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just in time-Selection: Entwicklung eines halbautomatisierten SELEX-Verfahrens
fiir die zeitnahe Generierung von Aptameren
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einer Diversitat von 10 ssDNA-Molekiilen R =
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ﬂ Die entsprechenden Waschlésungen, Aptamer-
lI6sungen und SELEX-Puffer werden in DeepWell-
o Inkubation Plates vorgelegt, wodurch die kovalent an _
. ‘ sSDNA + magnetische Partikel gebundenen Targets durch =
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ﬂ automatisch in die entsprechenden Ldsungen
Entfernung I transportiert werden kdnnen. Die Volumina und
ungebun. ssDNA Inkubationszeiten sind variabel, sodass mit
fortschreitender SELEX-Zyklenzahl eine
LL ﬂ Stringenzsteigerung moglich ist. Final erfolgt die
L Elution der gebundenen Aptamere durch
O . Hitzeelution I Temperaturerhdhung damit die Lésungen direkt Magnetischer Kamm
T als Templat fur das folgende BEAMing eingesetzt
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O 5 E— ] {AmpllflkatlonJ Apumazannashog Das BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification,
¥ 3 L, Magnetic) stellt eine optimale Amplifikations-
O ﬂ methode fiir die Vervielféltigung der selektierten
T s = Aunde 2-n g — et Aptamere im Rahmen des SELEX-Prozesses dar.
i S— L Strangtrennung J :/ _ D Durch die Verwendung einer Wasser-in-Ol-
@) 5 C— dsDNA 3 Emulsion werden durch Kompartimentierung
’ ’ ﬂ aunde n 5 — eine  Vielzahl  separater  Reaktionsrdaume
U) — geschaffen, die trotz einer hohen Templat-
Klonierung/ fﬂ diversitat im Gegensatz zur konventionellen PCR
i I . R nur wenige Nebenprodukte bilden und dadurch
O >eduenzierung Schematische Darstellung des BEAMings entsprechende Aufreinigungsschritte wie bspw.
o Der SELEX-Prozess ist gekennzeichnet durch eine Gelextraktionen nicht durchgefihrt werden
iterative Abfolge von Selektion und Amplifikation, missentl,
) wodurch die Affinitat des Aptamerpools gegen- Dariiber hinaus wird der Reverse-Primer an
m iber dem Target sukzessive gesteigert wird. Grund PK PCR BEAMing magnetische Partikel gebunden, wodurch die
hierfur ist die mit steigender Zyklenzahl erhdhte gebildeten BEAMing-Produkte an den Beads
S Stringenz, welche durch zusatzliche Waschschritte immobilisiert vorliegen und isoliert werden
und VergroRerung der eingesetzten Volumina kénnenBl. AnschlieRend erfolgt die magnetische
< verstarkt wird. . Separation der selektierten Aptamere von den
T Die Durchfiihrung des klassischen SELEX-Prozesses immobilisierten Komplementdrstréngen mittels
ist mit einem hohen personellen und materiellen Hitzedenaturierung. Die dadurch vervielfaltigten
Aufwand verbunden. Dieser nimmt dariiber Vergleich der Amplifikation mittels Aptamere konnen fur die folgenden SELEX-
\_hinaus zumeist 3 - 6 Monate in Anspruch. ) konventioneller PCR und BEAMing | Runden (Fishing) verwendet werden.

Der iterative SELEX-Prozess als kombinierte Durchfiihrung von Fishing und BEAMing bietet gegentiber dem konventionellen Ablauf vor allem einen zeitlichen
Vorteil, da 12 parallele Aptamerselektionen halbautomatisch im Mitteldurchsatz binnen 10 Tagen moglich sind. Des Weiteren ist die SELEX-Effizienz durch die
Anwendung des BEAMings aufgrund der geringeren Nebenproduktbildung wahrend der Amplifikation deutlich verbessert, wodurch in kurzer Zeit und mit hoherer
Zuverlassigkeit Aptamere flr unterschiedlichste Fragestellungen generiert werden kénnen.
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