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1. Einf�hrung

In den 1960er Jahren beschrieben Spiegelman et al. die
ersten Evolutionsexperimente mit Nucleins�uren.[1–4] Ihre
Arbeiten beruhten auf der RNA-abh�ngigen RNA-Replikase
f�r die Replikation bestimmter RNA-Spezies. Sp�ter hatte
die 1986 von Mullis et al. entdeckte Polymerasekettenreak-
tion (PCR) einen großen Einfluss auf die Molekularbiologie
im Allgemeinen und Evolutionsexperimente im Besonde-
ren.[5–9] Gerade vier Jahre nach der Beschreibung der PCR
wurde die systematische Identifizierung von Nucleins�uren
mit definierten Eigenschaften durch In-vitro-Selektionstech-
niken, auch SELEX (Systematic Enrichment of Ligands by
Exponential Amplification) genannt, vorgestellt. Die PCR-
Methode erm�glicht in vitro die spezifische Vervielf�ltigung
von jeglichen einzel- oder doppelstr�ngigen DNA-Templaten
unter Verwendung von komplement�ren Primern, Desoxy-
nucleotiden und hitzestabilen DNA-Polymerasen.[1, 10] Durch
diese Technik l�sst sich prinzipiell jede Nucleins�ure, unab-
h�ngig von ihrer L�nge und Sequenz, amplifizieren.

Drei Arbeitsgruppen gelang 1990 unabh�ngig voneinan-
der die Isolierung von kurzen Nucleins�uren, die durch einen
definierten Versuchsaufbau festgelegte Eigenschaften auf-
wiesen: Ellington und Szostak berichteten von RNA-Mole-
k�len, die an einen kleinen organischen Farbstoff binden. Sie
nannten diese RNAs Aptamere – eine Wortchim�re aus dem
lateinischen Ausdruck „aptus“ (passen) und dem griechischen
Wort „meros“ (Teil).[11] Ein zweiter Artikel von Tuerk und
Gold beschrieb den Prozess der Selektion von Bakteriopha-
ge-T4-DNA-Polymerase bindenden RNA-Molek�len.
Diesen Prozess bezeichneten sie als SELEX.[12] Robertson
und Joyce schilderten die Anwendung der In-vitro-Selektion
zur Anpassung der Gruppe-I-Ribozym-Spaltungsreaktion an
DNA anstatt einzelstr�ngiger RNA.[13] Diese wegweisenden
Arbeiten zeigten schon damals das enorme Potenzial der In-
vitro-Selektion zur Isolierung von Nucleins�uren mit ausge-
kl�gelten Eigenschaften.

Es folgten verschiedenste Studien, die eindeutig die Er-
wartungen an die Aptamertechnik best�tigten, dass Nu-
cleins�uren außer als reine Blaupause des genetischen Codes
oder als starres Material f�r Nanoarchitekturen[14–20] auch als
anspruchsvolle funktionelle Einheiten fungieren k�nnen. Ein
weiterer Beweis f�r die Vielf�ltigkeit von Nucleins�uren

gelang durch die Entdeckung von kleinen, nichtkodierenden
RNA-Molek�len und RNA-Schaltern, die Schl�sselrollen als
Regulationselemente bei der Genexpression in Bakterien,
Eukaryoten und h�heren Organismen spielen.[21–23] Beson-
ders RNA-Schalter zeigen, dass die Natur schon seit langem
Aptamerdom�nen nutzt, um eine hoch affine und spezifische
Bindung kleiner Metaboliten sicherzustellen.[24–26] Nuclein-
s�uresequenzen haben eine definierte Funktion, die sich aus
ihrer dreidimensionalen Faltung ergibt, und enthalten den
Bauplan f�r ihre Synthese in ihrer eigenen Prim�rsequenz.
Durch chemische Synthese kann ein Aptamer mit einer
Vielzahl von zus�tzlichen funktionellen Gruppen ausgestattet
werden und l�sst sich so f�r jede Anwendung anpassen.
Kombinatorische Festphasensynthese liefert die randomi-
sierte Startbibliothek, anschließend folgt ein von enzymati-
schen Methoden gepr�gter In-vitro-Selektionsprozess, und
zum Schluss kann jedes gefundene Aptamer durch chemische
Synthese weitermodifiziert werden (Abbildung 1).

