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Einführung und Zielsetzung

Als Aptamere werden ssDNA-Fragmente mit einer Länge von 25 - 80 Basen bezeichnet, welche ähnlich wie Antikörper in der Lage sind, über intramolekulare Watson-Crick-
Wechselwirkungen dreidimensionale Strukturen auszubilden und dadurch mit hoher Spezifität und Affinität an verschiedenste Targets zu binden. Der einmalig durchzuführende
SELEX-Prozess (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) zur Selektion der entsprechenden Aptamere aus einer kombinatorischen Nukleotid-Bibliothek erfolgt
im Gegensatz zur Antikörperherstellung in vitro, sodass die Anforderungen der RL 2010/63/EU erfüllt werden und diese somit eine kostengünstige und robuste Alternative für
die Bioanalytik darstellen[1]. Ein Nachteil der klassischen SELEX ist der relativ hohe zeitliche Aufwand, sodass im Rahmen der hier vorgestellten Prozessevolution mehrere
Parameter optimiert wurden und dadurch eine zeitnahe Generierung von Aptameren für verschiedenste Fragestellungen erfolgen kann. Im Mittelpunkt der vorgestellten
Entwicklung steht die Aufteilung der SELEX in zwei separate Teilprozesse (Fishing und BEAMing), welche bei kombinierter Durchführung dem iterativen SELEX-Prozess
entsprechen und hinsichtlich der Automatisierung und Reproduzierbarkeit zu stark verbesserten Resultaten führen.
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Der SELEX-Prozess ist gekennzeichnet durch eine
iterative Abfolge von Selektion und Amplifikation,
wodurch die Affinität des Aptamerpools gegen-
über dem Target sukzessive gesteigert wird. Grund
hierfür ist die mit steigender Zyklenzahl erhöhte
Stringenz, welche durch zusätzliche Waschschritte
und Vergrößerung der eingesetzten Volumina
verstärkt wird.

Die Durchführung des klassischen SELEX-Prozesses
ist mit einem hohen personellen und materiellen
Aufwand verbunden. Dieser nimmt darüber
hinaus zumeist 3 - 6 Monate in Anspruch.

Fishing

Das Fishing beinhaltet die SELEX-Teilschritte
Inkubation, Entfernung der ungebundenen
ssDNA sowieHitzeelution und kann für bis zu 12
Fragestellungen parallel durchgeführt werden.
Die entsprechenden Waschlösungen, Aptamer-
lösungen und SELEX-Puffer werden in DeepWell-
Plates vorgelegt, wodurch die kovalent an
magnetische Partikel gebundenen Targets durch
einen magnetischen Separator (KingFisher
DuoTM, Thermo Fisher Scientific Inc.)
automatisch in die entsprechenden Lösungen
transportiert werden können. Die Volumina und
Inkubationszeiten sind variabel, sodass mit
fortschreitender SELEX-Zyklenzahl eine
Stringenzsteigerung möglich ist. Final erfolgt die
Elution der gebundenen Aptamere durch
Temperaturerhöhung damit die Lösungen direkt
als Templat für das folgende BEAMing eingesetzt
werden können.

KingFisherTM, Thermo Thermo Fisher Scientific Inc.

BEAMing

Das BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification,
Magnetic) stellt eine optimale Amplifikations-
methode für die Vervielfältigung der selektierten
Aptamere im Rahmen des SELEX-Prozesses dar.
Durch die Verwendung einer Wasser-in-Öl-
Emulsion werden durch Kompartimentierung
eine Vielzahl separater Reaktionsräume
geschaffen, die trotz einer hohen Templat-
diversität im Gegensatz zur konventionellen PCR
nur wenige Nebenprodukte bilden und dadurch
entsprechende Aufreinigungsschritte wie bspw.
Gelextraktionen nicht durchgeführt werden
müssen[2].

Darüber hinaus wird der Reverse-Primer an
magnetische Partikel gebunden, wodurch die
gebildeten BEAMing-Produkte an den Beads

immobilisiert vorliegen und isoliert werden
können[3]. Anschließend erfolgt die magnetische
Separation der selektierten Aptamere von den
immobilisierten Komplementärsträngen mittels
Hitzedenaturierung. Die dadurch vervielfältigten
Aptamere können für die folgenden SELEX-
Runden (Fishing) verwendet werden.

SELEX-Prozess

Vergleich der Amplifikation mittels 
konventioneller PCR und BEAMing

Der iterative SELEX-Prozess als kombinierte Durchführung von Fishing und BEAMing bietet gegenüber dem konventionellen Ablauf vor allem einen zeitlichen
Vorteil, da 12 parallele Aptamerselektionen halbautomatisch im Mitteldurchsatz binnen 10 Tagen möglich sind. Des Weiteren ist die SELEX-Effizienz durch die
Anwendung des BEAMings aufgrund der geringeren Nebenproduktbildung während der Amplifikation deutlich verbessert, wodurch in kurzer Zeit und mit höherer
Zuverlässigkeit Aptamere für unterschiedlichste Fragestellungen generiert werden können.

Schematische Darstellung des BEAMings

Magnetischer Kamm


