Abschlussbericht fiir die Max-Buchner-Forschungsstiftung (MBFSt)

Aptamere als Biorezeptoren zur Detektion kleiner Molekiile
in Fltssigkeiten und der Gasphase

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Die Detektion Kkleiner Molekile, wie Metabolite oder Stoffwechselprodukte, ist vor allem fir
bioanalytische und diagnostische Anwendungen von Bedeutung. Zur Detektion solcher Molekile
kénnen neben Antikdrpern auch Aptamere eingesetzt werden. Die Einsetzbarkeit von Antikdrpern ist
jedoch begrenzt, da Antikorper gegen diese kleinen Molekiile nur eine geringe Affinitat aufweisen und
zudem nicht ohne Weiteres flir jedes Molekul erhaltlich sind. Aptamere hingegen sind in der Lage,
auch Kkleine, nicht-immunogene oder toxische Molekile spezifisch zu binden. Im Vergleich zu
Antikdrpern weisen Aptamere oft eine héhere strukturelle Stabilitét auf und ermdglichen eine Bindung
des Zielmolekils auch unter nicht-physiologischen Bedingungen. Ein weiterer Vorteil von Aptameren
ist das gezielte Design von Sensorstrategien, welche auf diese Weise mit Antikdrpern nicht zu
realisieren sind.

Diese Eigenschaften von Aptameren sollten in diesem Projekt fir die Entwicklung von
Aptamer-basierten Biosensoren zur Detektion Kkleiner Molekile Anwendung finden. Die
Aptamer-basierten Detektionsmethoden sollten den Nachweis kleiner Molekiile auch unter
Bedingungen ermdglichen, unter denen Antikdrper nicht verwendet werden koénnen. Neben der
Detektion des Zielmolekils unter nicht-physiologischen Bedingungen in Flussigkeiten, sollte
erstmalig eine Aptamer-basierte Detektionsmethode zum Nachweis fliichtiger Substanzen in der
Gasphase entwickelt werden. Als Modellaptamer wurde ein Aptamer gegen Ethanolamin verwendet,
da Ethanolamin bislang das kleinste Molekl darstellt, gegen das ein Aptamer selektiert wurde.

2. Ergebnisse und Diskussion

Die Entwicklung des Aptamer-basierten Biosensors sollte im Microarray-Format erfolgen. Hierzu
wurde zundchst die Immobilsierung und Faltung des Ethanolaminaptamers untersucht. Unter
Verwendung der optimierten Immobilisierungschemie wurde ein Aptamer-basierter Microarray zur
Detektion von Ethanolamin in der Flissigphase entwickelt, der auf dem Prinzip der Verdrangung
komplementérer Oligonukleotide beruht. Fir die Detektion von Ethanolamin in der Gasphase wurde
ein QCM-Sensor entwickelt, der die Detektion von Ethanolamin (ber eine Verdnderung des
Schwingverhaltens durch Bindung von Ethanolamin an das Aptamer ermdglicht.

2.1. Untersuchung verkirzter Aptamervarianten

Neben dem full lenght-Aptamer (96 nt) gegen Ethanolamin wurde ebenfalls Aptamerverkiirzungen
hinsichtlich ihrer Affinitat gegenliber dem Target untersucht. Die verklrzten Aptamersequenzen
wurden durch die Arbeitsgruppe von Frau Dr. Beate Strehlitz vom Helmholtz Zentrum fir
Umweltforschung (UFZ) zur Verfugung gestellt und charakterisiert. Es wurden eine im 3‘-Bereich



gekirzte Aptamersequenz (42 nt) sowie eine auf die Target-Bindungsregion reduzierte
Aptamersequenz (16 nt) auf ihre Dissoziationskonstanten Kp untersucht. In Ldsung durchgefihrte
Bindungstudien zeigten, dass die ungekirzte Sequenz des Aptamers eine besonders hohe Affinitat
gegentiber dem Target Ethanolamin aufweist (Tab. 1).

Die Faltung dieser ungekurzten Sequenz wurde daher fur die weitere Anwendung im Detektionsassay
eingehender untersucht. Um eine effiziente Faltung der Aptamersequenz nach Immobilisierung auf
Microarray-Oberflachen zu gewahrleisten, wurden Oberflachen mit unterschiedlich langen Spacern
getestet.