Die fr�hen Selektionsverfahren f�r Proteine waren
m�hsam, und es dauerte oft mehrere Monate, bis spezifische
Aptamere f�r das gew�nschte Protein identifiziert wurden.
Heutzutage hat sich der Selektionsprozess dank ausgefeilter
Methoden, die unter anderem Affinit�tspartikel,[27] Kapillar-
elektrophorese,[28–32] Oberfl�chenplasmonenresonanz,[33,34]

HPLC[35] und automatisierte Prozesse[36–38] nutzen, auf wenige
Tage verk�rzt. Diese hoch entwickelten Selektionsprozesse
sind ebenfalls den sehr gut replizierbaren Nucleins�ure-
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Aptamere sind kurze einzelstr�ngige Nucleins�uren mit einer klar
definierten dreidimensionalen Faltung. Sie zeigen eine hohe Affinit�t
und Spezifit�t f�r ihre Zielstrukturen und inhibieren deren biologische
Funktionen. Aptamere geh�ren zur Stoffklasse der Nucleins�uren und
k�nnen entweder chemisch, enzymatisch oder durch Kombination
beider Methoden hergestellt werden. Daher k�nnen Aptamere sowohl
als chemische wie auch als biologische Substanzen eingeordnet wer-
den. Etablierte Methoden ebenso wie neue Entwicklungen auf dem
Gebiet der Aptamere sollen in diesem Aufsatz zusammengefasst
werden. Die Verwendung von Aptameren in der chemischen Biologie
wird diskutiert.
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bibliotheken zu verdanken, die kaum Artefakte, z. B. mole-
kulare Parasiten (DNA-Sequenzen mit hervorragenden Re-
plikationseigenschaften – meist k�rzer oder l�nger als die
DNA-Bibliothek), akkumulieren. Die Verwendung automa-
tisierter Arbeitsstationen setzt eine Immobilisierung des
Zielmolek�ls an magnetischen Partikeln[37, 39] voraus. Ent-
sprechende Verfahren sind so optimiert, dass keine Reinigung
von Nucleins�ureintermediaten notwendig ist, was eine si-
multane Selektion von Aptameren gegen bis zu acht Ziel-
molek�le erm�glicht. F�r In-vitro-Selektionen wurden außer
linearen Nucleins�urebibliotheken (Abbildung 1B) auch
strukturell eingeschr�nkte Bibliotheken mit definierten Se-
kund�rstrukturelementen eingesetzt.[39, 40] Diese Bibliotheken
haben den Vorteil, dass eine Verk�rzung und Strukturbe-
stimmung eines repr�sentativen Aptamers unkompliziert
ist.[41] Eine effiziente Kombination von chemischer Synthese
mit Selelektionsprozessen wurde k�rzlich von Bugaut et al.
demonstriert.[42] Sie synthetisierten eine Bibliothek mit 2’-
Amino-2’-desoxyuridin, die an 14 Positionen randomisiert
war. Vor der Inkubation mit dem Zielmolek�l wurde diese
Bibliothek posttranskriptional mit einer Mischung aus drei
Aldehyden modifiziert (Schema 1). Nach der Inkubation und
dem Eluieren der gebundenen RNA-Molek�le wurden die
Aldehyde abgespalten, um die enzymatische Replikation und
Amplifikation der isolierten RNA zu erm�glichen.

Der wohl gr�ßte Nachteil der SELEX-Methode ist die
schlechte Vorhersagbarkeit des Selektionserfolges. W�hrend
die Parameter des Aptamers selbst, wie Affinit�t und Spezi-
fit�t, im Verlauf der Selektion verfolgt werden k�nnen, ist es a
priori nicht m�glich, die F�higkeit des Zielmolek�ls zur Ap-
tamerbindung zu beurteilen. Bei Proteinen kann der iso-
elektrische Punkt (pI) einen Hinweis darauf geben, ob sich
das Zielmolek�l f�r SELEX eignet oder nicht. Im Allge-
meinen sind Proteine, die unter physiologischen Bedingungen
(pH 7.0–7.4) positiv geladen sind, exzellente Zielmolek�le.
Ein pI< 7 deutet aber keineswegs unbedingt an, dass f�r das
Zielprotein keine Aptamere angereichert werden k�nnen,
denn in zahlreichen Ver�ffentlichungen wurde die erfolgrei-
che Selektion von Aptameren f�r Proteine mit einem pI< 7
beschrieben. Diese Beispiele zeigen, dass der pI-Wert allein
kein verl�ssliches Kriterium f�r die Bewertung eines geeig-
neten Zielproteins f�r eine SELEX ist. Vor allem unter den
Selektionsbedingungen kann die Instabilit�t der Zielprote-

