch immer noch eine Bindung an die PC-3-B4-Integrin-
Knockdown-Zellen zeigte, wurde zur Erhohung der Spezifitdt der Bibliothek die weitere
Selektion mit dem rekombinanten a6p4 Integrin, immobilisiert auf magnetischen Partikeln,
durchgefuhrt. Die Immobilisierung des Integrins erfolgte Uber EDC/NHS Kopplung.
Abbildung 18 zeigt schematisch die Kopplung.

46



Ergebnisse

Magnetischer Partikel

(carboxylbeschichtet) Integtin

‘ )J\ h'JH\c" 56534 i.lH cr
o o ' —NH, (( h
0
+ — (r > +
"\C/O\(f“ ‘AH/( ) Oy, _H
0 HN

A M N
_—a cr W W
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- O-Acylisoharnstoff Mit Integrin gekoppelte  Nebenprodukt
carbodiimid (EDC) magnetische Partikel

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Kopplung des Integrins an magnetische Partikel.
Im ersten Schritt erfolgte die Aktivierung der Partikel mit EDC. Der entstandene reaktive O-
Acylisoharnstoff reagierte dann mit einer der Aminogruppen des Integrins und es entstand eine
kovalente Bindung. Das ebenfalls angefallene Nebenprodukt konnte dann Uber magnetische
Separation abgetrennt werden.

Diese Anderung der SELEX-Strategie fiihrte in Runde sechs wieder zu einem starken Verlust
an bindenden Oligonukleotiden und somit zu einem Anstieg der PCR-Zyklen auf 27. Auch
hier ergab sich mit 14 PCR-Zyklen wieder eine schnellere Amplifikation bindender
Nukleinsduren in der darauffolgenden SELEX-Runde. Durch die stetige Erhéhung der
Waschschritte wurde der Selektionsdruck erhoht und es konnte in den folgenden Runden erst
eine Verringerung und dann wieder eine Erhdhung der PCR-Zyklen beobachtet werden. Ab
Runde zehn wurde die verwendete Proteinmenge halbiert. Trotzdem konnte eine
Verringerung der PCR-Zyklen und somit ein Anreicherungseffekt beobachtet werden. In den
letzten beiden Selektionsrunden wurde zusatzlich zur Kompetition und zur Anreicherung
inhibierender Nukleinsauren Laminin-332 hinzugeflgt. Dies hatte keine negative Auswirkung
auf die Anzahl durchgefuhrter PCR-Zyklen, da diese in Runde 12 weiter verringert werden
konnten. Allerdings traten sogenannte Primer-Dimere auf. Dies sind Artefakte, die bei einer
PCR entstehen konnen. Abbildung 19 zeigt das 10%ige native Gel nach Amplifikation des

Eluates aus Runde 12.
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Abbildung 19: PCR zur Amplifikation der 12. SELEX-Runde. Aufgetragen wurden: Ultra Low
Range DNA Ladder (1), PCR-Produkt nach 13 PCR-Zyklen (2), PCR-Produkt nach 16 PCR-Zyklen
(3), PCR-Produkt nach 19 PCR-Zyklen (4), PCR-Produkt nach 22 PCR-Zyklen (5), Negativkontrolle

ohne Templat (6).

Es zeigte sich eine Amplifikation bindender Nukleinsauren nach 13 PCR-Zyklen mit einer
Bandenhohe der erwarteten 80 bp (Spur 2). Nach weiteren PCR-Zyklen entstanden allerdings
immer mehr Uberamplifikate und die eigentliche Produktbande wurde schwacher (Spur 3-5).
Allerdings waren in allen Produktspuren sogenannte Primer-Dimere bei 40 bp zu sehen. Die
Negativkontrolle zeigte kein PCR-Produkt, sondern nur die erwartete Primerbande bei 20 bp.
Eine genaue Auflistung der in der SELEX angewendeten Bedingungen ist noch einmal
zusammenfassend Tabelle 17 zu entnehmen.

Nach der 12. Selektionsrunde wurde die SELEX beendet und die erhaltenen Bibliotheken auf

ihre Bindung an PC-3-Zellen untersucht.
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Tabelle 17: Ubersicht tber die Bedingungen wéhrend der einzelnen SELEX-Runden sowie die
Anzahl sich ergebender PCR-Zyklen. Das x zeigt eine Verwendung, das — keine Verwendung in der

jeweiligen SELEX-Runde.

PC-3-p4-
) a6p4
] PC-3- Integrin- ) o
Runde | Waschschritte Integrin Laminin | PCR Zyklen
Zellen | Knockdown-
(pmol)
Zellen
1 3 x 500 pL X - - - 12
2 4 x 500 pL X - - - 13
3 4 x 500 pL X X - - 29
4 5 x 500 pL X X ) ; 12
5 6 x 500 pL X X - - 11
6 1 x 500 pL - - 100 - 27
7 3 x 500 pL - - 100 - 14
8 5 x 500 pL - - 100 - 12
9 7 x 500 L . ) 100 ; 18
10 9 x 500 pL - - 50 - 16
11 3 x 500 pL - - 50 X 16
12 5x 500 pL - - 50 X 12

5.2 Analyse der Bindung der angereicherten Bibliothek an PC-3-Zellen

Die Analyse der Bindung der Bibliotheken der Runden 0, 6, 10 und 12 erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Es wurden die jeweiligen Runden ausgewahlt, in denen eine Anderung
der SELEX-Bedingungen vorlag. Die Runde 0 diente als Negativkontrolle. In einer
durchflusszytometrischen Analyse wird die bindende Spezies mittels Fluoreszenz detektiert.
Aufgrund dessen erfolgte zunachst die Fluoreszenzmarkierung der Bibliotheken durch
Verwendung eines 5’Cy5-markierten Vorwartsprimers, der wéhrend der PCR eingebaut
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wurde. Abbildung 20 zeigt eine Uberlagerung der Cy5-Fluoreszenz (rot) mit den mit

Ethidiumbromid geférbten Nukleinsduren (grin).
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Abbildung 20: Analyse der PCR zur Fluoreszenzmarkierung der Bibliotheken. Die Banden
entsprechen dem Ultra Low Range DNA Ladder (1), dem PCR-Produkt Bibliothek RO (2), dem PCR-
Produkt Bibliothek R6 (3), dem PCR-Produkt Bibliothek R10 (4), dem PCR-Produkt Bibliothek R12
(5) und der Negativkontrolle ohne Templat (6).

Es konnte bei allen Nukleinsdure-Bibliotheken eine Bande mit einer Lange von 80
Basenpaaren detektiert werden. Dabei zeigten die Bibliotheken RO und R6 eine hohere
Fluoreszenzintensitét als die anderen beiden PCR-Produkte. Am schwéchsten war die Bande
der Bibliothek R12 (Spur 5). Dies kénnte ein Zeichen fiir hochstrukturierte Nukleinsauren
sein, da diese in einer PCR schlechter amplifiziert werden. Die Negativkontrolle zeigt nur die
Bande des Cy5- markierten VVorwartsprimers (Spur 6). Somit konnte eine Kontamination der
Reagenzien ausgeschlossen werden. Es folgte eine Strangtrennung, die Inkubation der
Einzelstrange mit PC-3-Zellen und die durchflusszytometrische Analyse. Abbildung 21 zeigt
die Ergebnisse der Bindungsanalyse; aufgetragen wurde die Anzahl an Zellcounts gegen die

Fluoreszenzintensitdt im FL-4-Kanal, der fir eine Cyanine5-Detektion bendtigt wurde.
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Abbildung 21: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung der Bibliotheken aus RO (rot), R6
(blau), R10 (lila) und R12 (grin) an PC-3-Zellen. Eine Anreicherung bindender Spezies in den
hoheren Selektionsrunden ist zu erkennen. (Eigenfluoreszenz: grau)

Die durchflusszytometrische Analyse der Bibliotheken der Runden 0 (rot), 6 (blau), 10
(violett) und 12 (grin) zeigte eine Verschiebung der Signale hin zu hoherer
Fluoreszenzintensitdt und somit eine deutliche Anreicherung der Bindung mit steigender
Rundenzahl. Dabei zeigte die Startbibliothek (rot) keine Bindung an die Zellen. Dies
entspricht auch der Verschiebung der unbehandelten PC-3-Zellen (grau). Es folgt eine
langsame Erhéhung der Bindung in R 6 und R10. Die Bibliothek in Runde 12 zeigte die
hochste Fluoreszenzverschiebung und lasst auf eine Anreicherung von bindenden DNA-

Molekilen schlieRen.

Zur Analyse der Spezifitdt wurden diese Bibliotheken mit PC-3-B4-Integrin-Knockdown-
Zellen inkubiert. Abbildung 22 zeigt den darauffolgenden durchflusszytometrischen
Bindungsnachweis. Die Durchfiihrung erfolgte analog zur Analyse mit PC-3-Zellen.
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Abbildung 22: Durchflusszytometrische Bindungs-Analyse. Getestet wurden die Bibliotheken aus
R 0 (rot), 6 (lila), 10 (blau) und 12 (grin) an PC-3-p4-Integrin-Knockdown-Zellen. Eine Anreicherung
bindender Spezies ist nur in der Bibliothek aus Runde 12 zu erkennen.

Die Ausgangsbibliothek zeigte keine Bindung an die Zellen (rot). Die Bibliotheken der
Runden 6 und 10 zeigen eine leichte Fluoreszenzerhohung (blau, lila). Lediglich die
Bibliothek aus Runde 12 zeigte eine starkere Verschiebung (griin). Diese deutliche Erhéhung
der gemittelten Fluoreszenzerh6hung von Runde 10 auf Runde 12 bei den PC-3-p4-Integrin-
Knockdown-Zellen zeigt eine Anreicherung nicht-p4 Integrin-bindender Spezies. Somit hat
die Bindung an die Zellen zwar zugenommen - es geschah aber auf Kosten der Spezifitat.
Ausgehend von diesen Ergebnissen erfolgte die Vereinzelung der Bibliotheken sowohl aus

Runde zehn als auch aus Runde zwolf mittels Klonierung.

5.3 Klonierung und Sequenzierung der Bibliotheken der Runden 10 und 12

Zur Klonierung der Bibliotheken der Runden 10 und 12 wurden diese zun&chst in einer PCR
um die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Eco RI und Hindlll verlangert. Im Anschluss
wurden sowohl das Plasmid pUC19 als auch die resultierenden PCR-Produkte mit diesen
Enzymen restringiert. Nach Reinigung des Plasmids erfolgte die Ligation beider restringierter
Produkte sowie die Transformation von E. coli Top 10 mittels Elektroporation. Positive Klone
wurden mittels Blau-Weil3-Screening identifiziert und zur Verifizierung einer Kolonie-PCR

unterzogen. Letztendlich konnten 20 positive Klone identifiziert und mittels Sanger-
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Sequenzierung durch die Firma GATC sequenziert werden. Die erhaltenen Sequenzen sind
dem Anhang zu entnehmen. Zur Unterscheidung der jeweiligen Urspriinge der Sequenzen,
wurde die jeweilige Runden-Nummer dem Namen jeweils vorangestellt (z.B. Integrin 1218
entspricht Sequenz 18 der Runde 12).

Die Sequenzierung der aus den Klonen erhaltenen DNA zeigte keine Anreicherung
bestimmter Sequenzen. Lediglich die Nukleinséduren (nc) 1210/1211 waren identisch. Alle
anderen Sequenzen traten nur einmal auf. Die Verwandtschaft der Sequenzen wurde mit dem
Programm Megalign untersucht. Dabei wurden die Kernregionen mit der Clustal-Methode

verglichen und zur besseren Ubersicht ein Stammbaum erstellt (Abbildung 23).

_I: Integrin1218.seq

Integrin1225.seq
Integrin104.seq
Integrin1216.seq
Integrin 103.seq
Integrin 101.seq
Integrin 1232.seq
r— Integrin1236.seq
L— Integrin 1217.seq
Integrin1245.seq
Integrin1241.seq
_|: Integrin128.seq
Integrin 1228.seq
— Integrin1010.seq
| Integrin1210.seq
Integrin 1211.seq
Integrin1215.seq
Integrin 102.seq
Integrin125.seq
Integrin1250.seq

326.0
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Abbildung 23: Phylogenetischer Stammbau der sequenzierten Nukleinsduren der Runden 10
und 12. Die Kernregion der jeweiligen Nukleinsauren wurden mittels der Clustal-Methode durch das
Programm Megalign verglichen. Es zeigte sich keine direkte Verwandtschaft der Nukleinsguren.

In dem erstellten Baum ist keine direkte Verwandtschaft der erhaltenen Sequenzen zu
erkennen. Um dennoch die Anzahl an Nukleinsduren flr spétere Bindungsstudien
einzugrenzen, erfolgte eine weitere Analyse der Sequenzen mittels des Webservers MEME
Suite.®® Dieses Programm erkennt vorhandene Motive in DNA, RNA oder Proteinsequenzen.
Die nachfolgende Tabelle zeigt die acht erkannten Motive. Unterschiede der entsprechenden

Nukleotide sind durch Doppelbuchstaben gekennzeichnet.
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Tabelle 18: Strukturmotive der erhaltenen Sequenzen. Die Analyse erfolgte mittels MEME Suite.®
Die Kennzeichnung nicht gleicher Nukleotide erfolgte durch Doppelbuchstaben.

Motiv Nukleinsauren
1 CCTURTCAAT TcTT 1225, 1010
g ACATTA 1250, 1215
3 T-CC.AT_TA 1250, 1226
4 TCCTITTATCT 125, 1217
5 TCACTAACTC 1010, 1216
6 TATCCT 1225, 125
/ TATEAT 128, 1215
8 ATCCCAC 1236, 1217

Die Ergebnisse der Motivsuche zeigen, dass vor allem die nc1010 (Motiv 1 und 5), 1225
(Motiv 1 und 6) und 1250 (Motiv 2 und 3) gute Kandidaten fiir eine Bindungsanalyse sind.
Die Motive 4, 5, 6, 7, 8 wurden in den Bindungsanalysen jeweils durch die in der Tabelle 18
vorangestellte Nukleinsaure abgedeckt. Allerdings konnte so die Anzahl an zu analysierenden

Nukleinséuren nur zu einem geringen Anteil reduziert werden (nc1215,1216).

5.4 Charakterisierung bindender Nukleinsauren

5.4.1 Analyse zur Identifizierung bindender Nukleinsauren

Die verbliebenen 18 Klone wurden alle durchflusszytometrisch auf ihre Affinitat zu den PC-
3-Zellen untersucht. Die Durchfiihrung und Analyse erfolgte analog Kapitel 5.2. Abbildung

24 zeigt die Fluoreszenzverschiebung dieser Nukleinsauren.
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Abbildung 24: Durchflusszytometrische Bindungs-Analyse der Nukleinsduren aus den Runden
10 (blau) und 12 (gruin). Dabei zeigte nc1228 die hochste Fluoreszenzintensitét, gefolgt von 1232
und 1236. Insgesamt binden die Nukleinsduren aus Runde 12 mit einer htheren Affinitat. Die hochste
Bindung in Runde 10 zeigte die nc104. Lediglich die Molekile nc102, nc125, nc128, nc1210 und
ncl217 banden nicht an die PC-3-Zellen.