Untersucht wurden eine Oberflache mit einem kurzkettigen linearen Spacer (Arrayit Corporation)
sowie eine Oberflache mit einem langkettigen, dreidimensional verzweigten Spacer (PolyAn GmbH).
Die Aptamerfaltung auf den unterschiedlichen Microarray-Oberflachen wurde indirekt tber die
Bindung von Quantum Dot-markiertem Ethanolamin nachgewiesen. Hierbei konnte eine erhohte
Targetbindung auf Oberflachen mit langkettigem Spacern beobachtet werden (Abb. 1). Diese wurden
somit fur die weitere Entwicklung des Microarray-basierten Biosensors verwendet.

Tab. 1: Untersuchung verkurzter Aptamersequenzen hinsichtlich ihrer Affinitat.

Sequenzbeschreibung Lénge [nt] Dissoziationskonstante Kp [nmol]
Full length 96 6+31
5¢-Bereich inkl.
i . 42 9614
Target-Bindungsregion
Target-Bindungsregion 16 111,9+19,9
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Abb. 1: Bindung von Quantum Dot-markiertem Ethanolamin nach Aptamer-Immobilisierung auf 2D- und 3D-
modifizierten Microarray-Oberflachen.

2.2. Detektion von Ethanolamin in der Flussigphase

Unter Verwendung der optimierten Immobilisierungschemie wurde ein Aptamer-basierter Microarray
zur Detektion von Ethanolamin in der Flissigphase entwickelt. Der Detektionsassay beruht auf der
Bindung kurzer Oligonukleotide, die eine komplementdre Sequenz zur Targetbindungsstelle des

'p. Mann, C. Reinemann, R. Stoltenburg, B. Strehlitz. In vitro selection of DNA aptamers binding ethanolamine.
Biochem. Biophys. Res. Comm. 338 (2005), 1928-34.



Aptamers aufweisen. Bei der ersten Entwicklung des Microarrays wurden die Oligonukleotide dabei
mit einem Quencher (BHQZ2) und das Aptamer mit einem Fluorophor (Cy3) versehen. Die Bindung
des Targets Ethanolamin an das Aptamer fuhrt zur Verdrdngung der Quencher-modifizierten
Oligonukleotide und somit zum Anstieg des Fluoreszenzsignals (Abb. 2A).

Zusétzliche Modifikationen an der Aptamersequenz beeinflussen jedoch oftmals die Faltung des
Aptamers und somit die Targetbindung. Aus diesem Grund wurde der Detektionsassay ebenfalls mit
unmodifizierten Aptameren durchgefiihrt. Fur die Entwicklung dieses weiteren Detektionsprinzips
wurden nur die Oligonukleotide mit einem Fluorophor versehen. Die Bindung des Targets
Ethanolamin an das Aptamer fihrt bei diesem Assay zur Verdrangung der Fluorophor-modifizierten
Oligonukleotide und somit zu einer Abnahme des Fluoreszenzsignals (Abb. 2B).

Beim Vergleich dieser beiden Detektionsprinzipien konnte gezeigt werden, dass eine ~ 10 % hohere
Signalanderung mit der Verwendung unmodifizierter Aptamere erzielt werden konnte. Somit wurde
fir  diesen  Detektionsassay der Einfluss  weiterer ~ Parameter  (Oligonukleotidlange,
Aptamerkonzentration) genauer untersucht. Hierzu wurden unterschiedliche Oligonukleotide mit einer
L&nge von 16 nt, 12 nt bzw. 10 nt verwendet (Abb. 3).
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Abb. 2: Microarraydesign zur Aptamer-basierten Detektion von Ethanolamin in der Flissigphase. (A) Das Aptamer
wurde mit dem Fluorophor Cy3 modifiziert, das komplementére Oligonukleotid mit einem BHQ2-Quencher. Das
Target Ethanolamin fihrt zu einer verringerten Bindung des Oligonukleotids und somit zu einem Anstieg des
Fluoreszenzsignals. (B) Das Oligonukleotid wurde mit einem Cy3-Fluorophor modifiziert. Die Anwesenheit des
Targets Ethanolamin fihrt zu einer verringerten Bindung des Oligonukleotids und somit zu einer Verringerung des
Fluoreszenzsignals.