inkonformation zum ernsthaften Problem werden. Da Apta-
mere nur eine bestimmte dreidimensionale Struktur erken-
nen, kommt es wegen Konformations�nderungen des Prote-
ins zum Verlust potenzieller Aptamere w�hrend der Selekti-
on – ein Ereignis, das innerhalb von zwei aufeinander fol-
genden Selektionsrunden eintreten kann. Dieses Problem
kann vermieden werden, indem vor jedem Selektionszyklus
frisches Protein an die Affinit�tsmatrix gekuppelt wird. Noch
gibt es kein Vorhersagemodell, das die A-priori-Beurteilung
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schungsinteressen sind die genaue Kontrolle der Aptameraktivit�t sowie die
Entdeckung neuer Zielstrukturen auf Basis von Aptamerselektion und RNA-
Schaltern.

Abbildung 1. A) Dimethoxytrityl(DMT)-gesch�tzte Desoxynucleosid-
Phosphoramidite f�r die Festphasensynthese von DNA (PG: Schutz-
gruppe). B) Nucleins�urebibliotheken k�nnen durch definierte Primer-
Bindungsstellen, die randomisierte Bereiche (N) flankieren, syntheti-
siert werden. C) Enzymatische Methoden sind unerl�sslich f�r den In-
vitro-Selektionsprozess (oberer Kreis), der aus vier Schl�sselschritten
besteht: Inkubation der Nucleins�urebibliothek (DNA-Bibliothek) mit
ausgew�hltem Zielmolek�l, Trennung gebundener von ungebundenen
Nucleins�uren, Elution der gebundenen Nucleins�uren und Vervielf�lti-
gung der eluierten Nucleins�uren. Ist ein Aptamer identifiziert, kann
es f�r verschiedene Anwendungen angepasst werden (unterer Kreis),
z.B. zur Charakterisierung, Validierung und Identifizierung von Ziel-
strukturen sowie f�r die Diagnostik.

G. MayerAufs�tze

2712 www.angewandte.de � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2009, 121, 2710 – 2727

http://www.angewandte.de


des Selektionserfolges f�r ein Zielmolek�l erm�glicht. Aus
diesem Grund muss immer der gesamte Selektionsprozess
durchlaufen werden, ehe eine Aussage �ber den Erfolg einer
Selektion getroffen werden kann. Die Wahrscheinlichkeit
einer erfolgreichen Selektion mit einem homogenen Ziel-
protein unter automatisierten Selektionsbedingungen betr�gt
etwa 75 %.[244]

Die immer breitere Anwendung von Aptameren in der
Grundlagenforschung und der Medizin zeigt sich daran, dass
die Zahl von Ver�ffentlichungen auf diesem Gebiet vor allem
w�hrend der letzten f�nf Jahre stark gestiegen ist.[23, 43–45] Eine
Suche des Stichwortes „Aptamer*“ bei Web of Science lie-
ferte 2417 publizierte Artikel und 44158 Zitierungen (Stand:
21.11.2008). Erw�hnenswert ist auch das stete Wachstum der
publizierten Artikel und Zitierungen pro Jahr mit einem
starken Anstieg ab 2002 (Abbildung 2).