Die Analyse der Bindungsstudien zeigte, dass die Nukleinsduren aus Runde 10 nicht so affin
an die PC-3-Zellen gebunden hatten, wie die aus Runde 12. Dabei hatten die Nukleinséuren
ncl228, nc1232 und nc1236 am besten an die PC-3-Zellen gebunden. In Runde 10 zeigte die
ncl04 die starkste Bindung. Nur funf der 18 Nukleinséuren interagierten nicht mit den PC-3-
Zellen. Von diesen Ergebnissen ausgehend, sollte nun eine mogliche Inhibition der Integrin-

Laminin-Interaktion durch die Nukleinsduren untersucht werden.

5.4.2 Verdrangung des p4 Integrin Antikorpers durch Nukleinsduren

Um feststellen zu kénnen, ob eine der Nukleinséuren affiner an die gleiche Bindungsstelle
bindet, als der inhibierende B4-Integrin-spezifische Antikorper, wurde dessen Verdrangung
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurde ein Uberschuss an Nukleinsauren
gegeniiber dem Antikorper eingesetzt. Die Anzahl an PC-3-Zellen wurde gegen die
Fluoreszenzintensitdt im FL-1-Kanal, zur Detektion des FITC-markierten sekundéren
Antikorpers, aufgetragen (Abb. 25).
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Abbildung 25: Durchflusszytometrische Analyse der Antikérperverdrangung durch
Nukleinsduren. Es zeigte sich kein signifikanter Rickgang der Antikorperbindung (Anti-p4-AK,
ASC-8; gruin) nach Zugabe der Nukleinsduren nc102 (violett), nc1228 (blau) und nc1236 (orange);
Isotypkontrolle (rot).

Es ist zu erkennen, dass keine der Nukleinsduren zu einem signifikanten Ruckgang der
Antikorperbindung fiihrte und Nukleinsauren und Antikorper folglich nicht um die gleiche
Bindungsstelle konkurrieren. Lediglich die ncl236 zeigte einen Rickgang der
Antikorperbindung um 20% (orange). Fur alle anderen Nukleinsduren konnte Kkein
signifikanter Rickgang der Antikorperfluoreszenz detektiert und somit auch keine
Verdrangung beobachtet werden. Der FITC-markierte sekunddre Antikorper als

Isotypkontrolle zeigte wie erwartet keine Verschiebung (rot).

Neben der Nukleinséure mit der starksten Bindung (nc1228) wurde nun auch die nc1236 in
dem nachfolgenden Assay auf ihre Fahigkeit zur Inhibition der Integrin-Laminin-Bindung

Uberpruft.

5.4.3 Inhibition der Bindung von PC-3-Zellen an Laminin-332

Es wurde nun untersucht, ob die nc1228 und nc1236 in der Lage waren, die Bindung von PC-

3-Zellen an Laminin-332 zu inhibieren.

56



Ergebnisse

Dazu wurden PC-3-Zellen, die entweder mit den Nukleinsduren inkubiert wurden oder
unbehandelt waren, in eine mit Laminin-332 beschichtete Platte gegeben. Nach Inkubation
der Zellen mit dem Laminin wurden ungebundene Zellen von der Platte gewaschen und die
Anzahl bindender Zellen mittels CellTiter-Glo® Assay bestimmt. Als Negativkontrolle
dienten LnCap-Zellen, die kein a6p4 Integrin prasentieren. Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse

einer Dreifachbestimmung normiert auf die unbehandelten PC-3-Zellen als 100%.
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Abbildung 26: Analyse der Inhibition der nc1228 (violett) und nc1236 (blau). Auftragung einer
Dreifachbestimmung. Die Bindung der PC-3-Zellen an Laminin-332 wurde nur durch die ncl1228
inhibiert (violett). Die nc1236 (blau) zeigte lediglich eine sehr geringe Verringerung der Bindung
gegenuber unbehandelten Zellen (grin). Integrin-negative LnCap-Zellen (rot) zeigten keine Bindung
an Laminin.

Es ist zu erkennen, dass die Nukleinsdure 1228 (violett) die Bindung der PC-3 Zellen an
Laminin-332 inhibierte und zwar signifikant mit einem P-Wert < 0.001 im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (griin) sowie < 0.05 im Vergleich zur nc1236 (blau). Integrin-negative
LnCap-Zellen banden ebenfalls nicht an Laminin-332 (rot). Der P-Wert im Vergleich zu
unbehandelten PC-3-Zellen betrug ebenfalls < 0.001. Zur Bestimmung der
Inhibitionskonstante wurde eine Verdinnungsreihe der nc1228 mit konstanten Zellmengen
inkubiert und anschliefend zum Laminin gegeben. Bindende PC-3-Zellen konnten nach dem
Waschen wieder detektiert werden. Abbildung 27 zeigt die Auftragung der prozentualen

Bindung der PC-3-Zellen in Abhangigkeit von der Nukleinsdurekonzentration.
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Abbildung 27: Inhibitionsassay zur Bestimmung der Inhibitionskonstante von ncl1228.
Auftragung der prozentualen Bindung gegen die Nukleinsédurekonzentration. Gezeigt sind die
Ergebnisse einer Dreifachbestimmung.

Zur Bestimmung der Inhibitionskonstante K; wurde ein Hill-Fit verwendet. Aus der
aufgetragenen Kurve ergab sich ein K;i von 123 + 44 nM. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso-Wert) lag bei ~150 nM. Im Folgenden wird die Nukleinsdure 1228 nun
als Integrin spezifisches DNA-Aptamer (IDA) bezeichnet. Um festzustellen, ob das Aptamer
tatsachlich aufgrund seiner Affinitat und Spezifitdt zum a6B4 Integrin inhibiert, erfolgte die
weitere Charakterisierung Uber durchflusszytometrische Analysen und electrophoretic

mobility shift assays.

5.5 Weitere Charakterisierung von IDA
55.1 Bestimmung der Affinitat von IDA an PC-3-Zellen

Die Bestimmung der Affinitdt erfolgte durchflusszytometrisch. Dazu wurde eine
Verdinnungsreihe mit dem Cy5-markierten Aptamer hergestellt und diese mit konstanten
Mengen der PC-3-Zellen inkubiert. Die Proben wurden gewaschen und die Bindung der Reihe
an die Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Als Negativkontrolle diente eine
Verdinnungsreihe einer nichtbindenden Kontroll-DNA. Die nachfolgende Abbildung zeigt
die Auftragung der prozentualen Bindung gegen die Nukleinsdurekonzentration. Alle Werte

wurden normiert auf die Bindung der hochsten IDA-Konzentration als 100%.
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Analyse der Affinitat von IDA (blau) an PC-3 Zellen.
Die nichtbindende Kontroll-DNA (griin) zeigt nur eine geringe Erh6hung der Fluoreszenzintensitét bei
hohen Konzentrationen. Gezeigt sind die Ergebnisse einer Doppelbestimmung.

Fur die Bindung des Aptamers an PC-3-Zellen konnte eine Dissoziationskonstante Kq von
137+ 22 nM ermittelt werden. Die Kontroll-DNA zeigt nur einen geringen Anstieg
gebundener Nukleinsauren bei hohen Konzentrationen. Somit konnte die Affinitat von IDA

nachgewiesen werden.
5.5.2 Bestimmung der Spezifitat von IDA

Zur Analyse der Spezifitdt wurde die Bindung von IDA an PC-3-B4-Integrin-Knockdown-
Zellen durchflusszymetrisch untersucht. Abbildung 29 zeigt die Bindung des Aptamers an
PC-3-Zellen im Vergleich zu den PC-3-p4-Integrin-Knockdown-Zellen.
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Abbildung 29: Durchflusszytometrische Analyse der Spezifitat von IDA. Das Aptamer bindet
stérker an PC-3-Zellen (blau) als PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen (griin). Die Eigenfluoreszenz
der Zellen ist in grau dargestellt.

Die Fluoreszenzverschiebung von IDA ist bei den PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen
(grin) um 50% geringer als bei den B4-Integrin-prasentierenden PC-3-Zellen (blau). Somit
zeigt IDA, nicht wie erwartet, einen vollstandigen Riickgang der Bindung, sondern eine um
50% reduzierte Bindung an PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen. Die Eigenfluoreszenz der
beiden Zelllinien ist jedoch identisch (hell und dunkelgrau). Dies weist darauf hin, dass IDA
neben dem B4 Integrin auch noch an andere Proteine auf der Zelloberfl&che binden kann. Dies

konnte z.B. das a6B1 Integrin sein, das die gleiche a-Untereinheit besitzt.

Um diese Hypothese nachzuweisen, sollte die Spezifitit des Aptamers (Uber die
Bindungsanalyse mit den rekombinanten Proteinen naher verifiziert werden. Hierzu wurden
neben dem humanen a6p4 auch noch das a6p1 Integrin ausgewahlt, um zu sehen an welche
der beiden Untereinheiten (a6 oder 4) das Aptamer bindet. Als Negativkontrolle diente das
a4pB1 Integrin, ein VCAM-1 bindendes Integrin. Zusétzlich wurde auch die Bindung des
Aptamers an das murine 06p4 untersucht. Die Analyse der Bindung erfolgte radioaktiv mittels
electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Hierzu wurden die Proteine mit radioaktiv
markiertem IDA inkubiert und anschlieBend gelelektrophoretisch untersucht. In Abbildung 30

sind die Ergebnisse der Signalintensitaten einer Doppelbestimmung zu sehen.
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Abbildung 30: EMSA zur Analyse der Spezifitat von IDA. Es konnte eine Bindung des Aptamers
sowohl an das humane (violett) als auch an das murine a6p4 Integrin (griin) gezeigt werden. Im
Gegensatz zum ha4f1 (rot) war allerdings auch eine Bindung ans ha6f1 Integrin (blau) zu
beochbachten. Dies deutete auf eine Spezifitét zur a6 Integrin-Untereinheit hin.

Es zeigte sich eine Bindung von IDA sowohl an das humane a6p4 (61% = 2) als auch an das
a6B1 Integrin (76% =* 15), jedoch nicht an das 04B1 (2% = 1). Das lieR auf eine deutliche
Spezifitdt des Aptamers fir die a6 Integrin-Untereinheit schliefen. Die Signifikanz der
Ergebnisse ergab sich durch einen P-Wert von < 0.001 des humanen a6fB4 Integrins im
Vergleich zum o4p1, sowie fir das a6p1 Integrin von < 0.01. IDA bindet zusétzlich zum
humanen Integrin auch an das murine a6p4 Integrin mit 84% + 2. Neben den Integrinen
wurden noch weitere Proteine auf ihre Aptamerbindung Uberprift. Es wurden
Adhésionsproteine wie ICAM-1, CD24 und E-Selektin, sowie der Blutgerinnungsfaktor
Thrombin, Streptavidin, das Zytokin Interleukin-6 und Lysozym untersucht. Die Abbildung

31 zeigt das Ergebnis des electrophoretic mobility shift assays.
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Abbildung 31: EMSA zur weiteren Analyse der Spezifitdét von IDA. Mit Aushahme des E-
Selektins (Spur 4) konnte keine Bindung des Aptamers an andere Proteine als das a6f1 Integrin (Spur
1) nachgewiesen werden. Die Spuren enthalten das a6p1 Integrin (1), ICAM-1 (2), CD24 (3), E-
Selektin (4), Thrombin (5), Streptavidin (6), IL-6 (7) sowie Lysozym (8).

Abbildung 31 zeigt ebenfalls die Spezifitat des Aptamers fur das Integrine (Spur 1). Lediglich
fur das E-Selektin konnte ein Shift der radioaktiven Nukleinsduren detektiert werden und
somit eine transiente Bindung an das Aptamer (Spur 4). Die anderen Proteine zeigten keine

Veréanderung der Mobilitat des Aptamers.

Um zu testen, ob die Primerregionen fur die unspezifische Bindung an das E-Selektin
verantwortlich sind, erfolgte ein Filter-Retentions-Assay mit dem Aptamer sowie mit um die
Primersequenzen verkirzten Varianten. Als Positivkontrolle diente das E-Selektin-Aptamer
SDA2,% das dieselben Primerregionen besaB und als Negativkontrolle eine nichtbindende

Kontroll-DNA. Diese besall ebenfalls identische Primerbereiche.
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Abbildung 32: Filter-Retentions-Assay zur Analyse der Bindung von IDA an E-Selektin. Es
binden sowohl die Kontroll-DNA (rot) als auch das E-Selektin Aptamer SDA2 (blau). IDA-B, das
keinen der beiden Primerbereiche besitzt bindet am schwéchsten an E-Selektin (pink, Lange 36 nt).
Mit einem Teil des reversen Primers (IDA-B, orange; 44 nt) steigt die Bindung. IDA (grin, 77 nt)
bindet bei 500 nM zu 10%.

Sowohl das Selektin-Aptamer SDA 2 (blau) als auch die Kontroll-DNA (rot), die beide
dieselben Primerregionen besitzen, banden an E-Selektin. IDA (griin) zeigt im Gegensatz eine
niedrigere eine geringere Bindung an das Selektin als beide Kontrollen. Diese verringerte sich
noch bei Entfernen eines (orange) oder beider Primerbereiche (pink). Entweder die
unspezifische Bindung erfolgte durch die Primer oder die Lange der Nukleinséduren war

ausschlaggebend. Schlielich sank die Bindung mit Abnahme der Anzahl an Nukleotiden.

5.5.3 Internalisierung von IDA in PC-3-Zellen

Zusétzlich zur Spezifitdt wurde untersucht, ob IDA in der Lage war, mit dem Integrin
zusammen in die Zellen internalisiert zu werden. Dies erfolgte mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie. Dazu wurden die PC-3-Zellen in speziell fur die Mikroskopie
geeigneten Zellkulturschalen kultiviert. Somit konnten die Zellen direkt in ihrer adharierten
Form untersucht werden. Um festzustellen, ob das a6B4 Integrin tatsdchlich internalisiert
wurde, wurde zundchst diese Internalisierung mit einem B4 Integrin-spezifischen Antikorper
untersucht. Dabei erfolgte zunachst die Inkubation mit dem priméaren Antikorper auf Eis flr

30 Minuten und eine zweite Inkubation mit dem sekundéren Antikorper, der FITC-markiert
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war, ebenfalls auf Eis. AnschlieBend konnte die Bindung an die PC-3-Zellen mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht werden. Das Ergebnis ist in Abbildung 33

dargestellt.

Abbildung 33: Bindung des f4 Integrin-Antikérpers an PC-3-Zellen, aufgenommen mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie. Eine komplette Farbung der Oberflache der Zelle ist zu
sehen. Links: reiner Fluoreszenzkanal (650 nm), rechts: Uberlagerung der Fluoreszenz mit dem
Durchlicht.

Es konnte eine komplette Farbung der Oberflache der PC-3-Zelle beobachtet werden. Dies
entsprach den Erwartungen, dass bei 4 °C keine Internalisierungs-Prozesse stattfinden bzw.
diese nur sehr langsam ablaufen. Nachdem nun eine Bindung des Antikorpers bei 4°C zu
sehen war, wurde die Internalisierung durch die Inkubation derselben Zellen bei 37°C
eingeleitet. Nach 20 Minuten erfolgte eine weitere Aufnahme (Abbildung 34).

Abbildung 34: Internalisierung des B4 Integrin-Antikérpers in PC-3-Zellen. Diese konfokale
Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufnahme, zeigt, dass das Integrin in die Zelle internalisiert wird. Links:
reiner Fluoreszenzkanal (650 nm), rechts: Uberlagerung der Fluoreszenz mit dem Durchlicht.

