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In der Biologie und Medizin ist es von entscheidender Be-
deutung, biomolekulare Bindungsreaktionen in ihrer nat�r-
lichen Umgebung quantifizieren zu k�nnen. Derzeit existie-
ren daf�r aber kaum zuverl�ssige Messmethoden. Wir haben
eine immobilisierungsfreie Methode entwickelt, die auf dem
Effekt der Thermophorese, der gerichteten Bewegung von
Molek�len entlang von Temperaturgradienten, beruht. Die
Bindungskonstanten von Molek�len werden quantifiziert,
indem die bindungsinduzierte Ver�nderung ihrer Thermo-
phorese gemessen wird. Dieser Ansatz erm�glicht es, Bin-
dungen im menschlichen Blutserum mit der gleichen Ge-
nauigkeit und Zuverl�ssigkeit zu quantifizieren wie in
k�nstlichen Puffern. Diese Art der Bindungsquantifizierung
erfordert keine Immobilisierung oder Konformations�nde-
rung des Aptamers. Zur Visualisierung der Bindung ist somit
nur eine einzige unspezifische Fluoreszenzmarkierung erfor-
derlich.

Aptamere sind einzelstr�ngige Nukleins�ureliganden, die
mit hoher Spezifizit�t an ihr Zielmolek�l binden.[1–4] Sie sind
vielversprechende Kandidaten f�r medizinische und dia-
gnostische Anwendungen, da sie sehr einfach durch In-vitro-
Methoden[5] entworfen werden k�nnen und eine �hnlich hohe
Affinit�t und Spezifizit�t wie Antik�rper aufweisen. Apta-
mere wurden bereits in einer Vielzahl von Messverfahren[6]

eingesetzt, darunter optische Verfahren wie „Aptamer Bea-
cons“,[7] elektronische Ausleseverfahren[8] und Verfahren, die
auf einer Massen�nderung[9] oder Kraft�nderung[10] beruhen.

In den meisten Messverfahren f�r Aptamere h�ngt die
Signalerzeugung vom molekularen Erkennungsmechanismus
ab. Bei diesen Ans�tzen ist es erforderlich, dass das Aptamer
nicht nur die richtige Konformation f�r die Bindung an sein
Zielmolek�l annimmt (Erkennung), sondern dass diese Bin-
dung zus�tzlich auch noch eine Struktur�nderung hervorruft,
die groß genug ist, um die Fluoreszenz eines Farbstoff-
Quencher-Paares[8] oder den Elektronentransfer zu einer

Elektrode[9] signifikant zu ver�ndern (Signal). Diese starke
Verkn�pfung zwischen molekularem Erkennungsmechanis-
mus und Signalerzeugung erschwert den Entwurf von Apta-
meren. Oft sind zwei aufwendige Markierungsmodifikationen
notwendig, die zu einer verringerten Affinit�t oder sogar zu
einer v�lligen Unterdr�ckung der Bindung f�hren k�nnen.[11]

Diese Restriktionen k�nnen umgangen werden indem die
Signalerzeugung vom Erkennungsmechanismus entkoppelt
wird. Beispielsweise wird daf�r ein zus�tzliches kompetitives
Oligonukleotid f�r die Signalerzeugung verwendet, das
komplement�r zum Aptamer ist.[12]

Hier beschreiben wir einen neuen Ansatz f�r die Quan-
tifizierung von Aptamer-Molek�l-Wechselwirkungen, bei
dem die Signalerzeugung vom Erkennungsmechanismus ge-
trennt ist. Die Bindung kann unter physiologischen Bedin-
gungen – frei diffundierend in komplexen biologischen Fl�s-
sigkeiten – gemessen werden, und es ist nur eine einzige un-
spezifische Farbstoffmarkierung erforderlich.

Die Messmethode nutzt die gerichtete Bewegung gel�ster
Molek�le in einem Temperaturgradienten aus, ein Effekt, der
als Thermophorese bezeichnet wird.[13–16] Eine r�umliche
Temperaturdifferenz DT f�hrt im Bereich erh�hter Tempe-
ratur zu einer Depletion der gel�sten Biomolek�le, deren
station�rer Zustand durch den Soret-Koeffizienten ST quan-
tifiziert wird [Gl. (1)].