In diesem Aufsatz sollen die neuesten Entwicklungen auf
dem Gebiet der Aptamere zusammengefasst werden, wobei
die chemische und enzymatische Modifizierung von Apta-
meren f�r deren Anpassung an bestimmte Anwendungen im
Vordergrund stehen soll. F�r den Leser soll klar werden, wie
sich synthetische Aptamere zur Zielstrukturidentifizierung
und als Validierungswerkzeug einsetzen lassen. Die Verwen-
dung von Aptameren f�r die Diagnostik und Wirkstofffin-
dung soll ebenso erl�utert werden.[46]

2. Aptamere – biologische und chemische
Substanzen

Aptamere sind kurze einzelstr�ngige Nucleins�uren, die
sich durch eine definierte dreidimensionale Struktur aus-
zeichnen und dadurch eine hohe Affinit�t zu einem Zielmo-
lek�l zeigen. DNA- und RNA-Polymerasen sind f�r den In-
vitro-Selektionsprozess unentbehrlich, da sie die korrekte
Replikation der selektierten Sequenzen sicherstellen. Durch
die Einf�hrung von Punktmutationen erh�hen sie die Cova-
rianz der selektierten Nucleins�uren. Es wurden unter-
schiedlich modifizierte Nucleotide beschrieben, die mit den
enzymatischen Schritten des Selektionsprozesses kompatibel
sind. Dadurch k�nnen die chemische Diversit�t erh�ht und
die biologischen Eigenschaften der Nucleins�urebibliotheken
erweitert werden (Abbildung 3).[47] Diese Modifizierungen
wurden entweder am Phosphat/Ribose-R�ckgrat oder an der
Nucleobase eingef�hrt.[48] Der Austausch des DNA-Phos-
phatr�ckgrats gegen ein Phosphorthioat erh�ht die Stabilit�t
gegen Nucleasen und erm�glicht dadurch den Einsatz solcher
Molek�le innerhalb der Zelle. Außer Antisense-Molek�len
wie Vitravene wurden auch Aptamere mit Phosphorthioat-
R�ckgrat beschrieben.[49, 50] Die bedeutendste Modifizierung
von Aptameren ist jedoch die Derivatisierung der 2’-Ribose.
Diese Position tr�gt signifikant zur Stabilit�t von RNA-Ap-
tameren bei, und schon h�ufig wurden 2’-Fluor- und 2’-
Amino-2’-Desoxypyrimidinnucleotidtriphosphate f�r die di-
rekte Selektion von Nuclease-stabilisierten RNA-Aptameren
eingesetzt. Ellington und Chelliserrykattil entwickelten eine
Variante der T7-RNA-Polymerase, die 2’-Methoxypyrimid-
innucleotidtriphosphate und 2’-Methoxyadeninnucleotidtri-
phosphate als Substrate f�r die In-vitro-Transkription tole-
riert.[51, 52] Die Anwendbarkeit der zuletzt erw�hnten Modifi-
kation w�hrend des In-vitro-Selektionsprozesses ist jedoch
eingeschr�nkt, da RNA-Molek�le damit nicht als Templat f�r
die reverse Transkription infrage kommen. Der Einsatz fi-
xierter Nucleins�uretriphosphate (locked-nucleic acid (LNA)
triphosphates) f�r die PCR und die In-vitro-Transkription
wurde vor kurzem von Wengel und Mitarbeitern beschrie-
ben.[53,54] LNAs tragen eine Methylen-Ether-Br�cke zwischen
dem 2’-Sauerstoffatom und dem 4’-Kohlenstoffatom, was
dazu f�hrt, dass LNAs ihre 3’-Kohlenstoffposition in der
endo-Konformation „einschließen“. Dies k�nnte den Weg zur
Konstruktion von Nucleins�urebibliotheken mit LNA-Bau-
steinen f�r die De-novo-Selektion von LNA-Aptameren
ebnen.

Modifizierte Nucleobasen, besonders C5-modifizierte
Uridine und Desoxyuridine, die mit der enzymatischen Re-

Schema 1. 2’-Amino-2’-desoxyuridin enthaltende RNA-Bibliotheken
k�nnen mit Aldehyden (graue K�sten) modifiziert werden, um so die
Strukturdiversit�t der RNA-Bibliothek zu erh�hen.[42]

Abbildung 2. Zitierungen bei Web of Science bei der Suche mit dem
Stichwort „Aptamer*“ (Stand: 21.11. 2008).
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plikation vereinbar sind, wurden ebenfalls beschrieben.[55–57]

F�r die In-vitro-Selektion von modifizierten Aptameren
lassen sich auf diese Weise verschiedene Funktionalit�ten in
Nucleins�urebibliotheken einbringen. Ferner er�ffnet die
Einf�hrung von Alkingruppen, z.B. durch die Kupfer(I)-ka-
talysierte 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition von Azid-de-
rivatisierten Verbindungen, die M�glichkeit einer Modifizie-
rung von Aptameren im Anschluss an die Selektion.[58–61]