Nach der Inkubation bei 37°C konnte nun der Antikérper nicht nur an der Zelloberflache
sondern zusatzlich auch im Zellinneren detektiert werden. Somit konnte davon ausgegangen

werden, dass eine Internalisierung des B4 Integrin-spezifischen Antikorpers stattgefunden
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hatte. Dies legte nahe, dass mit dem Antikorper auch das B4 Integrin in die Zelle internalisiert

wurde.

Somit wurde auch eine Internalisierung des Cy5-markierten Aptamers zusammen mit dem
Integrin untersucht. Die Inkubation der Zellen mit dem Aptamer erfolgte nun direkt bei 37°C.
Um sicherzustellen, dass das Signal auch vom internalisierten Aptamer stammt, wurde nach
der Inkubation das Enzym DNase | hinzugegeben, um alle Nukleinsduren an der Oberflache
der Zellen zu degradieren. Anschlielend erfolgte die Visualisierung der Zellen mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie. Die Aufnahmen sind in Abbildung 35 zu sehen.

100pm

Abbildung 35: Mikroskopische Aufnahme der Internalisierung von IDA in PC-Zellen (A). Die
Kontroll-DNA zeigt keine Bindung an die Zellen (B). Uberlagerung der Fluoreszenz mit dem
Durchlicht.

In Abbildung 35 A zeigen alle PC-Zellen eine rote Fluoreszenz im Zellinneren. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass IDA zunéchst an die Zellen gebunden und dann mit dem
Integrin in die Zellen internalisiert worden ist. Im Gegensatz dazu ist bei der Kontroll-DNA
keine Fluoreszenz zu detektieren (Abbildung 35 B). Dies zeigte, dass diese DNA nicht an die
PC-3-Zellen gebunden hat.

Zur Analyse der Aptamer Lokalisation in der Zelle, wurden neben der Aptamerfarbung
zusétzlich der Zellkern mit Hoechst 33428 (Abbildung 36) sowie die Lysosomen mit dem
Farbstoff LysoTracker® Green (Abbildung 37) angefarbt.
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Abbildung 36: Co-Lokalisation von IDA (rot) mit Hoechst 33428 zur Farbung der DNA im
Zellkern (blau). Die Signale sind teilweise tberlagert.

Die Co-Féarbung mit IDA und dem Hoechst-Farbstoff zeigte, dass IDA in vielen Zellen nicht
vorrangig im Zellkern verteilt vorlag, sondern sich auch im Cytosol verteilte (Abbildung 36).
Allerdings konnte nicht gezeigt werden, ob sich IDA im Zellkern befindet oder dariiber bzw.

darunter.

100um

Abbildung 37: Colokalisation von IDA (rot) mit dem Lysotracker® Green zur Farbung der
Lysosomen (grin). Die Signale sind teilweise Uberlagert.

Die Co-Farbung mit dem Lysotracker® Green ergab, eine teilweise Uberlagerung mit IDA.
Dies zeigt den vesikuldren Transport des Aptamers. Allerdings war die durch das Cy5-
vermittelte rote Fluoreszenz auch an Stellen der Zelle zu finden, die durch den Lysotracker®
Green nicht gefarbt wurden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass nur ein Teil des

Aptamers in den Lysosomen abgebaut wird.
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Zusétzlich zum Verbleib des Aptamers in der Zelle, sollte die Effizienz der Internalisierung

von IDA ermittelt werden. Diese Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

Dazu wurden die Zellen mit dem Aptamer zunéchst auf Eis inkubiert. Dies sollte eine
Internalisierung des Aptamers unterbinden. Nach Waschen der Zellen wurde ein Teil direkt
vermessen, der andere Teil wurde fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Dies sollte die
Internalisierung einleiten. Nicht-internalisiertes Aptamer wurde dann mittels DNase |
degradiert. Die Vermessung erfolgte anschlieRend. Abbildung 38 zeigt die Auftragung der

Anzahl an Zellen gegen die Fluoreszenzintensitat.
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Abbildung 38: Analyse der Effizienz der Internalisierung von IDA in PC-3-Zellen. Die DNase
behandelten Zellen (violett) weisen nur einen Riickgang von 2 % gegeniiber den auf Eis inkubierten
Zellen (rot) auf.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine Aufnahme-Effizienz von 98% nach
zehnmindtiger Inkubation bei 37 °C, da die Fluoreszenz-Intensitat fir die mit DNase |

behandelten Zellen, ann&hernd die gleiche war, wie ohne Degradation des Aptamers.

Um herauszufinden, ob das Aptamer eine Internalisierung des a6p34 Integrins direkt induziert,
sollte im ndchsten Schritt tberpriift werden, ob sich die Integrin-Menge auf der Oberflache
der PC-3-Zellen nach Inkubation mit IDA verringert. Dazu wurde das Aptamer fiir 5, 10 bzw.
15 min mit den PC-3-Zellen inkubiert, um eine Internaliserung des Integrins mit dem
Aptamer zu gewahrleisten. Anschlie’end wurde die Menge an Integrin mit einem 4 Integrin-

spezifischen AK durchflusszytometrisch nachgewiesen.
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Abbildung 39: Analyse der Integrinprasentation nach Aptamer-Inkubation. Grin: 15 min IDA +
AK, blau: 10 min IDA + AK, violett: 5 min IDA + AK, rot: Kontroll-DNA + AK, orange:
Isotypkontrolle

Alle mit IDA vorinkubierten Proben (blau, grin und violett) wiesen die gleiche
Fluoreszenzverschiebung des B4 Integrin-spezifischen Antikorpers auf, wie die Kontroll-
DNA (rot). Deshalb konnte nicht davon ausgegangen werden, dass sich die Anzahl an a6p4
Integrinen durch  Aptamerbindung verringert. Die Isotypkontrolle zeigte keine
Fluoreszenzverschiebung (orange). Dies zeigte zusatzlich, dass die Antikorper spezifisch

waren.

5.5.4 Analyse der Stabilitat von IDA in Medium und Blutplasma

Da die Stabilitat von IDA flr eine mdgliche spatere Anwendung des Aptamers in vivo eine
wichtige Rolle spielt, wurde diese uUber einen Zeitraum von 24h in Medium mit und ohne
10 % FKS sowie in murinem Blutplasma berprift. Dazu wurde die radioaktivmarkierte DNA
im Medium oder Plasma bei 37°C inkubiert und nach 0, 1, 5, 15 bzw. 30 min sowie 1, 2, 4, 8
und 24 h Proben entnommen. Die Analyse dieser Proben erfolgte dann mittels denaturierender
PAGE. Mittels Autoradiographie konnten dann die erhaltenen Banden quantifiziert werden.
Es wurde jeweils die Gesamtmenge an Radioaktivitét in jeder Spur ermittelt. Dies galt dann
als 100%. Daraus konnte dann der prozentuale Anteil an Volllangen-DNA berechnet werden.
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Die Auftragung erfolgte mittels Python und ist in Abbildung 40 durch Auftragung des
prozentualen Anteils an Volllangen-DNA gegen die Zeit gezeigt. Dies sind die Ergebnisse

einer Doppelbestimmung.

100 B RPMI 1
® RPMI+FKS
X 80 A i }
5, murines Plasma
< =
P
o 60F e
c ¢
@
=2 A
£ 40} -
o
>
201 -
0 I ] ¢ ] | ] d
0 5 10 15 20 25
Zeit [h]

Abbildung 40: Analyse der Stabilitat von IDA in Medium mit (rot) und ohne (schwarz) 10%
FKS sowie in murinem Blutplasma (blau).

Fir IDA konnte eine Halbwertszeit in Medium ohne Zusétze von 24 h beobachtet werden
(schwarz). Bei Zugabe von 10% FKS reduzierte sich diese Zeit auf nur eine Stunde (rot).
Nach weiteren vier Stunden war kaum noch intaktes IDA auf dem Gel zu detektieren. In
Blutplasma dagegen konnte eine Halbwertszeit von sechs Stunden bestimmt werden (blau),

wahrend nach 24 h noch 34% + 0.3 der DNA vorhanden waren.

5.5.5 CD-Spektroskopische Analyse der Struktur von IDA

Die Analyse der Struktur des Aptamers erfolgte mittels CD-Spektroskopie. Dabei wurde die
Differenz der Absorption von links oder rechts zirkular polarisiertem Licht durch optisch
aktive, chirale Molekile detektiert. Durch Anderung der Amplitude lieBen sich so
Sekundarstrukturen wie z.B. A-, B- und Z-DNA unterscheiden.®®®? Die Messung des
Aptamers erfolgte zwischen 200-320 nm, da in dem Bereich die DNA-Basen absorbieren,
unter Verwendung diverser Puffer. Dies sollte eine mdgliche lonenabhangigkeit der Struktur
des Aptamers zeigen. Es wurden nur lonen getestet, die wahrend der SELEX in den

verwendeten Puffern enthalten waren. Der Mittelwert der zehn gemessenen Spektren nach

69



Ergebnisse

Abzug der entsprechenden Pufferkontrollen wurde graphisch  durch Auftragung der

Elliptizitat (mdeg) gegen die Wellenldange (nm) dargestellt.
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Abbildung 41: CD-spektroskopische Untersuchung von IDA in Abhéngigkeit der
Salzkonzentration. Die Kurven adhneln sich, sodass keine lonenabhangigkeit festgestellt werden
konnte. IDA wurden in folgenden Puffern gemessen: blau: bidest. Wasser, griin: PBS-Puffer, rot: Tris-
Puffer, tlrkis: Tris-Puffer mit 100 mM Kaliumchlorid, violett: Tris-Puffer mit 100 mM
Natriumchlorid.

Es zeigte sich keine lonenabhangig des Aptamers, da sich der Kurvenverlauf in Ab- oder
Anwesenheit von Kalium oder Natriumionen bzw. auch in salzfreiem Wasser nicht
veranderte. Die Messung ergab ein positives Maximum bei 219 nm, ein Minimum bei 248 nm
sowie ein Maximum bei 276 nm. Dieser Graphenverlauf entsprach charakteristisch dem einer
B-DNA-Stammschleifen-Struktur.

5.5.6 Vergleich der Bindungsstellen von IDA und nc1236

Die nc1236 band zwar an PC-3-Zellen, war aber nicht in der Lage, die Integrin-Laminin-
Interaktion zu blockieren. Deshalb sollte im Folgenden analysiert werden, ob sie die gleiche
Bindungsstelle, wie IDA, besitzt oder an eine andere Stelle am Integrin bindet. Aus diesem
Grund sollte durchflusszytometrisch analysiert werden, ob eines der beiden Cy5-markierten
Aptamere durch das jeweils andere verdrangt werden kann. Abbildung 42 zeigt die

Ergebnisse dieser Analyse.
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Abbildung 42: FACS-Analyse der Bindung von IDA sowie der nc1236 mit und ohne Zugabe der
jeweils anderen unmarkierten Nukleinsiure im Uberschuss. Die Kurvenverlaufen entsprechen den
unbehandelte PC-3-Zellen (grau), IDA-Cy5 (griin), IDA-Cy5 mit 5 uM nc1236 (blau), nc1236-Cy5
(violett), nc1236-Cy5 mit 5 UM IDA (rot).

Dabei zeigte sich, dass die beiden Aptamere nicht an die gleiche stelle banden, da sich keine
Verschiebung in der Fluoreszenz-Intensitét zeigte, obwohl die jeweils andere Nukleinséure im
zehnfachen Uberschuss eingesetzt wurde. Der leichte Riickgang der Bindung (blau und rot)
gegeniiber den einzelnen Aptameren (griin und violett; von grin tberlagert) ist vermutlich auf
eine zu hohe Konzentration an Nukleinséduren zurtickzufiihren, die z.B. Aggregate bilden

kénnen und somit weniger bindungsfahige Spezies vorlagen.

Aufgrund der unterschiedlichen Binderegionen der beiden Aptamere stellte sich die Frage, ob
die nc1236 ebenfalls die a6-Untereinheit, oder stattdessen die p4-Untereinheit des Integrins,

bindet. Der Nachweis der Bindungsspezifitat erfolgte erneut mittels EMSA.
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Abbildung 43: Analyse der Spezifitat der Bindung von nc1236. Es konnte eine Bindung sowohl an das humane
(violett) als auch an das murine a6p4 Integrin (griin) gezeigt werden. Im Gegensatz zum humanen
041 (rot) ist allerdings auch eine Bindung ans a6p1 Integrin (blau) zu beochbachten. Dies zeigt eine
Spezifitat zur a6 Integrin-Untereinheit.

Die nc1236 band sowohl an das humane a6p4 Integrin (53% =+ 11) als auch an das a6p1-
Integrin (74% + 7), jedoch nicht an das a4p1 Integrin (2% + 1). Dabei war die prozentuale
Bindung jedoch bei beiden a6 Integrinen etwas geringer als bei IDA. Dennoch zeigte die
ncl236 dieselbe Spezifitit fiir die o6-Integrin-Untereinheit. Neben den humanen o6
Integrinen band die nc1236 ebenfalls an das murine a6p4 Integrin (76% = 8).

5.6 Verklrzung von IDA anhand von Sekundarstrukturanalysen

Die Verkirzung des Aptamers erfolgte auf Basis von Sekundarstrukturanalysen durch den
RNA structure webserver.®? Die Wahrscheinlichkeit, ob ein Nukleotid so vorliegt wie durch
die Sekundarstrukturvorhersage vorgeschlagen, wird durch die Farbcodierung angegeben.
Abbildung 44 zeigt die Ergebnisse der Analyse von IDA sowie die daraus resultierenden
Verkirzungen IDA-A und IDA-B.
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Abbildung 44: Sekundarstrukturvorhersage durch den RNA structure webserver. Die
Wahrscheinlichkeit der Basenpaarung zeigt sich durch die Farbcodierung. A) IDA besitzt drei
potentielle Stammschleifen. Diese Schleifen sind trotz Verkiirzung auch in IDA-A (B) sowie in IDA-B
(C) vorhanden.

Die Strukturanalyse zeigte fir IDA zwei Stammschleifen im vormals randomisierten Teil der
Nukleinsdure. Dabei zeigte der erste Loop eine 70-80%ige Wahrscheinlichkeit, dass diese
Basen wirklich gepaart vorliegen. Die zweite und grofRere Stammschleife zeigte dagegen
lediglich eine Wahrscheinlichkeit von unter 50%. Eine dritte Schleife enthielt noch einen Teil
des reversen Primers. Dies ist mit 80-90 bzw. 50-60% wieder wahrscheinlicher. Im Bereich
des Vorwartsprimers zeigte sich keine Basenpaarung. Davon ausgehend wurden zwei
Verkirzungen vorgenommen. Zum einen wurden fir IDA-B alle Stammschleifen mit
einbezogen, zum anderen wurden fir IDA-A die Primerregionen komplett entfernt. Dabei
konnten bei beiden Verkirzungen die angezeigten Strukturelemente erhalten werden. In den
beiden kleineren Schleifen konnte dabei die Wahrscheinlichkeit einer Ausbildung sogar

erhoht werden. Es folgte nun im Anschluss die Untersuchung der Bindungseigenschaften.
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5.6.1 Bindungs- und Inhibitionsanalysen von IDA-A und IDA-B

Nach der erfolgten Verkiirzung sollten die DNAs IDA-A sowie IDA-B auf ihre Bindung an
PC-3-Zellen sowie auf ihre Fahigkeit zur Inhibition der Laminin-Integrin-Interaktion
untersucht werden. Dazu erfolgte zunéchst der Bindungstest mit Cy5-modifizierten IDA-A
und IDA-B durchflusszytometrisch (siehe Abbildung 45).