chot=ccold ¼ expð�ST DTÞ ð1Þ

Die Thermophorese wird durch die Eigenschaften der
Grenzschicht zwischen Molek�l und L�sungsmittel bestimmt.
In konstanten Pufferbedingungen h�ngt die Thermophorese
von der Gr�ße, der Ladung und der Solvatationsentropie der
Molek�le ab[15, 16] und zeigt bis in Konzentrationsbereiche von
einigen mm keine intrinsische Konzentrationsabh�ngig-
keit.[17,18] Da sich durch die Bindung eines Aptamers an sein
Zielmolek�l typischerweise zumindest eine der oben ge-
nannten Gr�ßen �ndert, unterscheidet sich die Thermopho-
rese eines markierten Aptamers A deutlich von der Ther-
mophorese eines Aptamer-Zielmolek�l-Komplexes AT. In
Titrationsexperimenten mit jeweils konstanten Pufferbedin-
gungen nutzen wir diese bindungsinduzierte �nderung der
Molek�l-Thermophorese aus, um die Bindungskonstanten
eines 5.6-kDa-Aptamers an das Protein Thrombin (37 kDa)
und eines 8.3-kDa-Aptamers an AMP (0.3 kDa) und ATP
(0.6 kDa) zu bestimmen. Die Messungen zeigen, dass die
Bindungsaffinit�ten vom verwendeten Puffer abh�ngen, und
insbesondere die gemessenen Bindungskonstanten in 10%
bzw. 50% Blutserum unterscheiden sich deutlich von den
Bindungskonstanten in k�nstlichen Puffern.
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Die Thermophoresemessung der 5’-fluoreszenzmarkier-
ten Aptamere erfolgt in Glaskapillaren, die mit 500 nL Pro-
benmaterial bef�llt sind. Als Messsignal wird die Ver�nde-
rungen der Fluoreszenzverteilung F mit einem Epifluores-
zenzmikroskop aufgenommen (Abbildung 1a). Der mikro-

skopische Temperaturgradient wird mit einem in die Fl�s-
sigkeit fokussierten IR-Laser (1480 nm) erzeugt, dessen
Strahlung stark von Wasser absorbiert wird.[15,16, 19] Die Tem-
peratur wird lokal, im Wesentlichen auf den Bereich des
Laserfokus beschr�nkt um DT= 8 K erh�ht. Vor dem Ein-
schalten des IR-Lasers wird eine homogene Fluoreszenzver-
teilung Fcold gemessen (Abbildung 1b). Wenn der IR-Laser
eingeschaltet wird, f�hren zwei Effekte, die auf unterschied-
lichen Zeitskalen ablaufen, zu einer ver�nderten Fluores-
zenzverteilung Fhot. Die Temperaturerh�hung an sich hat eine
vergleichsweise kurze Relaxationszeit (� 50 ms) und indu-
ziert aufgrund der intrinsischen Temperaturabh�ngigkeit der
Fluoreszenz des Farbstoffs eine Fluoreszenzabnahme. Die
Aptamere bewegen sich auf einer l�ngeren Zeitskala (
� 10 s), die durch ihre Diffusionskonstante bestimmt ist, vom
warmen Laserspot weg zu k�hleren Bereichen.[16, 20] Aufgrund
dieser Thermophorese nimmt die lokale Konzentration im
warmen Spot ab, bis ein station�rer Zustand erreicht wird
(Abbildung 1b).

Die Kinetik der durch eine Temperaturerh�hung DT
hervorgerufenen Depletion wird durch die molekulare Dif-
fusion D bestimmt. Das station�re Konzentrationsverh�ltnis
chot/ccold = exp(�ST DT) � 1�ST DT f�r diese Temperatur-
erh�hung DT wird durch den Soret-Koeffizienten ST be-
stimmt.[15, 16] Die normierte Fluoreszenz Fnorm = Fhot/Fcold misst
im Wesentlichen dieses Konzentrationsverh�ltnis chot/ccold und
zus�tzlich die intrinsische Temperaturabh�ngigkeit der Farb-
stoff-Fluoreszenz @F/@T. Linear angen�hert ergibt sich so:
Fnorm = 1 + (@F/@T�ST)DT.[16] Aufgrund der Linearit�t von
Fluoreszenz und thermophoretischer Depletion k�nnen die

normierten Fluoreszenzwerte von ungebundenem Aptamer
Fnorm(A) und Aptamer-Zielmolek�l-Komplex Fnorm(AT)
gem�ß des Superpositionsprinzips addiert werden. Bezeich-
net man in einer Zielmolek�l-Titrationsreihe den Anteil der
an das Zielmolek�l gebundenen Aptamere mit x, so kann das
bindungsabh�ngige Fluoreszenzsignal nach Gleichung (2)
beschrieben werden.