Dadurch kann ein Aptamer mit verschiedensten Funktiona-
lit�ten ausgestattet werden, um es an individuelle Anwen-
dungen anzupassen. Unser Labor hat lichtregulierbare Ap-
tamere entwickelt, die nach der Selektion durch das positi-
onsspezifische Einf�hren photolabiler Schutzgruppen, wie o-
Nitrophenylpropyl (NPP) und o-Nitrophenylethyl (NPE),
w�hrend der Festphasensynthese mit modifizierten Nucleo-
siden mithilfe der Phosphoramiditmethode hergestellt
werden (Schema 2).[62] Aptamere mit photolabilen Schutz-
gruppen eignen sich f�r die orts- und zeitabh�ngige Regu-
lierung der Aptameraktivit�t und somit zur Kontrolle der
Aktivit�t des Zielmolek�ls. Dabei haben Aptamere den
Vorteil, dass sie entweder lichtaktivierbar oder lichtinaktiv-

Abbildung 3. An der 2’- (A) oder der C5-Position (B) modifizierte Uri-
dinnucleotide, die mit den enzymatischen Schritten des SELEX-Prozes-
ses kompatibel sind (PPP =Triphosphat). Modifizierungen sind grau
unterlegt.

Schema 2. A) Phosphoramidite von Nucleotiden mit photolabilen
Schutzgruppen an den exocyclischen Positionen O4 (TNPP), O6 (dGNPP)
und N4 (dCNPE) und f�r die seitenspezifische Einf�hrung von photola-
bilen Schutzgruppen (NPP, NPE) in Aptamere durch Festphasensyn-
these (PG: Schutzgruppe). B) Die exemplarisch f�r TNPP gezeigte Be-
lichtung der modifizierten Nucleobase (l = 365 nm) resultiert in der
Abspaltung der Schutzgruppe von der nativen Nucleobase.
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ierbar entworfen werden k�nnen.[63–65] Dies erm�glicht den
Zugang zu vielf�ltigen lichtregulierbaren Proteininhibitoren
auf Aptamerbasis.

2.1. Aptamere und ihre Modifizierung f�r diagnostische Zwecke

Wenn Aptamere unter bestimmten Bedingungen fluo-
reszieren, eignen sie sich f�r den Einsatz als Fluoreszenz-
sonden. Verschiedene Ans�tze wurden beschrieben, und es
gibt eine Reihe hervorragender �bersichtsartikel zu diesem
Gebiet.[66–68] Aptamere k�nnen an ihrer 5’-Position chemisch,
enzymatisch oder durch eine Kombination aus beidem mo-
difiziert werden.[69, 70] DNA-Aptamere k�nnen durch eine
PCR-Amplifikation mit passenden fluoreszenzmarkierten
Primer-Molek�len und nachfolgende Einzelstrangverdr�n-
gung oder direkt durch eine chemische Synthese ver�ndert
werden. Die Einf�hrung einer 5’-Aminogruppe w�hrend der
chemischen Synthese ergibt einen vielseitigen Anker, der
mithilfe von N-Hydroxysuccinimid (NHS) oder Ethylendi-
amincarbodiimid (EDC) modifiziert werden kann. Auf diese
Weise l�sst sich das gew�nschte fluoreszierende Molek�l oder
ein anderer Rest einf�hren (Schema 3).[71,72]

Fluoreszierende RNA-Aptamere k�nnen direkt durch
Festphasensynthese hergestellt werden; RNA-Molek�le,
deren L�nge 80 Nucleotide �berschreitet, sind allerdings
schwer zu synthetisieren. Durch eine In-vitro-Transkription
mit T7-RNA-Polymerase unter Verwendung so genannter

Initiatornucleotide wie Guanosinmonophosphothioat
(GMPS) k�nnen alternativ Modifikationen am 5’-Ende von
RNA-Molek�len enzymatisch eingef�hrt werden.[69, 73, 74] Der
Einbau von GMPS am 5’-Ende der RNA erm�glicht die
Modifizierung von RNA-Molek�len mit fluoreszierenden
Resten oder anderen Reportermolek�len mithilfe des Iod-
acetamidoverfahrens (Schema 4).[69]