PC-3-Zellen
100 IDA-A
IDA-B

(6)
o

Anzahl an Zellen
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10° 10’ 102 10° 10*
Fluoreszenzintensitat

Abbildung 45: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung der verkirzten DNAs IDA-A und
IDA-B. Die Kurven entsprechen den unbehandelte Zellen (grau), IDA (violett), IDA-A (orange) sowie
IDA-B (pink). Beide Verkiirzungen binden an die Zellen.

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigten sowohl IDA-A (orange) als auch IDA-B
(pink) eine Fluoreszenzverschiebung dhnlich dem langen Aptamer IDA (violett). Insgesamt
band IDA-B am besten an die Zellen, gefolgt von IDA-A und dann IDA.

Im né&chsten Schritt wurde analysiert, ob die Verkirzungen in der Lage waren, die Bindung
der PC-3-Zellen ans Laminin-332 zu inhibieren. Der Versuch bestand ebenfalls aus der
Inkubation von PC-3-Zellen, die mit den IDA-Varianten behandelt worden waren, in einer
Laminin-322-beschichteten Mikrotiterplatte. Nach dem Waschen dieser Platte erfolgte die
Detektion bindender Zellen mittels des CellTiter-Glo® Assays. Abbildung 46 zeigt die

Auftragung der prozentualen Bindung der einzelnen Nukleinséauren.
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Abbildung 46: Analyse der Inhibition der Integrin-Laminin Interaktion durch IDA und dessen
verkirzte Varianten. Wahrend das lange Aptamer eine Reduktion der Bindung der PC-3 Zellen
zeigte (violett), zeigten die kurzen Varianten (orange und pink) eine ahnlich Adhésion der Zellen wie
die nicht-inhibierende Nukleinsédure nc1236 (blau). Somit waren IDA-A und IDA-B nicht mehr in der
Lage die Interaktion zu inhibieren.

In Anwesenheit des langen Aptamers (violett) banden nur 24 £ 2 % der PC-3-Zellen an die
Laminin-332-Matrix. Im Gegensatz dazu banden trotz Inkubation mit IDA-A (orange) und
IDA-B noch 75 £ 14 % sowie 63 + 5% der Zellen. Diese Werte lagen in der gleichen
GroRenordnung wie die der nicht-inhibierenden Kontrolle nc1236 mit 81 + 22%. Somit

konnte nur das lange Aptamer die Bindung der PC-3-Zellen ans Laminin-332 inhibieren.

5.6.2 Strukturelle Untersuchung der verklrzten Varianten von IDA

Die Analyse der Struktur, erfolgte die Untersuchung der Struktur von IDA-B mittels CD-
Spektroskopie. Die Messung erfolgte analog zu 5.5.5.
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Abbildung 47: CD-spektroskopische Untersuchung von IDA und dessen verkiirzte Variante
IDA-B in PBS sowie Tris-Puffer. Es zeigte sich eine Verringerung der Amplitude bei den
Verkirzungen, aber keine Anderung des Kurvenverlaufs. Somit blieb die Stammschleifenstruktur
erhalten.

Abbilddung 47 zeigt keine Veranderung des Kurvenlaufs der Verkirzung im Gegensatz zum
langen Aptamer. Somit konnte keine Anderung der Struktur gezeigt werden. Allerdings ist

war verringerte Amplitude zu beobachten.

5.7 Postselektive Modifikation von IDA
5.7.1 Thio-Modifikation

Zur Erhéhung der Stabilitat des Aptamers erfolgte die Modifikation der Nukleinséure unter
Verwendung von 2°‘-Deoxyadenosin-5°-O-(1-thiotriphosphat). Dieses ATP-Derivat kann
mittels konventioneller PCR eingebaut werden. Die anschliefende Bindungsanalyse Thio-

modifizierter Nukleinsduren an PC-3-Zellen erfolgte durchflusszytometrisch (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung des Thio-modifizierten Aptamers.
Grau: unbehandelte PC-3-Zellen, violett: IDA Thio-modifiziert, grin: IDA unmodifiziert, rot:
Kontroll-DNA unmodifiziert, orange: Kontroll-DNA Thio-modifiziert.

Das unmodifizierte Aptamer IDA (grun) zeigte, wie erwartet, eine hohere
Fluoreszenzverschiebung als die unmodifizierte Kontroll-DNA (orange). Im Gegensatz dazu
zeigte die Thio-modifizierte Variante von IDA (violett) eine Verschiebung in der gleichen
GroRenordnung wie, sowohl die unmodifizierte, als auch die Thio-modifizierte Kontroll-
DNA. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass das Thio-modifizierte IDA nicht mehr

an die PC-3-Zellen binden konnte.

5.7.2 PEGylieren von IDA

Da fur eine Anwendung in vivo die Ausscheidung des Aptamers mittels renaler Filtration ein
kritischer Punkt sein kann, wurde das Aptamer postselektiv mit Polyethylglykol um
1214 g/mol vergrolRert. Dies erfolgte mittels EDC/NHS-Kopplung unter Verwendung eines
Methyl-PEG24-NHS Esters sowie der jeweiligen aminomodifizierten Nukleinsaure. Nach der
Reaktion wurde der Erfolg der PEGylierung mittels 10 % denaturierender PAGE (berprift

(Abbildung 49).
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Abbildung 49: Analyse der Kopplungseffizienz von IDA und der Kontroll-DNA mit
Polyethylenglykol. Die Banden entsprechen: Ultra Low Range DNA Ladder (1), IDA unmodifiziert
(2), IDA-PEGyliert (3), Kontroll-DNA unmodifiziert (4), Kontroll-DNA PEGyliert (5).

Beide PEGylierten Nukleinsduren wiesen die erwartete VergroBerung von 1214 g/mol
(~1.2 kDa) auf. Allerdings konnte fiir beide Reaktionsansatze auch noch die Eduktbande bei
80 bp detektiert werden. Die berechnete Kopplungseffizienz betrug fir IDA 61% und fur die
Kontroll-DNA 63%. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Bindung an PC-3-Zellen

durchflusszytometrisch.
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Abbildung 50: Analyse der Bindung des PEGylierten Aptamers. Grau: unbehandelte Zellen, Grin:
IDA unmaodifiziert, violett: IDA PEGyliert, dunkelorange: Kontroll-DNA unmodifiziert, rot: Kontroll-
DNA PEGyliert. Beide PEGylierten Nukleinsauren binden weniger an die PC-3-Zellen als die
unmodifizierten Varianten.
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Die Bindung des PEGylierten (blau) gegenuber dem unmodifizierten Aptamer (griin) sank um
43%, die Fluoreszenzintensitat war entsprechend zu geringeren Werten verschoben. Die
Bindung der PEGylierten Kontroll-DNA war sogar um 66% geringer als fir die
unmodifizierte Kontroll-DNA. Dies zeigte, dass die PEGylierten Nukleinsauren in
geringerem Mal3e unspezifisch an die Zellen binden. Trotzdem konnte das Aptamer auch mit
einer 3°-PEG-Modifikation noch binden.

5.8 Aptamer-vermitteltes Einschleusen von miRNA

Da nachgewiesen werden konnte, dass das Aptamer IDA von PC-3-Zellen internalisiert wird,
sollte im ndchsten Schritt Uberprift werden, ob ein Einschleusen von miRNA in die Zellen
mittels des Aptamers mdglich ist. Als ,,proof of principle* wurde die miRNA 29A ausgesucht,
die eine verminderte Expression des B4 Integrins bewirken sollte.”® Abbildung 51 zeigt die

Sekundarstrukturvorhersage der herzustellenden pra-miRNA.

Sequenz zur T7-

Transkription und

Aptamerhybridisierung pra-miRNA-29A
o
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Abbildung 51: Strukturanalyse der pra-miRNA-29A verlangert um eine Sequenz benétigt fur
die T7-Transkription sowie flr eine spatere Verkntpfung mit dem Aptamer. Die Struktur wurde
mittels RNA Structure Webserver erstellt.

Um die miRNA zu transkribieren und im spéteren Verlauf mit dem Aptamer zu hybridisieren,
wurde am 5° Ende der RNA eine zusitzliche Sequenz eingebaut. Diese liegt ungepaart vor
und stort die Faltung der miRNA nicht.

Zur Herstellung dieser RNA wurde das entsprechende reverse ssDNA-Template kauflich
erworben und mit einem entsprechenden Primer hybridisiert. Nach erfolgreicher
Strangauffullung erfolgte die T7-Transkription mit dem erhaltenen dsDNA-Template unter
Verwendung 2’F-modifizierter Nukleotide. Dies sollte fiir eine hohere Stabilitat der RNA
sorgen. Die hergestellte pra-miRNA wurde dann mittels Lipofectamin 2000 transfiziert. Der
Riickgang des a6B4 Integrins auf der Zelloberflache der transfizierten PC-3-Zellen wurde
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nach 24 h durchflusszytometrisch unter Verwendung eines B4 Integrin-spezifischen AKs

analysiert.
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Abbildung 52: Analyse der Transfektion von PC-3-Zellen mit der miRNA-29A. Grau:
unbehandelte Zellen, violett: B4 Integrin-AK + mikroRNA-29A,orange: 4 Integrin-AK + RNA-Pool,
rot: Isotypkontrolle.

Es zeigte sich, dass ein Teil der PC-3-Zellen weniger Integrin auf der Zelloberflache
prasentierte (violett), da sich zwei Maxima in der Fluoreszenzintensitat ausgebildet hatten. Es
wurden also zwei Populationen gebildet. Der transfizierte RNA-Pool zeigte diesen Riickgang
in der Fluoreszenzintensitat nicht (gelb). Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die

mikroRNA in den Zellen zumindest teilweise aktiv war.

In einem nédchsten Schritt misste das Aptamer an die Leadersequenz hybridisiert werden.
Eine Aptamer-vermittelte Aufnahme hatte dann ebenfalls, &hnlich wie bei der Transfektion

mit Lipofectamin zu einem Ruckgang der Integrinexpression fihren sollen.
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6. Diskussion

Das Laminin-bindende a6p4 Integrin wird in einer Vielzahl von Epithel-, Schwann- und
Endothelzellen aber auch von diversen Krebszellen produziert.!® Dabei erfolgt in gesunden
Zellen durch die Laminin-Integrin-Interaktion die Ausbildung stabiler, adhasiver Strukturen,
genannt Hemidesmosomen, wahrend bei Tumorzellen die Hemidesmosomen aufgeldst
werden und eine intrazelluldre Relokalisation des Integrins an die Aktinfilamente erfolgt.
Daraufhin entstehen bewegliche Strukturen wie Filopodia und Lamellen.?* Es werden zudem
Signalkaskaden aktiviert, die das Tumorwachstum, die Invasion und die Metastasierung von
Krebszellen weiter fordern.?>?’ Da eine gesteigerte a6p4 Integrin-Expression mit einer
schlechteren Prognose von Tumorpatienten korreliert, wére die gezielte Inhibition der
Laminin-Integrin-Interaktion auRerhalb der Hemidesmosen von besonderem therapeutischem

Interesse.

Zurzeit befindet sich jedoch kein a6B4 Integrin-Inhibitor in der Anwendung oder in
klinischen Studien. Allerdings wurden bereits zwei Antikorper beschrieben, die in der Lage
sind, die Integrin-Laminin-Interaktion zu inhibieren.®*% Allerdings kénnen Antikorper eine

hohe Immunogenitét aufweisen bzw. aufgrund ihrer GroRe schlecht in Tumore eindringen.

Eine weitere Molekiilklasse, die ahnlich wie Antikorper Zielmolekile spezifisch und
strukturabhangig erkennen kann, sind Aptamere. Seit ihrer ersten Beschreibung 1990 wurden
uber 900 verschiedene Aptamere selektiert, von denen sich bereits zehn in klinischen Studien
finden. Im Gegensatz zu Antikdrpern lassen sie sich durch chemische Synthese im grofien
MalRstab ohne Charge-zu-Charge-Variation herstellen. Weitere Vorteile gegeniber
proteinbasierten Liganden sind die geringen Herstellungskosten und die hohe thermische
Stabilitat. Aufgrund ihrer kleineren GroRe besitzen sie eine hohere Bioverfugbarkeit und
kénnen leichter in Tumore eindringen.*® Somit war das Ziel dieser Arbeit die Selektion von

Aptameren zur Inhibition der a6p4 Integrin-Laminin-332-Interaktion.

Insgesamt sind DNA- und RNA-Aptamere funktionell sehr ahnlich. Dabei sind DNA-
Aptamere aufgrund ihrer Deoxyribose weniger reaktiv. Sie besitzen eine kleinere Furche und
sind schlechter fiir Enzyme zugéanglich.®® Deshalb besitzen sie gegeniiber RNA-Aptameren
eine hoéhere chemische Stabilitdit. RNA dagegen kann diversere Tertidrstrukturen ausbilden,
was zu einer hoheren Affinitdt fuhren kann. Jedoch sind DNA-Aptamere mittels
Festphasensynthese viel leichter im grofien MaRstab herzustellen sowie zu modifizieren. Da

die Selektion mittels Zell-SELEX erfolgen sollte, wurde die Entscheidung zugunsten von
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DNA-Aptameren getroffen. Diese lassen sich leicht Fluoreszenz markieren bzw. Fluoreszenz-
markiert k&uflich erwerben, sodass eine Analyse der Bindung durchflusszytrometrisch
vereinfacht wird. Zudem lassen sich RNA-Aptamere bisher nur bis zu einer Lange von 60 nt
kéuflich erwerben, sodass eine Verkirzung der urspringlich selektierten Aptamere
unumganglich ware. Da eine Verkirzung aber nicht immer ohne Affinitatsverlust moglich ist,
wurde die Selektion von Aptameren zur a6p4 Integrin-Inhibition mit einer DNA-Bibliothek

begonnen.%

6.1 Selektion von Aptameren mit Affinitat fiir das a6p4 Integrin

Die Selektion von Aptameren erfolgte zundachst mit a6p4 Integrin-présentierenden PC-3-
Zellen. Diese Zellen entstammen der Knochenmetastasierung eines Grad IV Prostata
Adenocarcinoms und zeigen ein stark aggressiven Verhalten.®” Da sie eine hohe
Expressionsrate des a6p4 Integrin aufweisen, eigneten sie sich sehr gut fur eine Zell-SELEX
Integrin-spezifischer Aptamere. Dieses Verfahren bietet den Vorteil, dass das Zielprotein in
seiner natdrlichen Konformation vorkommt und Aptamere selektiert werden kénnen, die auch
im zellularen Kontext spezifisch binden. Normalerweise wird dabei diese Methode genutzt,
um verschiedene Zelltypen voneinander zu unterscheiden, sodass ein genaues Zielmolekdl

nicht bekannt sein muss.