Targetbindungsstelle
5'-..TTT [GAG GCG GGT GGG TGCE CGfIT..-3"
3’ -CTC CGC CCA CCC ACC C-Cy3-5’ 16nt

CTC CGC CCA CCC-Cy3 12 5nt
GC CCA CCC ACC C-Cy3 12_3nt
CTC CGC CCA C-Cy3 10_5nt

komplementare
Oligonukleotide

CCA CCC ACC C-Cy3 10_3nt

Abb. 3: Sequenzen der untersuchten komplementéren Oligonukleotide. Die Oligonukleotide wurden am 5‘-Terminus
mit Cy3 modifiziert. Das Oligonukleotid 16 nt weist eine komplementdre Sequenz zur vollstdndigen
Targetbindungsstelle des Aptamers auf. Die Oligonukleotide 12 5 nt und 10_5nt wurden am 5‘-Terminus, die
Oligonukleotide 12_3 nt und 10_3 nt am 3“-Terminus gekirzt.



Je kirzer das Oligonukleotid, desto starker konnte seine Hybrisierung an das Aptamer durch das
Target Ethanolamin reduziert werden. Somit weist der Detektionsassay unter Verwendung der
kirzesten untersuchten Oligonukleotidsequenzen (10 nt) die grofte Signalanderung auf. Es konnte
eine Reduktion der Fluoreszenzintensitat von 70 % gemessen werden. Zudem wurde eine optimale
Detektion von Ethanolamin bei Aptamerkonzentrationen zwischen 1-5 uM erzielt (Abb. 4). Unter
Verwendung der optimalen Detektionsparameter konnten Ethanolaminkonzentrationen im
pikomolaren Bereich gemessen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst, eine
entsprechende Publikation wurde eingereicht.
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Abb. 4: Abnahme der Hybridisierung des Oligonukleotids 10_5 nt an das Aptamer bei Verwendung unterschiedlicher
Aptamerkonzentrationen im Detektionsassay.

Tab. 2: Maximale Abnahme der Oligonukleotid-Hybridisierung an das Aptamer und Limit of Detection fir
unterschiedlich lange Oligonukleotide.

Aptamerkonzentration Limit of
) i Max. Abnahme der i )
Oligonukleotid o bei max. Abnahme der detection
Hybridisierung [%6] o
Hybridisierung [uM] [pM]
10 5nt 70.34 +1.22 5 11.27
10 _3nt 71.58 +1.28 1 10.32
12 5nt 60.03 + 2.17 5 12.00
12 3nt 62.26 + 3.91 1 12.89
16 nt 48.90 + 5.47 1 15.10

2.3. Detektion von Ethanolamin in der Gasphase

Fur die Detektion von Ethanolamin in der Gasphase wurde ein Aptamer-basierter QCM- (Quartz
crystall microbalance) Sensor entwickelt. Die Entwicklung dieses Sensors wurde in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr.-Ing. Stefan Zimmermann vom Institut fur Grundlagen der Elektrotechnik und
Messtechnik der Leibniz Universitat Hannover durchgefiihrt. Das Prinzip eines QCM-Sensors beruht
auf der spannungsinduzierten Verformung eines Quarzes. Auf der Quarzoberflache wird das Aptamer
immobilisiert und kleine Massendnderungen, wie z. B. durch eine Targetbindung am Aptamer, kdnnen
durch eine Veranderung des Schwingverhaltens detektiert werden.

Die Aptamere wurden hierzu Uber einen Thiol-Linker auf der goldbeschichteten Quarzoberflache
immobilisiert. Zunachst wurde der Einfluss des Feuchtegehalts im zu analysierenden Gasstrom auf das
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Schwingverhalten der Aptamere untersucht. Hiermit sollte ausgeschlossen werden, dass ein zu hoher
Wassergehalt im Gasstrom die Schwingfrequenz der Aptamere dampft. Es konnte ermittelt werden,
dass ein Feuchtegehalt von bis zu 10 % keinen deutlichen Einfluss auf die Schwingfrequenz der
Aptamer-modifizierten Quarze aufweist. Fir die weitere Entwicklung des QCM-Sensors wurde somit
ein auf 10 % getrockneter Luftstrom verwendet und mit Ethanolamin angereichert.

