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Die Erkennung von Molekilen mittels selektiver Bindung von Enzymen, Antikbrpern oder selektiver
Chelatoren ist die Grundlage zur Entwicklung von Biosensoren. Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment” (SELEX) ist eine kombinatorisch chemische Methode, welche die
Eigenschaft von einzelstrangigen Nukleinsauren (RNA, ssDNA) nutzt zu stabilen 3-dim. Strukturen zu
falten und somit — in Analogie zu Antikdrpern (Abs)— eine selektive und hochaffine Bindung von
Zielmolekilen ermoglicht. Der Einsatz von Oligonukleotidliganden (Aptamere) als biologisch aktiver
Teil von Biosensoren bietet gegentiber Abs eine Reihe potentieller Vorteile. Aptamere kénnen mit
hoher Genauigkeit und Reproduzierbarkeit durch automatisierte Prozesse synthetisiert werden und
ermoglichen eine relativ einfache, kovalente Bindung von Reportermolekilen und/oder Transducern
an definierten Stellen. Immobilisierte Aptamere kdnnen recycled werden und gegen jegliche Art von
Zielmolekilen gerichtet sein (auch gegen toxische oder nicht immunogene Proteine oder kleine

organische Molekiile)®?.

Als  Modellsystem haben wir eine auf Fluoreszenzdetektion (DurchfluBzytometrie,
Fluoreszenzmikroskopie) basierende Selektionsmethode von endothelzellbindenden ssDNA-
Aptameren entwickelt und zeigen dal} fluoreszenzkonjugierte Aptamere in Analogie zu Antikdrpern als
diagnostische Werkzeuge zur Targetidentifizierung genutzt werden kdnnen, somit ideale

Voraussetzungen bieten als biologisch aktiver Teil in Mikrobiosensoren Verwendung zu finden.

Neoangiogenese, die Entstehung neuer Blutgefalle ist ein Schliisselmerkmal des Wachstums solider
Tumoren. Struktur und Metabolismus von pathologischen MikrogefaRen des Tumors unterscheiden
sich von normaler Vaskulatur durch quantitative und qualitative Veranderungen in der Expression von
endothelialen Oberflachenproteinen. Es ist daher anzunehmen, dal viele endothelialen Proteine, die
mit dem pathologischen Verhalten von Endothelzellen (wie der GbermafRigen Proliferation in Tumoren)
assoziiert sind als potentielle Zielmolekile zur Tumor Homing-Therapie und Diagnostik in Betracht

kommen® ¥,
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Die prasentierte SELEX Methode ermdéglichte gegen pathologisch exprimierte Endothelzellproteine
gerichtete ssDNA Aptamere zu entwickeln. Dazu wurden die fir kombinatorische Verfahren
charakteristischen reiterativen Zyklen der Selektion mit fluoreszenzkontrollierten Detektionsmethoden
kombiniert und ssDNA-Aptamere gegen intakte, transformierte Endothelzellen (YPEN-1) als komplexe
Targets selektiert. Sowohl die Anreicherung bindender DNA-Aptamere in den Bibliotheken der
fortschreitenden Selektionsrunden, als auch die Evaluierung der Endothelzell-Affinitat individueller
Aptamere wurden durchfluBcytometrisch analysiert. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
Aptamer-gefarbter Rattenhirn-Glioblastom-Gewebeschnitte ermdglichte die Beurteilung der Selektivitat
individueller fluoreszenzkonjugierter Aptamere gegen pathologische Mikrogefalke des Tumors. Somit
die Identifizierung von Aptameren, welche ausschliellich die komplexe Architektur der pathologischen
MikrogefaRe farbten, nicht aber die Vaskulatur von Normalhirn, einschliellich der Tumor
Randbereiche. Exemplarisch fiir einen derart selektiv bindenden Liganden wurde Aptamer Ill.1 naher
charakterisiert und sein endotheliales Zielmolekil ermittelt. Hierzu wurden magnetische Kugelchen mit
Aptamer 1ll.1 beschichtet und aus dem Zelllysat von YPEN-1 Endothelzellen das molekulare Target
isoliert und charakterisiert. Massenspektrometrie identifizierte das Zielmolekll als pigpen, ein bisher
wenig beachtetes endotheliales Protein, dessen Expression den Ubergang vom ruhenden zum
angiogenen endothelialen Phanotyp charakterisiert. Da Neoangionese — die Bildung neuer Blutgefalle
— ein Schlisselmerkmal des Tumorwachstums darstellt kann Aptamer Ill.1 als sensible Sonde

verwendet werden um pathologische Angiogenese von Glioblastomen zu detektieren.

Der Einsatz von fluoreszenzkonjugierten DNA-Aptameren in der DurchfluRzytometrie und als
histologisches Agenz auf Gewebeschnitten als auch die Kopplung von Aptameren an magnetische
Kigelchen zur Targetisolierung zeigten, dal® diese neuartigen Sonden ohne Einbufle ihrer
Bindungseigenschaften an Reportereinheiten gekoppelt bzw. auf Oberflachen immobilisiert werden
kénnen. DNA-Aptamer-Sonden — gekoppelt an einen Transducer —bergen somit ein enormes Potential
als sensible und flexible biologisch aktive Komponente in Biosensoren zur Detektion jeglicher Art von
Zielmolekdl (Proteine - auch toxisch oder nicht immunogen, Peptide oder kleine organische Molekiile)

Verwendung zu finden.
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