Im Falle der hier vorgestellten Arbeit sollten jedoch Aptamere selektiert werden, die
spezifisch an die B4 Integrin-Untereinheit binden, da diese Untereinheit fir die Laminin-
Bindung und damit ein hohes Metastasierungspotential essentiell ist. Deshalb wurden in einer
Pra-SELEX zunéchst PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen verwendet, um Nukleinsduren

auszusortieren, die an andere Zelloberflachenproteine binden.

Einen &hnlichen Ansatz zur Target-spezifischen Zell-SELEX benutzen auch schon Meyer et
al. 2013.% Dabei setzten sie allerdings Zellen in der SELEX ein, die das Zielmolekiil
iiberprasentierten und nutzten die Ursprungszellen ohne Zielmolekiil in der Pra-SELEX.% Der
Vorteil dieses Ansatzes liegt darin, dass die Zellen eine sehr hohe Anzahl an Zielmolekilen

prasentieren, sich aber nur in diesem Punkt von ihren Ursprungszellen unterscheiden sollten.

Im Gegensatz zur Variante von Meyer fihrte die Zell-SELEX unter Verwendung von
Knockdown-Zellen, wie hier in dieser Arbeit verwendet, nicht zu der bendtigten Spezifitéat.

Eine mogliche Erklarung ware, dass das a6p4 Integrin nicht im Uberschuss auf der
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Oberflache der PC-3-Zellen préasentiert worden ist, sondern nur in seinem reguléren
Expressionslevel vorlag und es somit zu viele andere Zelloberflachenproteine gab, an die die
Nukleinsduren leichter und affiner binden konnten.

Dies zeigt unter anderem auch der steile Anstieg an bendtigten PCR-Zyklen in Runde sechs,
als statt der Zell-SELEX eine konventionelle SELEX unter Verwendung des rekombinanten
Proteins durchgefiihrt wurde. Wahrscheinlich besal} die Bibliothek aus Runde fiinf eine nur
geringe Anzahl an Integrin-bindenden Nukleinséuren. Eine konventionelle SELEX mit dem
gereinigten, rekombinanten Protein bietet den Vorteil, dass sich Aptamere sehr spezifisch fur
das gewiinschte Zielmolekl selektieren lassen. Zusétzlich lasst sich diese Form der SELEX
sehr schnell und vergleichsweise einfach durchfiihren. Das Integrin wurde dafir auf die
magnetischen Partikel mittels EDC/NHS-Kopplung immobilisiert. Diese erfolgt tber freie
Aminogruppen des Proteins z.B. durch Lysine. Diese Kopplungsmethode besitzt gegentber
der friher angewendeten Kopplung tber Streptavidin-Biotin den Vorteil, dass keine weiteren
Proteine wahrend der SELEX zugegen sind.?® Diese fiihren in der Regel zur Anreicherung
nicht Zielmolekul-spezifischer Nukleinséduren, welches durch eine ganze Reihe an

,versehentlich selektierten Streptavidin-Aptameren belegt wird.%®

Mittels EDC/NHS-Kopplung lasst sich allerdings kein Einfluss auf die Orientierung des
Proteins auf den Partikeloberfliche nehmen. Eine Mdglichkeit der gerichteten
Immobilisierung ware die Verwendung von Tags, eigentlich genutzt zur Reinigung der
rekombinanten Proteine. Dabei besitzt das rekombinante a6p4 Integrin einen Hexa-His-Tag
(sechs Histidine), mit dem die Immobilisierung an Kobalt- oder Nickel-beschichtete
magnetische Partikel moglich ware. Allerdings zeigten Studien bereits im Vorfeld, dass sich
wahrend der Waschschritte haufig das Protein wieder von den Partikeln léste. Da bei der
EDC/NHS-Kopplung eine kovalente, feste Bindung entsteht, konnte der Proteinverlust durch

diese Methode ausgeschlossen werden.

Fur die Partikel-basierte SELEX wurde das humane, rekombinante a6 (X1) B4 Integrin
verwendet. Wahrend die p4-Untereinheit extrazellular nur eine Isoform besitzt, kénnen durch
alternatives Spleilen drei a6-l1soformen entstehen. Dabei ist die X1-Isoform diejenige die auf

Zellen ubiquitar vorkommit.

Wahrend der sieben folgenden Runden erfolgte die Erhéhung der Waschschritte jeweils um
zwei, was zu einer Erhéhung der SELEX-Stringenz fiihren sollte. Zusétzlich wurde in Runde

zehn die Anzahl an Integrinen auf der Oberflache der magnetischen Partikel halbiert. Dies
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sollte ebenso zu einer Anreichung hochaffiner Spezies filihren. Zur Anreicherung
inhibierender Spezies wurde ab Runde elf auf’erdem Laminin-332 hinzugegeben. Da sich ab
Runde neun die Anzahl an PCR-Zyklen verringert hatte, konnte davon ausgegangen werden,

dass eine Anreicherung bindender Nukleinsduren stattgefunden hatte.

Nach fiinf Selektionsrunden mit PC-3-Zellen und sieben mit rekombinantem Integrin wurde
die SELEX beendet. Die Bibliotheken der Runde null, sechs, zehn und zw6lf wurden tber den
Vorwaértsprimer fluoreszenzmarkiert und mittels Durchflusszytometrie sowohl auf die
Bindung an PC-3 als auch an die PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen uberprift. Die
Beobachtung, dass die PCR zur Fluoreszenzmarkierung fir die Bibliotheken der Runde 10
und 12 geringere Ausbeuten aufwiesen als die nicht selektierte Ausgangsbibliothek, kdnnte
auf einen erhohten Anteil von Sekundarstrukturen der enthaltenen Nukleinsduremolekile
hindeuten. Auch das Erscheinen von Primer-Dimeren in der PCR der letzten SELEX-Runde

weist darauf hin.

Die Bindungsanalysen zeigten dann einen Anstieg bindender Nukleinsduren in den
Bibliotheken hdoherer Selektionsrunden, sodass von einer erfolgreichen Anreicherung
ausgegangen werden konnte. Allerdings band die Bibliothek aus Runde 12 auch an die PC-3-
B4-Integrin-Knockdown-Zellen, sodass von einem Verlust an P4 Integrin-spezifischen

Nukleinsduren ausgegangen werden musste.

Deshalb erfolgte sowohl die Klonierung der Bibliothek aus Runde 12 als auch die aus Runde
10, da bei dieser die Bindung an die PC-3-B4-Integrin-Knockdown-Zellen wesentlich geringer
ausfallt. Zur Klonierung wurden das Plasmid pUC-19 sowie die Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen EcoR1 und Hindlll ausgewdhlt. Problematisch dabei kénnte sein,
dass die Schnittstellen der Nukleasen auch im randomisierten Bereich der jeweiligen Spezies
vorkommen konnten. Alternativ hétte deshalb auch eine TA-Klonierung erfolgen kdnnen,
allerdings war die Ausbeute positiver Klone in vorherigen Experimenten sehr gering, sodass
in diesem Fall darauf verzichtet wurde. Die verwendete Methode fiihrte erfolgreich zur
Sequenzierung und Identifikation von 20 Sequenzen, diese wiesen allerdings keine
Sequenzhomologien oder konservierten Motive auf. Dies deutet auf eine immer noch recht
hohe Diversitat der Runden 10 und 12 hin. Da nicht davon ausgegangen werden konnte, dass
die 20 sequenzierten  Nukleinsduren  eine  reprasentative  Stichprobe  der
Nukleinsaurebibliothek darstellten und sich eine solche nur begrenzt ber die Sequenzierung
einzelner Nukleinséuren verwirklichen lassen wirde, ware das Next Generation Sequencing

(NGS) fur die Auswertung der SELEX vorteilhaft gewesen. Diese Technik ermdglicht die
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Sequenzierung selbst hochdiverser Nukleinséurebibliotheken mit nahezu 100%iger
Abdeckung, wéhrend beim Klonieren hdufig nur stark angereicherte Sequenzspezies
identifiziert werden kdnnen. Zusatzlich wird durch NGS eine Selektion fur bestimmte Epitope
des Zielmolekiils moglich. So selektierten Blind et al. ein Aptamer fur ein bestimmtes gp120-
Epitop, in dem sie ab Runde sieben neben der SELEX mit dem Wildtyp auch eine SELEX mit
einer Mutante durchfihrten.!® Ein anschlieRender Vergleich angereicherter Sequenzen in
beiden SELEX-Varianten fiihrte dann zur Identifikation von Sequenzen, die an ein

bestimmtes Epitop binden.’®® Abbildung 53 zeigt die Strategie dieser SELEX sowie deren

Verlauf.
a b
SELEX-
Runden —
S u Wildtyp
1-6 7-8 E ® Mutante
gp120 E
gp120 Wildtyp >
Wildtyp e
Mutante 4 5 =z T

Abbildung 53: Strategie zur Identifikation von Aptameren fir ein bestimmtes Protein Epitop.
Nach der 6. Selektionsrunde erfolgte die Teilung der SELEX. Dabei erfolgten zwei weitere Runden
mit einer Mutante bzw. dem Wildtypprotein. Mittels in silico tracing konnte dann das Aptamer MP1-4
entdeckt werden, dass nur in der SELEX mit dem Wildtypprotein stark angereichert worden ist
(Abbildung von Blind et al.1?),

Die mit der Methode verbundenen hohen Kosten sowie der hohere bioinformatische Aufwand
schlossen allerdings das Next Generation Sequencing zur Charakterisierung der Bibliothek

aus.

6.2 Charakterisierung bindender Nukleinsauren

Die Identifikation bindender Nukleinsduren erfolgte zunéchst durchflusszytometrisch unter
Verwendung von PC-3-Zellen. Dabei zeigte sich eine stérkere Anreicherung bindender
Spezies in Runde 12. Da auch die Bibliothek aus Runde 12 stérker an die PC-3 Zellen

gebunden hatte, war dies zu erwarten.
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Als beste bindende Nukleinsdure stellte sich die nc1228 heraus, wahrend z.B. die nc1217 gar
keine Bindung an die Zellen zeigte. Dabei konnte es sich um eine Matrix-bindende
Nukleinsaure handeln. Dieses Phanomen kann h&ufig in einer SELEX auftreten; so zeigten
z.B. Mittelberger et al., dass ihre am haufigsten vorkommende Sequenzfamilie keine Bindung
an ihr Zielmolekiil aufweist.*® Auffallig war die bessere Amplifikationsrate von nc1217 in der
PCR, die auf eine hohere Anreicherung der Nukleinsaure wahrend der PCR hindeuten kénnte
und so unter Umsténden deren Auftreten in der angereicherten Bibliothek erklaren konnte.

Die Zielstellung dieser Arbeit lag in der Selektion von inhibierenden Nukleinsauren. Es wurde
deshalb zunéchst versucht mittels FACS den Integrin-inhibierenden Antikdrper durch
bindende Nukleinséduren zu verdrangen. Somit hatte die Bindungsstelle am Integrin
identifiziert und auch Ruckschlisse auf eine mogliche Inhibition gezogen werden kdnnen.
Allerdings war keine der getesteten Nukleinsduren in der Lage, den Integrin-inhibierenden
Antikorper signifikant zu verdrangen. Dies konnte daran liegen, dass entweder die
Nukleinsduren an einer anderen Stelle am Integrin binden oder sie nicht affin genug sind, um
den Antikorper von seinem Epitop quantitativ zu verdrdngen. Da die nc1236 als einzige fir
einen schwachen Riickgang der Antikorperbindung sorgte, wurde sie neben dem Aptamer mit
der hochsten Affinitat, der nc1228, fir den anschlieBenden Inhibitionsassay beriicksichtigt.
Dabei zeigte nicht wie erwartet die 1236 eine Inhibition der Laminin-Integrin-Interaktion,
sondern die Nukleinséure 1228. Die Bestimmung der Inhibitionskonstante fliihrte zu einem
Wert von 123 + 44 nM. Der I1Cso-Wert liegt bei 150 nM.

Einen &dhnlichen 1Cso-Wert zeigt z.B. CLNO003_SL1, ein DNA-Aptamer, das die durch
HGF-induzierte Aktivierung des c-Met Proteins inhibiert.! Allerdings besitzen alle
Aptamere in klinischen Studien 1Cso-Werte im niedrigen nanomolaren bis picomolaren
Bereich. Zum Beispiel inhibiert das NOX-H94 die Ferritin-Expression mit einem 1Cso-Wert
von 20 nM, wihrend das Aptamer BAX 499 sogar einen Wert von 900 pM aufweist.1%?
Zudem zeigten Hussain et al. die Variabilitat des 1Cso-Wertes in Abh&ngigkeit des jeweiligen
Zelltypes. Sie konstruierten eine Chimdre aus einem aVB3 Integrin-Aptamer und einer
SIRNA, die den eukaryotic elongation factor 2 als Ziel hat. Diese Chimare inhibierte die
Zellproliferation von U-87 MG-Zellen mit einem ICso-Wert von 708 nM, die PC-3-Zellen
aber nur mit 1.5 uM.1% Dies zeigt, dass sich auch der 1Cso-Wert von IDA bei aggressiveren
Krebsarten, die mehr Integrin prasentieren, gegeben falls noch verbessern konnte. Trotzdem

waére eine Verbesserung der Inhibitionskonstante fiir eine Anwendung in vivo von Vorteil.
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6.3 Weitere Charakterisierung von a6p4 Integrin spezifischen Aptameren

Die Dissozationskonstante von IDA gegeniiber PC-3-Zellen lag bei 137 + 22 nM. Dies lag in
der gleichen GroRenordnung wie die Inhibitionskonstante und der 1Cso-Wert. Dies muss
jedoch nicht immer der Fall sein. So besitzt das NOX-H94 einen Kg, der mit 0.65 +£0.06 nM
geringer als der 1Cso-Wert mit 19.8 + 4.6 nM ist.”* Das CLN0003-SL1-Aptamer dagegen
besitzt wie IDA eine Dissoziationskonstante im mittleren nanomolaren Bereich.!®! Einen
exemplarischen Uberblick tber gangige Affinititen von Aptameren mit therapeutischen
Anwendungsmdglichkeiten zeigt Tabelle 19.

Tabelle 19: Angabe der Dissoziationskonstanten bereits selektierter Aptamere mit ihrem
Zielmolekul und ihrer therapeutischen Anwendung.

) Dissoziationskonstante Therapeutische
Zielmolekdl
[nM] Anwendung
o Behandlung der
Angiopoietin 2 2.2 )
Angiogenese!®
Inhibition der
HER3 (ERBB3) 45 )
Tumorentwicklung %
Nociceptin 300 Schmerztherapie'®®
Behandlung von ARDS,
Phospholipase A2 1.7 sowie bei septischem
Schock*’
Prostata-spezifische K =21 Behandlung aggressiver
Membran Antigen o Prostataerkrankungen'®
) Inhibition viraler
P-Selektin 0.04 )
Adhasion?®
B3 Integri 5 Inhibition der
avp3 Integrin
J Tumorentwicklung 1
B2 Integrin-Lymphozyt Inhibition der
Funktions-assoziiertes 500 Tumorentwicklung,
Antigen 1 (LFA-1) Entziindungreaktionen*!!
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Dabei reichen die Dissoziationskonstanten vom hdéheren nanomolaren Bereich bis in den
mittleren picomolaren Bereich.”® Ein geringerer Kq ist generell jedoch wiinschenswert, da er
flr eine hohe Affinitéat steht. So haben z.B. Biesecker et al. eine zweite SELEX durchgefihrt,
um die Dissoziationskonstante ihres C5 bindenden Aptamers zu verbessern. Dazu wurde das
Aptamer chemisch so synthetisiert, dass 0.67% den tatsachlichen Basen an der jeweiligen
Stellen entsprachen, wahrend der restliche Prozentsatz beliebig aus den jeweiligen anderen
Basen  zusammengesetzt war. Durch diese Selektionsmethode konnten die

Dissoziationskonstante von 20-40 nM auf 2-5 nM gesenkt werden.”