Unl�ngst entwickelten J�schke et al. ein Initiatornucle-
otid, mit dem Aldehydmodifikationen am 5’-Ende der enzy-
matisch synthetisierten RNA eingef�hrt werden k�nnen.
Diese k�nnen wiederum mit Amino- oder Hydrazin-funk-
tionalisierten Gruppen derivatisiert werden (Schema 5).[75]

Dadurch l�sst sich das Spektrum von m�glichen Modifika-
tionen erweitern, die durch eine Kombination von chemi-
schen und enzymatischen Verfahren zug�nglich sind. Außer
dem 5’-Ende kann auch das 3’-Ende von RNA-Molek�len
effizient modifiziert werden. Ein Weg f�hrt �ber Redoxre-
aktionen und Umsetzungen mit Hydraziden oder Semithio-
carbaziden zur Einf�hrung funktioneller Reste am 3’-Ende
von RNA-Molek�len (Schema 6).[76]

Eine Modifizierung im Anschluss an die Selektion kann
allerdings die Aptameraktivit�t verringern, was ihren Nutzen
f�r diagnostische Zwecke einschr�nkt. Dieses Problem kann
umgangen werden, indem man Aptamere verwendet, die
durch Bindung an ein kleines Molek�l dessen Fluoreszenz
ver�ndern, wie f�r Malachitgr�n beschrieben.[77–82] Die
Kombination solcher Reporteraptamere mit anderen funk-
tionellen Nucleins�ure-Untereinheiten k�nnte den Weg zu
hoch entwickelten Diagnosewerkzeugen ebnen. Es gibt
mehrere exzellente �bersichtsartikel zu Aptamer-basierten

Schema 3. Derivatisierung von 5’-Amino-modifizierten DNA-Aptame-
ren mit NHS (A) oder EDC/DCC (B). DCC =N,N’-Dicyclohexylcarbodi-
imid.

Schema 4. A) Einf�hrung von GMPS-Resten an der 5’-Position von
RNA durch In-vitro-Transkription. B) GMPS-modifizierte RNA kann
durch Reaktion mit Iodacetamidogruppen weiter derivatisiert werden.
Dabei lassen sich entweder Biotin oder fluoreszierende Gruppen
(grauer Kasten) einf�hren.

Aptamere
Angewandte

Chemie

2715Angew. Chem. 2009, 121, 2710 – 2727 � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


elektronischen Sensoren und Mikro-Arrays.[83–92] Gold und
Mitarbeiter f�hrten den Photo-SELEX-Ansatz ein, der die
photochemische Vernetzung eines Aptamers mit einem
Zielprotein �ber eingebaute 5-Bromdesoxyuridinnucleotide
erm�glicht. Beim Einsatz lichtempfindlicher Aptamere als
Erkennungselemente in Mikro-Arrays f�hrt dies zu einem
wesentlich besseren Signal/Rausch-Verh�ltnis.[93] Eine ele-
gante Anwendung konformativ labiler Aptamere wurde von
Li und Mitarbeitern beschrieben.[94, 95] Die adaptive Bindung
der Aptamere an ihre Zielmolek�le f�hrt zu einer Ver�nde-
rung der Fluoreszenzintensit�t.[96,97]

�hnlich wie Antik�rper wurden modifizierte Aptamere
in verschiedensten Analyseverfahren, darunter ELISA-�hn-
liche Formate,[98, 99] Western-Blot-Analyse,[100] Kapillarelek-
trophorese,[30, 101] Durchflusscytometrie,[102] In-vivo-Ima-
ging,[103] HPLC[35, 104] und Mikro-Arrays,[93, 105] eingesetzt, um
Biomolek�le mit hoher Empfindlichkeit zu detektieren. Eine
ausgekl�gelte Entwicklung im Bereich der Aptamerdiagnos-
tik setzt auf Aptamere als Erkennungselemente und als