Fnorm ¼ ð1�xÞFnormðAÞ þ x FnormðATÞ ð2Þ

Basierend auf dem Kondensatormodell der Thermopho-
rese,[15, 21] das f�r d�nne Debye-Schichten unter Verwendung
von Polystyrol-Mikrok�gelchen,[15] doppelstr�ngiger DNA,[15]

einzelstr�ngiger DNA[16] und Ludox-Silikatpartikeln[22] be-
st�tigt wurde, kann die bindungsinduzierte �nderung des
Soret-Koeffizienten ST diskutiert werden, indem man nicht-
ionische Beitr�ge vernachl�ssigt und nur die effektive Ladung
Qeff und den hydrodynamischen Radius R betrachtet. Mit
diesen Annahmen gilt f�r den Soret-Koeffizienten die Pro-
portionalit�t ST~ (Qeff/R)2, linear angen�hert l�sst sich die
�nderung von ST dann als DST/ST = 2(DQeff/Qeff�DR/R)
schreiben. Nur f�r den unwahrscheinlichen Fall, dass sich bei
einer Bindung Qeff direkt proportional zu R �ndert, ist keine
�nderung in ST zu erwarten. Aber selbst dann k�nnen die in
dieser N�herung vernachl�ssigten Beitr�ge aus der Solvata-
tionsentropie[15] zu einer messbaren �nderung in Fnorm f�hren.

Die Thermophorese von 100 nm des am 5’-Ende mit dem
Fluorophor Cy5 markierten Thrombin-Aptamers[23] wurde in
10% menschlichem Blutserum gemessen (Abbildung 2). Die
Konzentration des Thrombins wurde f�r die Messung von
0 nm bis 19500 nm titriert. In der Abbildung 2a ist zu sehen,
dass sich der zeitliche Verlauf der thermophoretischen De-
pletion des reinen Aptamers deutlich vom Verlauf des am

Abbildung 1. Thermophoresemessung. a) Das Blutserum innerhalb der
Kapillare wird lokal mit einem fokussierten IR-Laser aufgeheizt, der
durch einen Strahlteiler in ein Epifluoreszenzmikroskop eingekoppelt
wurde. b) Die Fluoreszenz innerhalb der Kapillare wird mit einer CCD-
Kamera aufgenommen und die normalisierte Fluoreszenz �ber die Zeit
aufgetragen. Zum Zeitpunkt t = 5 s wird der IR-Laser angeschaltet, und
weil sich die farbstoffmarkierten Aptamere aufgrund ihrer Thermopho-
rese aus dem lokal erw�rmten Bereich wegbewegen, wird eine Fluores-
zenzabnahme gemessen. Wird der Laser ausgeschaltet, so diffundie-
ren die Molek�le wieder zur�ck.

Abbildung 2. Aptamer-Thrombin-Bindung in 10% menschlichem
Serum. a) Die thermophoretische Depletion des ungebundenen Apta-
mers ist nahezu zweimal gr�ßer als die des Aptamer-Thrombin-Kom-
plexes. b) Normierte Fluoreszenz Fnorm f�r t = 30 s, aufgetragen f�r ver-
schiedene Thrombin-Konzentrationen (schwarz). Die Thermophorese
der 25meren ssDNA mit Zufallssequenz (gr�n) zeigt keine Abh�ngig-
keit von der Thrombin-Konzentration. c) Die Aptamer-Thrombin-Bin-
dung, dargestellt als Soret-Koeffizient ST. ST wurde basierend auf einem
analytischen Modell der Thermophorese[16] ermittelt.
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Thrombin gebundenen Aptamers unterscheidet (Abbil-
dung 2a). Tr�gt man die normierte Fluoreszenz Fnorm zu
einem festen Zeitpunkt t gegen die Thrombin-Konzentration
auf, so erh�lt man eine sigmoidale Bindungskurve (Abbil-
dung 2b), aus der sich ein EC50-Wert von 680� 80 nm und ein
Hill-Koeffizienten n = 2 berechnen l�sst. Kontrollexperi-
mente mit einer ssDNA-Zufallssequenz zeigen sowohl in
10% Serum als auch in 50% Serum weder in der Thermo-
phorese noch in der Fluoreszenz eine �nderung (Abbil-
dung 2b). Daraus l�sst sich schließen, dass das Thrombin
weder mit dem Cy5-Farbstoff noch mit der ssDNA-Zufalls-
sequenz wechselwirkt, sondern ausschließlich an das Apta-
mer bindet.