Neben der Affinitat eines Aptamers spielt die Spezifitat eine ebenso groRe Rolle. In der
durchflusszytometrischen Analyse zeigte IDA eine geringere Bindung an PC-3-B4-Integrin-
Knockdown- als an normale PC-3-Zellen. Da die Bindung nicht vollstandig zurlickgegangen
war, konnte die Maoglichkeit bestehen, dass das Aptamer neben dem a6p34 auch an das a6f1
Integrin band. Dabei zeigten schon Dowling et al., dass ein Knockdown der B4-Integrin-
Untereinheit gleichzeitig zu einem Riickgang des a6 Integrins fithrt. Das {iberschiissige 06
assembliert dann nicht stattdessen mit der p1-Untereinheit.? Somit kénnte die Reduktion der
Aptamerbindung tatsachlich auf eine geringere Menge der a6-Untereinheit auf der

Zelloberflache zuriickzufiihren sein.

Um nun festzustellen, ob IDA tatsachlich nur an die a6 Integrin-Untereinheit band, wurde ein
Bindungstest mit den rekombinanten Proteinen durchgefiihrt. Dieser zeigte dann sowohl
Bindung an das a6p4 Integrin als auch an a6B1, aber nicht an das a4f1. Da die B1- und die
B4-Untereinheit nur eine 38 % Sequenzidentitdt aufweisen, lagen die Ergebnisse der
durchgefiihrten Bindungstests nahe, dass das Aptamer die a6 Integrin-Untereinheit band.!!2
Da das a6 zu anderen a-Integrinen nur eine Sequenzidentitat von 18-26% aufweist und eine
Bindung an das a4 nicht nachgewiesen werden konnte, ist von einer hochspezifischen

Bindung durch IDA auszugehen, 113114

Neben den humanen Proteinen wurde auch eine Bindung an das murine a6p4 Integrin
festgestellt. Dies war insofern zu erwarten, da die schwere Kette des murinen a6 Integrins der
X1 Isoform eine Sequenzidentitdt von 92-93% zum humanen a6 Integrin besitzt und das
murine B4 Integrin 87-92% der korrespondierenden Aminosdurepositionen des humanen

Integrins teilt. 114116

Studien zeigten, dass sich in den meisten Krebszellen das a6 Integrin bevorzugt mit dem B4

zusammenlagert. Dementsprechend sollte eine exklusive Bindung von a6 Integrinen durch
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IDA keine negativen Auswirkungen auf eine spezifische Behandlung der Metastasierung von
Krebszellen aufweisen.!!” Zudem zeigten Hoshino et al., dass neben dem «a6B4 Integrin auch
das a6B1 an der organotrophen Metastasierung in die Lunge beteiligt ist. Somit kdnnte mit
dem a6 Integrin spezifischen Aptamer IDA die gleichzeitige Blockierung zweier Laminin-

bindender Integrine erfolgen.

Die Analyse der Bindung von IDA an andere Zelloberflachenproteine zeigte neben der
spezifischen Bindung an Integrin auch eine leichte unspezifische Bindung an E-Selektin. Da
ein E-Selektin-spezifisches DNA-Aptamer, genannt SDA-2, die gleichen Primerregionen wie
IDA besitzt, wurde in einem anschlielenden Filterretentionsassay sowohl die Bindung von
SDA-2 als auch von IDA, dessen verkirzte Varianten ohne Primerregionen und der Kontroll-
DNA an E-Selektin Uberprift. Dieser Assay ergab eine um die dreifach hohere E-Selektin-
Bindung der Kontroll-DNA sowie SDA-2 als bei IDA. Zudem zeigte sich noch, dass die
verkirzten Varianten von IDA ohne Primerregionen keine Bindung mehr zum E-Selektin
aufwiesen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die 10%ige Bindung von IDA an E-
Selektin durch unspezifische Wechselwirkungen der Primerbereiche mit dem Protein
verursacht wurde. Da die Kontroll-DNA das E-Selektin ebenfalls sehr stark gebunden hatte,
konnte zudem davon ausgegangen, dass die verwendete E-Selektin-Charge langere

Nukleinsdauren oder bestimmte, in den Primerregionen enthaltene Motive bindet.

Da bei Krebszellen haufig eine Re-Lokalisation des Integrins auf der Zelloberflache mittels
Internalisierung erfolgt, sollte im Folgenden analysiert werden, ob das Aptamer IDA ebenfalls
in die Zellen gelangt. Dabei ist literaturbekannt, dass das a6B4 Integrin Caveolin-1- sowie
Rab5- und Rabl11-vermittelt von den Zellen internalisiert wird.!8 Innerhalb von funf Minuten
erfolgt bereits die Endozytose mittels Rab5, wahrend nach 20 Minuten die Internalisierung
mittels Rab11 dominiert.}*® Abbildung 54 zeigt schematisch die Internalisierungswege des

Integrins.
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Abbildung 54: Das a6p4 Integrinrecycling erfolgt Uber zwei rdumlich sowie zeitlich getrennte
Wege. Zum einen erfolgt sehr schnell das Rab-5-vermittelte Recycling durch den short-loop pathway.
Zum anderen gelangt das a6B4 Integrin zundchst Rabll-vermittelt in das perinukleare
Recyclingkompartment (PNRC). Dort angekommen kann z.B. die Degradation eines gebunden
Liganden erfolgen, wahrend das Integrin aufgrund seiner hohen Stabilit4t intakt bleibt. Anschlie3end
wird das Integrin wieder zuriick auf die Zelloberflache gebracht. Beide Recyclingwege sorgen so fur
einen standigen Nachschub an Integrinen, um fir eine erneute Adhésion an die extrazellulare Matrix
gewappnet zu sein. (Abbildung modifiziert nach De Franceschi et al. 11°)

Die Analyse von Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufnahmen zeigte, dass sowohl der p4-
Integrin-Antikdrper als auch IDA in die PC-3-Zellen aufgenommen wurden. Dabei verteilte
sich das Aptamer mehr im Cytosol in Form von Vesikeln als im Zellkern. Dies entspricht
auch den Erwartungen der Integrin-Internalisierung. Fir eine genauere Lokalisierung von
IDA miussten allerdings weitere Experimente unternommen werden. Durch eine Co-
Lokalisation mit einem Rab5- sowie Rabll-Antikorper koénnte so der Aptamerverbleib

genauer ermittelt werden.

Des Weiteren wurde die Effizienz dieser Internalisierung mittels FACS-Analysen gezeigt.
Dabei wurden bereits nach 10 min 98% des Aptamers internalisiert (Abb.38). Aufgrund
dessen sollte geklart werden, ob IDA in der Lage ist, die Integrin Internalisierung direkt zu
induzieren. Dazu wurde das Aptamer funf, zehn und 15 Minuten mit den PC-3-Zellen
inkubiert, um eine Internalisierung des Integrins mit dem Aptamer zu gewdhrleisten. Ein
Ruckgang der Integrin-Prasentation, der fur eine Aptamer induzierte Internalisierung sprechen
wirde, konnte allerdings nicht beobachtet werden. Dies kdnnte daran liegen, dass das Integrin

uber den kurzen bzw. langen Internalisierungsweg bereits wieder an die Zelloberflache
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gelangt war. Um zu verhindern, dass neu produziertes Integrin auf der Zelloberflache
prasentiert wird, konnte in einem weiteren Experiment Nocodazol, welches eine
Fragmentierung des Golgi-Apparates auslost, eingesetzt werden.??° Somit kénnte kein neu-

produziertes Integrin auf die Zelloberflache gelangen.

Fur eine Anwendung in vivo spielt allerdings die Stabilitat des Aptamers eine wichtige Rolle.
Dabei zeigte sich in RPMI fir IDA eine Halbwertzeit von 24 Stunden, die allerdings bei
Zugabe von 10% FKS auf eine Stunde reduziert wurde. Dies lag an ubiquitér in biologischen
Flussigkeiten vorkommenden Exo- und Endonukleasen. Die Halbwertzeit von IDA in
murinem Blutplasma lag bei sechs Stunden. Diese Erhéhung der Halbwertszeit deutet darauf
hin, dass im verwendeten Plasma weniger DNasen als im Serum vorhanden waren. Im
Allgemeinen liegen die Halbwertszeiten von unmodifizierten DNA-Aptameren in der hier
beobachteten GrofRenordnung. So besitzt z.B. SDA eine Halbwertszeit von etwa 90 min in
Zellkulturmedium mit 10% FKS.8°

Die Analyse der Struktur erfolgte mittels CD-Spektroskopie. Die Differenz der Absorption
von links oder rechts zirkular polarisiertem Licht wird durch optisch aktive, chirale Molekiile
detektiert. Durch Anderung der Amplitude lassen sich so Sekundarstrukturen wie z.B. A-, B-
und Z-DNA unterscheiden.®®®! Zudem lassen sich auch Stammschleifen aus B- DNA oder
Quadruplexe voneinander unterscheiden. Die charakteristischen Kurvenverlaufe beider
Strukturmotive zeigt Abbildung 55.

Elliptizitat (mdeg)

-1
[——PF1GG>AA
—— PF1
-2 4 e 5'-N 30-3'
—RAT
——TBA
200 220 240 260 280 300

Wellenlange (nm)

Abbildung 55: CD-spektroskopische Untersuchung der Struktur verschiedener Nukleinsduren
im Vergleich. Durch die unterschiedlichen Absorptionsmaxima und Minima lassen sich G-
Quadruplexe (TBA, antiparallel und R1T, parallel) von B-Form DNA (PF1GG>AA, PF1 und 5°‘-Nso-
3¢) unterscheiden (Abbildung von Lai et al. 2%
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Die CD-spekroskopische Analyse ergab unabhé&ngig von verschiedenen Salzen ein positives
Maximum bei 219 nm, ein Minimum bei 248 nm sowie ein Maximum bei 276 nm. Dies
entsprach einer charakteristischen B-DNA-Stammschleife, ahnlich wie z.B. bei PF1 (Abb. 55,

violett).*2

Dabei zeigte die Sekundarstrukturvorhersage fiir IDA drei Stammschleifen.®? Da es fiir RNA
eine groRere Datenbank an Sekundarstrukturen gibt, mit denen die Sequenzen verglichen
werden konnen, kénnen die Algorithmen der Sekundérstrukturvorhersage viel leichter getestet
werden, als bei DNA, von der es weniger Strukturdaten gibt.!?? Deshalb sind die Struktur-
Vorhersagen von RNA haufig genauer als die fur DNA. Zudem werden Tertidrstrukturen wie
z.B. Pseudoknoten nicht bertcksichtigt. Dennoch lieBen sich mit dieser Methode zwei
Verkirzungen ableiten. Diese banden an die PC-3-Zellen, konnten die Interaktion mit
Laminin-332 aber nicht mehr inhibieren. Eine mdgliche Erklarung ist, dass das Aptamer nicht
direkt, sondern benachbart zu der Laminin-332-Integrin-Bindestelle bindet. Somit kénnte nur
das lange, ursprunglichen Aptamer aufgrund seiner GroRe in die Bindungsstelle hineinragen
und diese maskieren. Die verkirzten Aptamervarianten waren in diesem Szenario zu Klein,

um die Bindestelle abzudecken.

Um auszuschlielRen, dass ein anderes Faltungsmotiv dazu fuhrte, dass die kurzen Aptamere
nicht mehr inhibieren, wurde IDA-B mittels CD-Spektroskopie analysiert. Dabei zeigte das
kurze Aptamer die gleichen Minima und Maxima wie IDA, lediglich die Amplitude war
kleiner. Dies kénnte daran liegen, dass IDA-B nur zwei mogliche Stammschleifen aufweist,
wéhrend IDA drei besitzt.

6.4 Postselektive Modifikation von IDA

In vivo werden Aptamere an ihrem Phosphatriickgrat schnell von Serumnukleasen bzw.
Exonukleasen degradiert, wodurch sie eine geringere Halbwertszeit im Korper aufweisen
konnen als z.B. Antikorper. Zur Verbesserung der Stabilitat und Pharmakokinetik lassen sich
sowohl pré- als auch postselektive Modifikationen vornehmen. Dabei lassen sich sowohl die
Zucker, als auch das Phosphatriickgrat und die Basen modifizieren.!? King et al. berichteten
2002 von der Selektion von Phosphorothioat-Aptameren, welche neben einer hohen
Nuklease-Resistenz auch noch eine hohe Affinitat aufwiesen. Aufgrund der Tatsache, dass
das Thio-modifizierte Phosphatriickgrat weniger bevorzugt harte Kationen bindet, liegt es
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héufig als blankes Anion vor. Dies kann somit zu einer hoheren Affinitdt von modifizierten
Aptameren fiir positivgeladene Proteine filhren.!2 Abbildung 56 zeigt dabei das natiirliche
Rickgrat im Vergleich zum Thio-modifizierten.

Base Base
H H H & i H
o H
\ L
R> R2
Phosphodiester Phosphorothioat

Abbildung 56: Darstellung des Phosphodiesters (rechts) im Vergleich zum Phosphorothioat
(links).

Um nun sowohl die Stabilitat als auch die Affinitat von IDA zu erhohen, erfolgte der Ersatz
aller dAMPs durch Verwendung von 2°-Deoxyadenosin-5¢-O-(1-thiotriphosphat) bei der
enzymatischen Synthese. Leider fuhrte der Austausch aller dAMPs gegen die Thio-
modifizierte Variante zu einem vollstdndigen Verlust der Bindung. Dies kdnnte daran gelegen
haben, dass eines oder mehrere der 12 dAMPs an der Bindung zum Integrin beteiligt sind
oder aber wichtige strukturelle Funktionen besitzen. Eine Ursache konnte sein, dass der
Schwefel einen groReren Van der Waals-Radius besitzt und somit der Torsionswinkel des
Phosphatruckgrates verdndert wurde. Dies kdnnte dann zu einer Fehlfaltung des Aptamers
gefiihrt haben.1?12* Meyer et al. zeigten, dass eine postselektive Modifikation haufig zu
einem Verlust der Bindung fiihrt.®® Deshalb miisste zun4chst geklart werden, welche Basen an
der Bindung des Aptamers an das Integrin beteiligt sind. Daraufhin kdnnten gezielt die

entsprechenden Basen modifiziert werden.