Template f�r Amplifikationsreaktionen, wie dem Rolling-
Circle-Mechanismus[106, 107] oder der Aptameraffinit�ts-
PCR.[108] Eine sehr empfindliche Detektion von Analyten in
komplexen Mischungen nach Landegren und Mitarbeitern
beruht auf dem Einsatz von Aptameren in Proximit�ts-Li-
gations-basierten Assays.[109, 110] (Dabei werden Oligonucelo-
tide aufgrund ihrer r�umlichen N�he, die z. B. durch ein Re-
zeptor-Liganden-Paar induziert werden kann, spezifisch mit-
einander verkn�pft, wodurch ein Templat entsteht, das �u-
ßerst empfindlich durch PCR nachgewiesen werden kann.)
Trotz aller dokumentierten Erfolge wird weder ein auf Ap-
tameren basierendes Detektionsverfahren im klinischen
Alltag eingesetzt, noch ist ein kommerzieller Test verf�gbar.
Dies k�nnte darauf zur�ckzuf�hren sein, dass Aptamere ihre
Zielmolek�le anders als Antik�rper erkennen, die bereits
eine breite Anwendung im klinischen Alltag finden: Um die
Affinit�t und Spezifit�t der Aptamere aufrechtzuerhalten,
ben�tigen sie eine intakte, korrekt gefaltete Zielstruktur.
Dagegen erkennen Antik�rper meist ein lineares Epitop des
Zielproteins, das zudem noch teilweise oder vollst�ndig de-
naturiert sein kann. Infolgedessen m�ssen andere Voraus-
setzungen w�hrend der Handhabung des Analyten gew�hr-
leistet sein, will man Aptamere zu einem festen Bestandteil
des klinischen Alltags machen – eine angesichts der gut eta-
blierten herk�mmlichen Methoden nicht zu untersch�tzende
H�rde.

In Zukunft werden sich Aptamere wahrscheinlich am
besten bei der Detektion niedermolekularer Substanzen
durchsetzen k�nnen, da der Umgang mit der Zielstruktur in
diesem Fall weniger problematisch ist. Die Kombination von

Schema 6. Modifizierung des 3’-Endes von RNA durch Oxidation mit
Natriumperiodat und Kondensation des Aldehyds mit Thiosemicarb-
azid-Derivaten, wie Biotin oder Fluorescein. Ein Ringschluss ist durch
Reduktion mit NaCNBH3 m�glich.

Schema 5. A) Das Acetal-gesch�tzte Aldehydguanosinphosphat kann
w�hrend der In-vitro-Transkription am 5’-Ende der RNA eingef�hrt
werden. B) Entsch�tzen des Acetals durch Trifluoressigs�ure (TFA)
ergibt den entsprechenden Aldehyd, der schließlich mit Amino- oder
Hydrazid-derivatisierten funktionellen Resten R modifiziert werden
kann (C).
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Aptameren mit Quantenpunkten k�nnte fortschrittliche dia-
gnostische Assay-Formate m�glich machen.[111–117] Beispiels-
weise immobilisierten Levy et al. ein Thrombin erkennendes
Aptamer durch ein Streptavidin-Biotin-Verfahren auf
Quantenpunkten.[113,118] Ein hybridisierter Komplement�r-
strang des Aptamers, ausgestattet mit einer Eclipse-L�sch-
substanz, wird effizient durch Zugabe von Thrombin ver-
dr�ngt. Dies f�hrt zu einer erh�hten Fluoreszenz der Quan-
tenpunkte (Schema 7A).[118] Liu und Lu beschrieben einen

�hnlichen Ansatz: Sie derivatisierten Quantenpunkte mit
zwei verschiedenen kurzen Adapter-Oligodesoxynucleotiden.
Durch Zugabe eines Aptamers, das teilweise als Verbin-
dungsst�ck agiert, wird das Fluoreszenzsignal gel�scht, da
eine Aggregation von Quantenpunkten in enger Nachbar-
schaft stattfindet. Nach dem Hinzuf�gen des Aptamerligan-

den wird die „Schiene“ entfernt, und die Quantenpunkte
dissoziieren wieder. Dieser Prozess kann �ber einen kolori-
metrischen Assay quantifiziert werden (Schema 7 B).[114, 119,120]