Bei den ersten Versuchsdurchfilhrungen zeigte der Aptamer-beschichtete Sensor beim Uberstrémen
mit gasformigem Ethanolamin einen deutlichen Anstieg in der Schwingfrequenz (Abb. 5). Dieser
Anstieg wurde fir den Sensor, der mit einem Oligonukleotid (ohne Affinitdt zu Ethanolamin)
modifiziert war, nicht beobachtet. Diese Unterschiede in der Frequenzadnderung waren ein erster
Hinweis auf die Bindung des Targets an das Aptamer. Allerdings verliefen die Anderungen der
Signale anders als zum Zeitpunkt der Antragstellung vermutet. So konnten fir das Aptamer zwar
Anderungen der Schwingfrequenz nach Ethanolaminzugabe beobachtet werden, allerdings war die
Erhéhung der Schwingfrequenz nur temporar und es folgte ein rascher Abfall der Schwingfrequenz.
Fur dieses Verhalten des Aptamer-modifizierten Sensors kommen prinzipiell verschiedene Ursachen
in Frage. Eine mogliche Erklarung dieses Phanomens ist, dass sich hier verschiedene Effekte
Uberlagern. Zum einen findet durch die Bindung von Ethanolamin eine Erhéhung der Masse statt, zum
anderen kann sich durch die Bindung von Ethanolamin auch die Elastizitdt des Aptamers verandern
und somit Einfluss auf das Schwingverhalten austiben. Hier ist es zum einen wahrscheinlich, dass das
Aptamer nach Bindung des Ethanolamins kompakter und somit unflexibler wird. Zum Anderen kann
die G-Quadruplex, die das Targetbindungsmotiv des verwendeten Aptamers darstellt und bereits in
Abwesenheit von Ethanolamin eine stabile Struktur einnimmt, sich wahrend der Bindung von
Ethanolamin teilweise 0ffnen, um das Ethanolamin aufzunehmen. Eine solche temporéare
Umstrukturierung des Aptamers wirde zu einer hoheren Flexibilitat des Aptamers flhren und somit
ebenfalls die Schwingfrequenz des QCM-Sensors beeinflussen.
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Abb. 5: Aptamer-beschichteter QCM-Sensor zur Detektion von Ethanolamin in der Gasphase. Uber die Anderung
der Schwingfrequenz der Aptamere kann die Masseanderung bestimmt werden.



3. Zusammenfassung und Ausblick

Unter Verwendung eines Aptamer-basierten Microarrays konnte eine Detektionsmethode zum
Nachweis des kleinen Molekils Ethanolamin in der Flissigphase entwickelt werden. Die Verdrangung
fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide ermdglichte eine sensitive Detektion von Ethanolamin mit
einem Detektionslimit im pikomolaren Bereich. Der Nachweis von Ethanolamin in der Gasphase
wurde unter Verwendung eines QCM-Sensors in ersten Experimenten ebenfalls durchgefuhrt. Hier
konnten durch Bindung von Ethanolamin an den Aptamer-modifizierten Sensor Signale erhalten
werden. Allerdings fielen diese Signale anders aus, als zum Zeitpunkt der Antragstellung erwartet
wurde. Hier missen weitere Untersuchungen erfolgen, um die auf der Sensoroberflache stattfindenden
Prozesse zu verstehen und den Sensor somit zielgerichtet optimieren zu kdnnen.

Die innerhalb des Projektes entwickelten Detektionsmethoden bieten eine vielversprechende
Maoglichkeit zur markierungsfreien Detektion kleiner Targets. Auf Basis der mit dem Modellaptamer
gegen Ethanolamin entwickelten Sensoren ist eine Detektion weiterer kleiner Molekile denkbar. Diese
konnten zukunftig zu einem Multiplex-Sensorsystem zusammengefasst werden.
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