Neben der intramolekularen Thio-Modifkation zur Erhéhung der Aptamer-Stabilitat erfolgte
ebenfalls eine PEGylierung des Aptamers am 3°-Ende mittels EDC/NHS-Kopplung. Da IDA
eine GroRe von 24 kDa besitzt, wiirde das Aptamer in vivo sehr schnell durch renale Filtration
ausgeschieden werden. Die Untergrenze fir die renale Retention von Makromolekdlen liegt
zwischen 30 und 50 kDa, wobei allerdings auch die Ladung des Molekiils eine Rolle spielt.!?
Studien  konnten zeigen, dass unkonjugierte Aptamere in der Maus eine

Zirkulationshalbwertzeit von nur 5-10 Minuten besallen, wéhrend die Konjugation eines
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40 kDa Polyethylenglykols (PEG) an das Aptamer, zu einer verlangerter Zirkulation von Uber
einem Tag fiihrte.1%°

Bei den hier beschriebenen Experimenten war die PEGylierung des Aptamers erfolgreich.
Allerdings zeigte die durchflusszytometrische Analyse, dass die Bindung des modifizierten
Aptamers an PC-3-Zellen um 43% sank. Da allerdings auch die PEGylierte Kontroll-DNA
eine reduzierte Hintergrundbindung an die Zellen aufwies, konnte davon ausgegangen
werden, dass die PEGylierung nur zu einer verminderten unspezifischen Bindung fihrte und
die Funktion des Aptamers erhalten blieb. Da in diesem Fall die Erhdhung der Masse nur um
etwa 1.2 kDa erfolgte, musste in weiteren Experimenten die Kopplung des PEG mit hoherer
Masse erfolgen. Da der verwendete Methyl-PEG-NHS-Ester nicht mit groReren PEG-

Einheiten zu kaufen ist, musste das PEGylierte Aptamer direkt k&uflich erworben werden.

6.5 Aptamer-vermitteltes Einschleusen von miRNA

Fur eine effektive Behandlung von Krebserkrankungen ist haufig eine multiple Therapie
verschiedener Zielmolekiile vonndten. Neben der Inhibition der Integrin-Laminin-Interaktion
konnte deshalb durch das Einschleusen von miRNA, die Expression tumorférdernder Gene
herunterreguliert werden, die ebenfalls fir die Metastasierung der Krebszellen eine
entscheidende Rolle spielen. Da miRNA nur partiell komplementér zu ihren Zielmolekilen
sind, liegt der Vorteil von miRNA gegeniiber siRNA darin, dass sie in der Lage ist, die
Expression einer ganzen Reihe von Zielmolekilen zu unterbinden. Da diese Ziele hdufig im
gleichen zellularen Kontext zu finden sind, konnten sich so ganze Phénotypen verandern.'?8
Als "Proof of Principle™ wurde die mikroRNA-29A gewahlt. Diese verringert die Expression
des P4 Integrins. Somit miisste nach Aptamer-vermitteltem Transport dieser miRNA die
Présentation des Integrins verringert werden. Rohde et al. zeigten, dass der Aptamer-
vermittelte Transport von pra-miRNA zu einer effektiveren Inhibition der Expression von
Zielmolekulen flhrte als der Transport der reifen miRNA. Somit sollte die pr&-miRNA-29A
an das Aptamer IDA gekoppelt werden.

Fur die Konstruktion der Aptamer-mi/siRNA-Chiméren sind in der Literatur bereits

verschiedene Ansétze beschrieben. Abbildung 57 zeigt zwei der gdngigen Methoden.
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A
Biotin
Aptamer pra-miRNA
B
Tegge” Linker | \
Aptamer pra-miRNA

Abbildung 57: Vorgehensweisen zur nicht-kovalenten Kopplung von Aptameren und pra-
mMiRNA. Die Kopplung des Aptamers mit der pra-miRNA erfolgt Uber Biotin-Streptavidin-Bindung
(A) bzw. per Hybridisierung an einen Linker (B; Abbildung von Zhou et al. ).%

Die Biotinylierung sowohl der pr&-miRNA als auch des Aptamers und die anschliefende
Kopplung beider Gber Biotin-Streptavidin stellt eine sehr einfache Methode der Kopplung dar
(Abb. 57 A). Da die miRNA allerdings selbst enzymatisch hergestellt werden sollte, war eine
Biotinylierung nicht moglich. Deshalb wurde die zweite Methode der Kopplung gewéhlt, in
der beide Oligonukleotide uber einen Linker hybridisiert werden (B). Fir eine verbesserte T7-
Transkription wurde die pr&-miRNA um eine Leadersequenz verldngert. Dieser ,,Leader®
sollte dann auch direkt dazu verwendet werden, um die RNA mit dem Aptamer zu verbinden.
Dafiir wurde das Aptamer mit einem um die revers-komplementdre RNA-Sequenz

verléangerten Linker versehen.

Um sicherzustellen, dass die ergédnzten Nukleotide keinen Einfluss auf die Faltung der pré-
miRNA hatten, erfolgten Sekundarstrukturvorhersagen. Diese zeigten keine Auswirkung auf

Faltung des Aptamers.

Die Funktionalitat des pra-miRNA-Konstruktes wurde zunéchst durch dessen Transfektion in
PC-3-Zellen Uberprift. Diese erfolgte mittels Lipofectamin. Nach 24 h wurde die Integrin-
Préasentation durchflusszytometrisch analysiert. Wie erwartet, zeigten nur die mit miRNA
transfizierten Zellen einen Rickgang der Integrine auf der Zelloberflache. Da allerdings nur

eine Teilpopulation der PC-3-Zellen einen Rickgang aufwies, musste in ndchsten
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Experimenten, sowohl die Zeit als auch die pra&-miRNA-Konzentration erhoht oder die Zellen

entsprechend ihrer Populationen getrennt werden.
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7. Ausblick

Die Selektion eines Aptamers zur Inhibition der a6B4 Integrin-Laminin-332-Interaktion war
erfolgreich. Weitere Studien missen nun zeigen, ob das Aptamer diese Interaktion auch in
vivo blockieren kann und somit eine Metastasierung von Krebszellen unterbindet. Allerdings
fordern durch Integrin-Laminin-Interaktionen ausgeldste Signalkaskaden, zusatzlich zur
Metastasierung, die Proliferation, das Uberleben, sowie die Invasion von Tumoren. Somit
misste in einem nédchsten Schritt herausgefunden werden, ob das Integrin-spezifische DNA-
Aptamer IDA das Auslosen dieser Signalkaskaden verhindern kann. So zeigten z.B. Gabarra
et al., dass P4 Integrin-inhibierende Antikorper in der Lage sind, die durch Adhésion an
Laminin aktivierte PI3K-AKT-Signalkaskade zu inhibieren. Dazu analysierten sie die Menge
an phosphoryliertem AKT (Serin/Threonin-Kinase) von Zellen bei Zugabe von Laminin mit
und ohne Antikérpern mittels Western Blot.%* Diese Analyse konnte ebenfalls mit IDA
durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob das Aptamer eine Inhibition der Aktivierung
dieser Signalkaskade aufweist. Studien von Tobias Lange (UKE) zeigten allerdings, dass der
B4-Integrin-Knockdown bei PC-3-Zellen keinen Einfluss auf die AKT-Phosphorylierung hat.
Lediglich HER2 war signifikant reduziert. Somit kdnnte entweder der Aptamer-Einfluss auf
die HER2 Aktivitat analysiert werden oder es musste, ahnlich wie bei Gabarra et al. eine
Brustkrebszelllinie verwendet werden. Eine weitere Moglichkeit der Untersuchung konnte
auch die Messung der Aktivitat der PI3K mittels Kinase-Assay darstellen.?® Neben diesem
Signalweg kdnnte auch die Phosphorylierung des Integrins bei Zugabe von Laminin mit und
ohne IDA beobachtet werden. Dies wiirde direkt zeigen, ob das Aptamer die, durch Bindung
an Laminin ausgeltste, Phosphorylierung des Integrins unterbindet. Somit wirde ein

globalerer Uberblick tiber eine mogliche Auslésung aller Signalkaskaden erhalten werden.

Zusétzlich zu den Signalwegen konnte ebenfalls die Proliferation der Krebszellen direkt
analysiert werden. Schon 2002 zeigten Dajee et al., dass das Tumorwachstums sowohl von
Laminin-5 (Laminin-332) als auch vom a6B4 Integrin abhingt.!?’ Dabei waren humane
Keratinozyten, die entweder Laminin-5 oder B4 Integrin nicht produzieren konnten, auch
nicht in der Lage invasive Tumore zu bilden. Bei Re-Expression der entsprechenden Gene
war auch die Tumorformation wieder zu erkennen.*?1?8 Zusitzlich zeigten z.B. Gabarra et
al., dass ihr a6B4 Integrin-inhibierender Antikorper in der Lage ist, sogar das
adhésionsunabhangige Tumorwachstum zu unterbinden.®* Somit miisste analysiert werden, ob
IDA ebenfalls sowohl die Bildung von Tumoren als auch das Tumorwachstum inhibieren

kann.
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Dazu koénnte das Wachstum einer 3D-Kultur mit und ohne IDA bzw. auch mit und ohne
Laminin beobachtet werden. Sollte IDA sowohl die Signalkaskaden als auch die
Tumorbildung sowie deren Proliferation inhibieren kdnnen, kénnten weiterfihrende in vivo

Studien durchgefuhrt werden.

Zudem konnten Hoshino et al. zeigen, dass a6P4 Integrin-présentierende Exosomen eine
gerichtete Metastasierung des Primartumors in die Lunge vorbereiten.®® Exosomen sind kleine
Vesikel, die in den verschiedensten Korperflissigkeiten, z.B. im Serum und Plasma,
vorkommen. Sie werden von verschiedenen Zelltypen sekretiert und entstehen in
Endosomen.'®® Nach der Freisetzung ins extrazellulare Milieu konnen sie an Zielzellen
andocken. Daraufhin verschmelzen sie entweder mit der Plasmamembran oder werden

endozytiert.

Exosomen beinhalten eine hohe Anzahl an Membran- sowie cytosolischen Proteinen, aber
keine aus den Mitochondrien, dem Zellkern oder dem endoplasmatischen Retikulum. Neben
den Proteinen besitzen sie auch zusétzlich eine ganze Reihe an kodierender und nicht-
kodierender RNA, die nach Auflésung der Exosomen in der Zielzelle freigesetzt werden.
Dabei lassen sich Exosomen aus Krebszellen leicht durch ihr Proteinprofil von Exosomen aus
gesunden Zellen unterscheiden.'?® Somit wire die Detektion von a6B4 Integrin-

prasentierenden Exosomen fiir die Diagnostik von Metastasen von entscheidender Bedeutung.

Es konnte dafir mittels IDA ein Schnelltest entwickelt werden, der diese Integrin-
prasentierenden Exosomen in den verschiedenen Korperflussigkeiten detektieren kann.
Insgesamt wurde schon eine ganze Reihe an sowohl optischen als auch elektrochemischen
Aptasensoren entwickelt.*® Zum Beispiel nutzen Chen et al. Aptamer-gekoppelte Forster-
Resonanzenergietransfer-fahige Nanopartikel zur Detektion verschiedener Krebsarten 13013
Enteshari Najafabadi et al. dagegen extrahierten mit Aptamer-gekoppelten magnetischen
Nanopartikeln Adenosin aus dem Urin von Lungenkrebspatienten und analysierten dies
mittels Elektronenspray-lonenmobilitats-Spektrometrie.’32 Somit kénnte auch IDA an
magnetische Partikel gekoppelt werden, um die a6p4 Integrin-présentierenden Exosomen zu
extrahieren sowie zu detektieren. Neben der Kopplung an Nanopartikel wére es aber auch
maoglich, das Aptamer mit einem Fluorophor sowie ein Antisense-Oligonukleotid mit einem
Quencher zu versehen. Dabei wird der Fluorophor nur bei Bindung ans Zielmolekil nicht
mehr gequencht, da das Antisense-Oligonukleotid verdrangt wird. Diesen Ansatz fiihrten

Tang et al. erfolgreich sowohl zur Detektion von ATP als auch von Thrombin durch.*?
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Da IDA von den Zellen internalisiert wird, konnte das Aptamer auch gezielt als
Wirkstofftransporter eingesetzt werden. Dabei konnten Aptamere direkt z.B. an
Chemotherapeutika, Toxine und auch si/miRNA gekoppelt werden, oder auch indirekt uUber
Nanopartikel. So kénnten z.B. Aptamer-miRNA-Chiméaren genutzt werden, um gezielt andere
Zelladhésionsmolekiile oder Wachstumsfaktoren zu regulieren oder auch durch den Einsatz
der let7-miRNA fir die Apoptose von Krebszellen zu sorgen. Allerdings misste zundchst
ermittelt werden, in welchen Kompartimenten IDA nach der Internalisierung verbleibt. Da
bisher nur festgestellt werden konnte, dass IDA vesikuldr in den Zellen vorliegt, musste
geklart werden, ob eine IDA-miRNA-Chimare nicht direkt in den Lysosomen degradiert

werden wirde. Dies konnte durch Co-Lokalisation mit Rab11-Antikdrpern erfolgen.

Fur einen Einsatz in vivo musste allerdings die Stabilitat und Affinitat von IDA verbessert
werden. Da eine Thio-Modifikation von dAMP innerhalb des Aptamers zu einem Verlust der
Bindung flhrte, sollte in nachsten Experimenten herausgefunden werden, welche Nukleotide
fiir die Bindung an das Integrin bedeutend sind. Dies konnte z.B. mittels Structure Probing

erfolgen.

Sollte dies keinen Erfolg bringen, missten Varianten von IDA erstellt werden, bei der jeweils
eine Base ausgetauscht worden ist. Die Untersuchung der Bindung und der Inhibition dieser
Varianten konnten dann gezielt auf Basen hinweisen, die an der Bindung beteiligt sind bzw.

auf Basen, die austauschbar sind.

Eine andere Mdglichkeit IDA zu stabilisieren und dessen Affinitat zu erhéhen, wurde eine

weitere SELEX nach der Methode von Biesecker et al. bieten.”

Neben der Modifikation des Aptamers zur Erhohung der Affinitdt ware auch eine
Dimerisierung mit der ebenfalls an die a6-Integrin-Untereinheit bindende Nukleinsdure
ncl236 moglich. Da beide an unterschiedliche Stellen des Integrins binden, wirde ein
bivalentes Aptamer erzeugt werden. Schwierigkeiten bereiten konnte dabei aber die
Kalkulation der bendtigten Linkerlange, die den optimalen Abstand beider Aptamere
gewadhrleistet. Daflir ware eine Untersuchung der Bindungsstelle am Integrin sowohl der

ncl1236 als auch von IDA von Vorteil.

Diese Bindungsstelleanalyse ware auch wichtig fiir eine weitere Untersuchung der Spezifitat
des Aptamers. So mdisste in einem nachsten Schritt analysiert werden, ob IDA durch seine a6-

Integrin-Spezifitat auch die Adhdsion an andere Laminine unterbinden kann.
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Zudem zeigten King et al., dass bei Prostatakrebspatienten zusétzlich zur Metastasierung
zahlreiche Knochenerkrankungen aufgrund der Spaltung der a6 Integrin-Untereinheit
auftreten.’®* Somit wire auch festzustellen, ob IDA in der Lage ist, die durch eine Urokinase

verursachte Spaltung der a6-Untereinheit des Integrins zu verhindern.
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11. Anhang

11.1 Sequenzen

Tabelle 20: Durch die Sequenzierung erhaltene Sequenzen ohne die Primerbereiche.