Um den Soret-Koeffizienten ST, die Diffusionskonstante
D und die Temperaturabh�ngigkeit @F/@T aus dem zeitlichen
Verlauf der thermoporetischen Depletion zu berechnen,
wurde eine 2D-Finite-Elemente-Simulation verwendet.[16]

Die Bindung des Aptamers an das Thrombin f�hrt vorwie-
gend zu einer �nderung von ST, d.h., w�hrend der Titration
nimmt ST von 1.05 %K�1 auf 0.35% K�1 ab (Abbildung 2c).
Aufgrund ihres lineares Zusammenhangs geben Fnorm (Ab-
bildung 2 b) und der Soret-Koeffizient ST (Abbildung 2c) die
Bindung in gleicher Weise wieder. Weder die ermittelte Dif-
fusionskonstante D noch die temperaturabh�ngige Fluores-
zenz�nderung @F/@T �ndern sich w�hrend der Thrombin-Ti-
tration. Zu beachten ist, dass die Bestimmung von D in der
verwendeten Simulation mit der Bestimmung von @F/@T zu-
sammenh�ngt und durch dieses �bersprechen wahrscheinlich
keine �nderung in D gefunden wurde.

Das durch Thermophorese erzeugte Fluoreszenzsignal
Fnorm erm�glicht es, �nderungen von Molek�leigenschaften
wie Gr�ße, Ladung und Solvatationsentropie zu messen und
so beispielsweise Bindungen nachzuweisen. Bei der Quanti-
fizierung von Bindungen ist diese Methode, im Unterschied
zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), nicht auf
die Messung der �blicherweise sehr kleinen �nderungen der
Diffusionskonstante D beschr�nkt ist. Anders als bei ober-
fl�chenbasierten Methoden wie der Oberfl�chenplasmonen-
resonanz (SPR) k�nnen Bindungen in Blutserum mit der
gleichen Spezifit�t und Empfindlichkeit wie Bindungen in
k�nstlichen Puffern quantifiziert werden (Abbildung 3a),
wodurch sich der Einfluss von komplexen Fl�ssigkeiten auf
die Bindungsreaktion aufzeigen l�sst.

Um die breite Anwendbarkeit der Bindungsquantifizie-
rung mittels Thermophorese zu zeigen, wurde auch die Bin-
dung eines anderen Aptamers[24] an ATP und AMP in ver-
schiedenen Puffern gemessen (Abbildung 3b). Alle Messun-
gen zeichnen sich durch ein hohes Signal-Rausch-Verh�ltnis
(SNR) aus. Bei der Aptamer-Bindung an das 0.3 kDa AMP
wurde ein SNR = 93 bestimmt, im Falle der Aptamer-
Thrombin-Bindung in 50 % Blutserum ein SNR = 23. Als
Kontroll-Oligonukleotide wurden DNA-Sequenzen verwen-
det, die sich jeweils nur in zwei einzelnen Basen von den
Aptamersequenzen unterschieden (Dinukleotid-Mutanten).

Die gemessene Dissoziationskonstante KD = 30� 19 nm
der Aptamer-Thrombin-Bindung (Abbildung 3 a) im Selek-
tionspuffer stimmt gut mit dem Literaturwert KD = 25�
25 nm[23] �berein. Anzumerken ist, dass f�r dieses Aptamer
aufgrund der 5’-Markierung auch von Buff et al.[25] eine leicht

reduzierte Bindungsaffinit�t gemessen wurde. In SSC-Puffer
erh�hte sich die Dissoziationskonstante auf KD = 190� 20 nm
und in 50% (10 %) menschlichem Blutserum konnte die
Bindung am besten mit einer Hill-Gleichung mit den Bin-
dungskonstanten EC50 = 720� 100 nm (670� 80 nm) und
Kooperativit�t n = 2 angen�hert werden.