Name Sequenz (5’-3’-Richtung)
101 CCCACCTTCTCCTTATCGTTCTGTGTTCGCCGTGCC
102 CACTCATAGGAAGAGGGCCCTCTGTTGATCATCCCCCGC
103 CTTCCTTCGAGTCCGGGATAACCCTGGTATCTGGTCGG
104 CCGTACCGTTACCATACGTCCCTAGTTGC
1010 TTGACTAACTGCTCTAGACCTGCTCAATGTCTTGTCGC
125 CCAAGACGCTTATCGTCCCCCCACTGCTTTTGTGTGTGC
128 TTTGGGTCTTATTATCTCGCCTTCTTCCGCTGTACCGGG
1210 TTGATTCGTCTTCCATCCAATGTCCTCTCCTGCTATCCC
1215 CGGGGTTGACGGTAATGATATAATGTCCCGACCATGTGG
1216 CACCTCCTGTCTTACTGCAACCCTACATTGGCAGGTGTC
1217 CTTGTCGACGTGGGATTGCTCGTGCTGTTATGTTGTGTC
1218 CATTAGCCCCATTAGTGTGTCCAATCTCCTACGGTCCC
1225 CCTGATCATTGTGTTCGTGATACCCATCCCCCTATCGTC
1228 CGTGCGTATTCGTACTGGAACTGATATCGATGTCCC
1232 GCATGGTGTTATCCCTAATTCCCTCGGTACCCTGGTGAC
1236 CACCGTCATGTCCGTATTGTACCGTTGAGATTCCCACGG
1241 GTCCTGCGGTTTAATGTCTTCTGCTAGCTATTCCTTGTG
1245 GTCCTCGGATTACTGCTGTGTGGTACCTTTTACCTGGGC
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Name Sequenz (5°-3’-Richtung)
1247 CTTCCCCTCCACTTATCCTCAATTCGTTGTGTCAGCCGC
1250 TAGTTCCCTCCACATTACCCGTTGCCGATGTATCCGCCC

11.2 Gefahrstoffe

Die verwendeten Gefahrstoffe sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 21: Verwendete Gefahrstoffe.

Stoffname Gefahrensymbol H-Satze P-Satze
Acrylamid GHS06, GHS08 H350, H340, H361f, P201, P280,
H301f, 372, H332, P301+P310,
H312, H319, H315, P305+P351+P338,
H317 P308+P313
APS GHS03, GHSO07, H272, H302, H315, P280,
GHS08 H319, H334, H335, P305+P351+P338,
H317 P302+P352,
P304+P341,
P342+P311
BCIP Kein gefahrlicher
Stoff nach GHS.
Bisacrylamid GHSO07 H302 P264, P301+P312,
P330
Chloroform GHSO07, GHS08 H351, H302, H373, P302+P352, P314
H315
DTT GHSO07 H302, H315, H319 P302+P352,
P305+P351+P338
N,N GHS02, GHSO07, H360D, H226, H332, | P201, P302+P352,
Dimethylformamid | GHS08 H312, H319 P305+P351+P338,
P308+P313
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Stoffname Gefahrensymbol H-Satze P-Satze
EDC GHS05, GHS07 H315, H318, H335 P261, P3280,
P305+P351+P338
EDTA GHSO07 H319 P305+P351+P338
Essigsaure GHS02, GHS05 H226, H314 P280,
P301+P330+P331,
P307+P310,
P305+P351+P338
Ethanol GHS02 H225 P210
Ethanolamin GHSO05, GHS07 H302+H312+H332, P280, P302+P352,
H314, H335 P304+P340,
P305+P351+P338,
P310
Ethidiumbromid GHS06, GHS08 H330, H341, H302, P281, P302+P352,
H315, H319, H335 P305+P351+P338,

P304+P340, P309,
P310

Formaldehyd

GHSO05, GHS06,
GHS08

H330, H301, H311,
H314, H351, H317

P301+P310,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338,
P320, P361, P405,
P501

Isoamylalkohol GHS02, GHSO07 H226, H332, H335, P261
EUH066
Isopropanol GHS02, GHSO07 H225, H319, H336 P210, P233,
P305+P351+P338
Methanol GHS02, GHSO06, H225, H331, H311, P210, P233, P280,
GHS08 H301, H370 P302+P352,
P309+P310
Natriumazid GHS06, GHSO08, H300, H310, H373, P237, P280,
GHS09 H410, EUHO032 P301+P310+P330,
P302+P352, P310,
P391, P501
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Stoffname

Gefahrensymbol

H-Satze

P-Satze

Natriumhydroxid

GHS05

H314, H290

P280,
P301+P330+P331,
P309+P310,
P305+P351+P338

NBT

Kein geféhrlicher
Stoff nach GHS.

Phenol

GHSO05, GHSO06,
GHS08

H331, H301, H311,
H314, H341, H373

P280, P302+P352,
P301+P330+P331,
P309, P310,
P305+P351+P338

Salzsaure, konz.

GHSO05, GHS07

H314, H335

P260,
P301+P330+P331,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338,
P405, P501

SDS

GHS02, GHS06

H228, H311, H302,
H335, H315, H319

P210, P280,
P304+P340,
P305+P351+P338,
P309+P310

Spermidin

GHS05

H314

P280,
P305+P351+P338,
P313

TEMED

GHS02, GHSO05,
GHSO07

H225, H332, H302,
H314

P210, P233, P280,
P301+P330+P331,
P305+P351+P338,
P309+P310

Tris

GHSO07

H315, H319, H335

P280,
P305+P351+P338,
P312

Tris-HCI

GHSO07

H315, H319, H335

P280,
P302+P352
P305+P351+P338,
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Stoffname

Gefahrensymbol

H-Satze

P-Satze

Triton X-100

GHS07, GHS09

H302, H319, H411

P273, P280,
P301+P312+P330,

P337 + P313,
P391, P501

Xylencyanol FF

GHSO07

H319 P280,

P305+P351+P338

11.3 KMR-Stoffe

Die verwendeten KMR-Stoffe sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Abbildung 58: Auflistung der verwendeten KMR-Stoffe.

Cas-Nummer Stoffname (IUPAC) | Verfahren und eingesetzte Menge Kategorie
I oder Il
79-06-1 Acrylamid 30-40% wassrige Losungen zur | K: 1B
Polymerisation M: 1B
RF: 2
56-65-5 v32P-ATP Radioaktive Markierung von RNA
1239-45-8 Ethidiumbromid 10 mg/ml wassrige Losungen zur | M: 2
Farbung von  Agarose- und
Polyacrylamidgelen
(0.5 mg/mlIEndkonzentration)
68-12-2 N,N BCIP-L6sung zur Farbung von Dot | Re: 1B

Dimethylformamid

Blots

115




Anhang

11.4 Lebenslauf

KATHARINA BERG (M. Sc. CHEMIE)
Geboren am 04.11.1987 in Hamburg

BERUFSERFAHRUNG

12/2012-03/2016 Wissenschaftliche  Mitarbeiterin, Institut fir Biochemie und
Molekularbiologie, Universitat Hamburg

e Betreuung von Studenten und BTA-Schilern

e Biochemie und Molekularbiologie (Spezialgebiet:
Nukleinséuren)

e Zellkultur (FACS, LSM)

e Kinetikmessungen (SPR, MST, EMSA, FRA)

e Umgang mit radioaktiven Stoffen

SCHULE UND STUDIUM

12/2012-03/2016 Doktorandin in der Gruppe von Prof. Dr. Ulrich Hahn, Institut fir
Biochemie und Molekularbiologie, Universitat Hamburg

Thema: "Selektion und Charakterisierung eines a6p4 Integrin
inhibierenden DNA-Aptamers"

10/2010-10/2012 Master of Science, Chemie, Universitat Hamburg, Gesamtnote: 1,7

Abschlussarbeit:  "Charakterisierung IL-6R-bindender 2’-F-mod.
RNA-Aptamere und Selektion von DNA-Aptameren als Inhibitoren
des IL-6R-Komplexes", Note: 1,3.

10/2007-10/2010 Bachelor of Science, Chemie, Universitat Hamburg, Gesamtnote: 2,3

Abschlussarbeit: "Selektion von RNA-Aptameren mit Affinitat fir die
Doméne D3 des IL-6-Rezeptors und fir das Fusionsprotein Hyper-IL-
6", Note: 1,3.

08/1998-06/2007 Allgemeine Hochschulreife, Gymnasium Ohmoor, Hamburg,

Gesamtnote: 2,4

116



Anhang

KENNTNISSE

EDV Sicherer Umgang mit MS-Office (Word, Excel, Powerpoint) und im
Erstellen von Grafiken (OriginPro, ChemDraw, Inkscape, Lightroom)

SPRACHEN Deutsch (Muttersprache), Englisch (sehr gut), Latein (Latinum)

FAHRERLAUBNIS Fuhrerschein der Klasse B

PUBLIKATION

K. Berg, T. Lange, F. Mittelberger, U. Schumacher, U. Hahn, Mol. Ther. Nucleic Acids, in
press, 2016.

K. Berg, T. Lange, D. Wicklein, U. Schumacher, U. Hahn, Inhibition der Bindung zwischen
dem a6P4 Integrin auf Prostatakrebszellen und rekombinantem Laminin-332 durch das a6
Integrin spezifische DNA-Aptamer IDA, Patent: DE 10 2016 100 039.6

K. Berg, E. Magbanua, U. Hahn, in Nucleic Acid Aptamers SE - 2 (Ed.: G. Mayer), Springer
New York, 2016, 21-32.

F. Mittelberger, C. Meyer, G. H. Waetzig, M. Zacharias, E. Valentini, D. I. Svergun, K. Berqg,
I. Lorenzen, J. Grotzinger, S. Rose-John, et al., RNA Biol. 2015, 12, 1043-1053.

C. Meyer*, K. Berg*, K. Eydeler-Haeder, I. Lorenzen, J. Grotzinger, S. Rose-John, U. Hahn,

RNA Biol. 2014, 11, 1-9.

*geteilte Erstautorenschaft

117


http://www.uke.de/institute/experimentelle-morphologie/
http://www.chemie.uni-hamburg.de/bc/hahn/index.html

	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Zusammenfassung
	Abstract
	1. Einleitung
	1.1  Integrine
	1.1.1 Laminin-bindende Integrine
	1.1.2 Das α6β4 Integrin
	1.1.3 Das α6β4 Integrin in Verbindung mit Krebserkrankungen
	1.2  Aptamere
	1.2.1 SELEX
	1.2.2 Aptamere und ihre Anwendung
	1.2.3 Modifikation von Aptameren
	2. Zielsetzung
	3. Material
	3.1 Chemikalien
	3.2 Puffer und Lösungen
	3.3 Enzyme
	3.4 Proteine und Antikörper
	3.5 Protein- und Nukleinsäure-Standards
	3.6 Nukleotide und Radionukleotide
	3.7 Materialien zur Aptamerselektion
	3.8 Oligonukleotide
	3.9 Kommerziell erhältliche Kits
	3.10 Medien und Reagenzien für zellbiologische Arbeiten
	3.11 Bakterienstämme und Vektoren
	3.12 Zelllinien

	4. Methoden
	4.1 Präparation und Modifikation von Nukleinsäuren
	4.1.1 Polymerasekettenreaktion
	4.1.2 Strangtrennung von doppelsträngiger DNA
	4.1.3 Kolonie-PCR
	4.1.4 In-vitro-T7-Transkription unter Einbau von modifizierten Nukleotiden
	4.1.5 DNA-Degradation mittels DNase I
	4.1.6 Radioaktive 5‘-Endmarkierung von Nukleinsäuren

	4.2 Analytische Trennung und Reinigung von Nukleinsäuren
	4.2.1 Agarosegelelektrophorese
	4.2.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese
	4.2.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
	4.2.4 Nachweis von Nukleinsäuren mittels Ethidiumbromid
	4.2.5 Nachweis von Nukleinsäuren mittels UV-Shadowing
	4.2.6 Diffusionselution von Nukleinsäuren aus Polyacrylamidgelen
	4.2.7 Isopropanolpräzipitation
	4.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

	4.3 Methoden zur Proteinanalyse
	4.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
	4.3.2 Anfärben von Proteinen in SDS-PAA-Gelen mit Coomassie Brilliant Blue
	4.3.3 Kopplung von Proteinen an SIMAG-Carboxylbeads

	4.4 Selektion von Aptameren
	4.4.1 In vitro Selektion von DNA-Aptameren mit Affinität für das α6β4 Integrin

	4.5 Klonierungsmethoden
	4.5.1 Restriktion des Vektors pUC-19
	4.5.2 Ligation
	4.5.3 Transformation kompetenter Zellen mittels Elektroporation
	4.5.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen
	4.5.5 Sequenzierung von Plasmid-DNA

	4.6 Charakterisierung und Analyse der Aptamer-Protein-Interaktion
	4.6.1 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
	4.6.2 Filter-Retentions-Assay
	4.6.3 Stabilitätsassay
	4.6.4 Sekundärstrukturvorhersage selektierter Aptamere
	4.6.5 Verkürzung von Aptameren anhand vorausgesagter Sekundärstrukturen

	4.7 Zellbiologische Methoden
	4.7.1 Ablösung adhärenter Zellen
	4.7.2 Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Lipofectamin
	4.7.3 Durchflusszytometrie
	4.7.4 Nachweis von Rezeptoren auf Zelloberflächen mittels Antikörpern
	4.7.5 Analyse der Bindung von Nukleinsäuren an Zelloberflächen
	4.7.6 Laser-Scanning Mikroskopie
	4.7.7 Inhibitionsassay


	5. Ergebnisse
	5.1  Selektion von DNA-Aptameren mit Affinität für das α6β4 Integrin
	5.2  Analyse der Bindung der angereicherten Bibliothek an PC-3-Zellen
	5.3  Klonierung und Sequenzierung der Bibliotheken der Runden 10 und 12
	5.4  Charakterisierung bindender Nukleinsäuren
	5.4.1 Analyse zur Identifizierung bindender Nukleinsäuren
	5.4.2 Verdrängung des β4 Integrin Antikörpers durch Nukleinsäuren
	5.4.3 Inhibition der Bindung von PC-3-Zellen an Laminin-332

	5.5  Weitere Charakterisierung von IDA
	5.5.1  Bestimmung der Affinität von IDA an PC-3-Zellen
	5.5.2 Bestimmung der Spezifität von IDA
	5.5.3  Internalisierung von IDA in PC-3-Zellen
	5.5.4 Analyse der Stabilität von IDA in Medium und Blutplasma
	5.5.5 CD-Spektroskopische Analyse der Struktur von IDA
	5.5.6 Vergleich der Bindungsstellen von IDA und nc1236
	5.6  Verkürzung von IDA anhand von Sekundärstrukturanalysen
	5.6.1 Bindungs- und Inhibitionsanalysen von IDA-A und IDA-B
	5.6.2 Strukturelle Untersuchung der verkürzten Varianten von IDA
	5.7  Postselektive Modifikation von IDA
	5.7.1 Thio-Modifikation
	5.7.2 PEGylieren von IDA
	5.8  Aptamer-vermitteltes Einschleusen von miRNA
	6. Diskussion
	6.1  Selektion von Aptameren mit Affinität für das α6β4 Integrin
	6.2  Charakterisierung bindender Nukleinsäuren
	6.3  Weitere Charakterisierung von α6β4 Integrin spezifischen Aptameren
	6.4  Postselektive Modifikation von IDA
	6.5 Aptamer-vermitteltes Einschleusen von miRNA
	7. Ausblick
	8. Literaturverzeichnis
	9. Eidesstattliche Erklärung
	10.  Danksagung
	11.  Anhang
	11.1 Sequenzen
	11.2 Gefahrstoffe
	11.3 KMR-Stoffe
	11.4 Lebenslauf