Die Aptamer-ATP/AMP-Bindung (Abbildung 3b) zeigt,
�bereinstimmend mit der Literatur,[7, 26] eine kooperative
Bindung von mehr als einem ATP oder AMP pro Aptamer.
Im Selektionspuffer stimmen die gemessenen EC50-Werte f�r
ATP (EC50 = 60� 4 mm) und AMP (EC50 = 87� 5 mm) gut mit
den Literaturwerten, gemessen im gleichen Puffer, �ber-
ein.[7, 12] Messungen der ATP-Bindung in HEPES-Puffer mit
EC50 = 67� 8 mm best�tigen ebenfalls diese Resultate. In allen
F�llen war der Hill-Koeffizient n = 1.4. Erstaunlicherweise
wurde im 2 � SSC-Puffer eine viele schw�chere Affinit�t der
ATP/AMP-Aptamer-Bindungen mit EC50 = 1100� 100 mm

gemessen. Die L�sungen mit ATP wurden gek�hlt, um die
Hydrolyse von ATP zu verhindern.

Wie von Cho und Ellington[6] angegeben, h�ngen die Ei-
genschaften der Aptamer-Zielmolek�l-Bindung sehr stark
vom gew�hlten Puffer an: Im jeweiligen Selektionspuffer
zeigten die Aptamere immer die h�chste Affinit�t (Abbil-
dung 3). Im Fall der Aptamer-Thrombin-Bindung im Blutse-
rum k�nnen die Verringerung der Affinit�t (EC50 = 720 nm)
und die erh�hte Kooperativit�t (n = 1.5) eine Folge von

Abbildung 3. Bindungskurven in verschiedenen Puffern. a) Aptamer-
Thrombin-Bindung im Selektionspuffer, 1 � SSC (Natriumcitrat), 10 %
und 50% menschlichem Blutserum. b) Aptamer-Bindung an ATP und
AMP in Selektionspuffer, HEPES und 2 � SSC. Der Anteil an gebunde-
nen Aptameren wurde mit Gleichung (2) berechnet.
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Wechselwirkungen des Thrombins mit Blutserumbestandtei-
len sein. Die unerwartet starke Verringerung der Affinit�t der
Aptamer-ATP/AMP-Bindung im SSC-Puffer wird wahr-
scheinlich durch eine konkurrierende Wechselwirkung des
stark negativ geladenen Citrat3�-Ions des SSC-Puffer mit den
f�r die Aptamer-Bindung notwendigen Mg2+-Ionen hervor-
gerufen.

Zusammenfassend wurde basierend auf der Thermopho-
rese gel�ster Molek�le eine rein optische Messmethode f�r
die Affinit�tsbestimmung intermolekularer Reaktionen ent-
wickelt. Die Messung erfolgt dabei frei in L�sung, und der
Materialverbrauch liegt bei unter 500 nL wobei das tats�ch-
liche Messvolumen lediglich zwei nL betr�gt. Die Signaler-
zeugung erfolgt durch Thermophorese und ist auf diese Weise
vom molekularen Erkennungsmechanismus entkoppelt. Das
erm�glicht mehr Freiheiten im Aptamer-Design und macht
die Messung robust, da keine sekund�ren chemischen Reak-
tionen notwendig sind. Der dynamische Messbereich �ber-
deckt mehr als sechs Gr�ßenordnungen und reicht von nm bis
zu einigen mm. Dabei kann die Bindung von kleinen Mole-
k�len wie AMP mit der gleichen G�te quantifiziert werden
wie die Bindung gr�ßerer Molek�le wie Thrombin. Die
Messmethode funktioniert gut in komplexen biologischen
Fl�ssigkeiten und bietet sich damit f�r die Evaluierung von
Wirkstoffkandidaten, z.B. Spiegelmeren,[27] unter physiolo-
gischen Bedingungen an. Sie kann auch zum Screening neuer
Aptamere eingesetzt werden, da sie die Bindung unmarkier-
ter Aptamere an ein markiertes Zielmolek�l quantifizieren
kann.

Experimentelles
Mikroskop: Zeiss Axiotech Vario mit �lobjektiv 40x Plan Fluar (NA
1.3); CCD-Kamera SensicamEM (PCO AG, Kelheim); Fluores-
zenzanregung: LED Luxeon III (LXHL-LD3C); Fluoreszenzfilter-
satz f�r Cy5 (F36–523, AHF-Analysentechnik, T�bingen); Proben-
kammer: Quarzkapillaren (Polymicro Technologies, USA) mit In-
nendurchmesser 100 mm und Fl�ssigkeitsvolumen 500 nL.

Der Temperaturgradient wurde mit einer IR-Laserdiode (Furu-
kawa FOL1405-RTV-617-1480, l = 1480 nm, k= 320 mm f�r Wasser,
CW-Leistung maximal 320 mW; AMS Technologies AG, M�nchen)
erzeugt. Der IR-Laserstrahl wurde mit einem w�rmereflektierenden
Spiegel („Hot-Mirror“) (NT46-386, Edmund Optics, Barrington,
USA) in den Fluoreszenzstrahlengang eingekoppelt und durch das
Mikroskopobjektiv in die Kapillare fokussiert. Die Temperatur in-
nerhalb der Kapillare wurde mit der bekannten temperaturabh�ngi-
gen Fluoreszenzintensit�t des TAMRA-Farbstoffes bestimmt.[19] In-
nerhalb des Gauß-f�rmigen Laserspots mit einem 1/e2-Durchmesser
von ca. 25 mm betrug die Temperaturerh�hung 8 K. Alle Messungen
wurden bei Raumtemperatur ausgef�hrt.

Die Fluoreszenz�nderung wurde um den IR-Laserspot in einem
Bereich mit ca. 50 mm Durchmesser analysiert. Die aufgenommenen
Fluoreszenzbilder wurden um den Fluoreszenzhintergrund und gegen
das Ausbleichen des Farbstoffs korrigiert.[16, 20]

Humanes a-Thrombin: Haematologic Technologies Inc. (Essex
Junction, USA; spezifische Aktivit�t 3593 Umg�1, MW= 36.7 kDa).
Menschliches Blutserum, AMP und ATP: Sigma Aldrich (M�nchen).

Die markierten DNA-Oligonukleotide wurde von der Fa. Meta-
bion (Martinsried) synthetisiert. Sequenzen der Oligonukleotide, mit
Mutationen in Kleinbuchstaben: Thrombin-Aptamer: 5’-Cy5-TGGT-
TGGTGTGGTTGGT-3’; Thrombin-Dinukleotidmutante: 5’-Cy5-
TGGTTGtTGTGGTTtGT-3’; ATP-Aptamer: 5’-Cy5-CCTGGGG-
GAGTATTGCGGAGGAAGG-3’; ATP-Aptamer-Dinukleotidmu-

tante: 5’-Cy5-CCTtGGGGAGTATTGCGGAtGAAGG-3’; ssDNA-
Zufallssequenz: 5’-Cy5-TAGTTCTAATGTGTATCTCAATTTT-3’.

Verwendete Puffer: 1) Thrombin-Aptamer: Selektionspuffer:[23]

20 mm Tris-HCl pH 7.4, 150 mm NaCl, 5 mm KCl, 1 mm CaCl2, 1 mm

MgCl2, 0.01% TWEEN20, 4% BSA. F�r die Messungen in Blutse-
rum wurde der Selektionspuffer 1:1 mit 100% Blutserum gemischt.
1 � SSC: 15 mm Natriumcitrat pH 7.4, 150 mm NaCl, 5 mm KCl, 1 mm

CaCl2, 1 mm MgCl2, 0.01% TWEEN20, 4% BSA. 2) ATP-Aptamer:
Selektionspuffer:[24] 20 mm Tris-HCl pH 7.6, 300 mm NaCl, 5 mm

MgCl2, 0.01% TWEEN20. 2 � SSC: 30 mm Natriumcitrat pH 7.4,
300 mm NaCl, 5 mm MgCl2, 0.01% TWEEN20. HEPES: 20 mm

HEPES pH 7.5, 300 mm NaCl, 5 mm MgCl2, 0.01% TWEEN20. F�r
die ATP-Messungen wurde die pH-Stabilit�t der Puffer mit dem pH-
abh�ngigen Farbstoff BCECF �berpr�ft.

Die Konzentrationen der Aptamere und Aptamermutanten
wurden in allen Experimenten konstant bei 100 nm (Thrombin-Ap-
tamer) und 500 nm (ATP-Aptamer) gehalten. Um sicherzustellen,
dass die Aptamere ihre aktive Konformation annehmen, wurden sie
vor allen Experimenten de- und renaturiert. Nach dem Mischen der
Aptamere mit ihren Zielmolek�len wurden die L�sungen 2h inku-
biert.

Die KD-Werte f�r die Thrombin-Messungen wurden berechnet,
indem die quadratische L�sung des Massenwirkungsgesetzes f�r das
Bindungsgleichgewicht mit KD als einzigem freien Parameter an den
Anteil an gebundenen Aptameren angeglichen wurde.[11] Die EC50-
Werte wurde durch Angleichen der Hill-Gleichung an die Bin-
dungskurven berechnet.
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