Außer Streptavidin und Biotin verwendeten Lu und Mitar-
beiter auch Thiol-modifizierte Aptamere, die effizient auf der
Au-Oberfl�che der Quantenpunkte immobilisiert wurden.
Die Autoren gingen sogar noch einen Schritt weiter und
entwickelten einen Schnelltest auf Basis eines Quantenpunkt/
Aptamer-Konjugats f�r die unkomplizierte Detektion von
Kokain.[120, 121] Das gleiche Anti-Kokain-Aptamer diente Sto-
janovic und Landry zur Entwicklung eines kolorimetrischen
Nachweises. Im Wesentlichen beruht dieser Assay auf der
Konkurrenz von Kokain mit einem unspezifisch am Aptamer
gebundenen Cyaninfarbstoff.[115] Ein eleganter Ansatz ver-
wendet das an Quantenpunkte gekuppelte Anti-PSMA-Ap-
tamer A10 (PSMA = Prostata-spezifisches Membrananti-
gen), wobei die Fluoreszenz der Quantenpunkte durch ein
nichtkovalent an das Aptamer gebundenes Doxorubicin-
(DOX)-Molek�l gel�scht wird (Schema 7C). Dieser multi-
funktionelle Komplex erwies sich als n�tzlich f�r die spezifi-
sche Erkennung von PSMA exprimierenden Tumorzellen
sowie f�r die Detektion dieser Zellen nach Freisetzung von
DOX.[111] Gleichzeitig kommt es durch die zytostatische Ak-
tivit�t des Anthracyclinwirkstoffs DOX zur Inhibierung des
Zellwachstums identifizierter Zellen.[122] F�r die selektive
Identifizierung und Visualisierung von Gliomazellen kup-
pelten Chen et al. das 5’-Amino-modifizierte, Tenascin-C
bindende Aptamer GBI-10 mithilfe von EDC und Sulfo-NHS
an Quantenpunkte.[123]

2.2. Modifizierte Aptamere als Transportmolek�le

Aptamere mit definierter Struktur und Funktion k�nnen
zu multifunktionellen Molek�len mit verschiedenen funktio-
nellen Resten zusammengef�gt werden. Dies erm�glicht ihre
Verwendung als Hilfsmittel f�r die Entwicklung von Trans-
portmolek�len, die spezifisch bestimmte maligne Zellsubty-
pen erkennen. Der pr�parative Zugang zu Aptameren erlaubt
die Herstellung von Oligonucleotiden mit einer hohen Sta-
bilit�t gegen Nucleaseabbau. Der Bottom-up-Aufbau von
funktionellen molekularen Einheiten mit mindestens einem
Aptamerbaublock er�ffnet den Zugang zu multifunktionellen
Molek�len. In diesem Zusammenhang wurden Aptamere als
spezifische Module zur Erkennung bestimmter Zellsubtypen
und Gewebe eingesetzt. Das Aptamer A10, eines der am
besten studierten Aptamere, bindet das Prostata-spezifische
Membranantigen, ein Zelloberfl�chenmolek�l, das mit dem
Ausbruch und Fortschreiten von Krebserkrankungen assozi-
iert ist.[124] Nach der Modifizierung mit zus�tzlichen Mole-
k�len konnte in verschiedenen Studien eine selektive Apta-
mer-gesteuerte Freisetzung in Krebszellen beobachtet
werden (Abbildung 4). Beispielsweise wurden Nanopartikel
mit verkapselten Chemotherapeutika (z.B. Docetaxel) mit-
hilfe von NHS/EDC an das modifizierte 5’-Aminoende des
Aptamers gebunden.[125–127] Eine systemische Anwendung
dieser Komplexe erm�glicht die effiziente und gezielte Be-
k�mpfung von soliden Tumoren. In einer bahnbrechenden
Studie konnten Farokzhad et al. die Effizienz eines solchen

Schema 7. Kombination von Quantenpunkten mit Aptameren.
A) Thrombin erkennende Aptamere wurden auf Quantenpunkten im-
mobilisiert (schwarze Kreise). Durch die Hybridisierung von komple-
ment�ren, mit einem L�schmolek�l Q versehenen Oligodesoxynucle-
otiden am Aptamer wird die Fluoreszenz der Quantenpunkte gel�scht.
Zugabe von Thrombin f�hrt zur Abl�sung von Q und somit zu einer
messbaren Fluoreszenz der Quantenpunkte (graue Kreise). B) Zwei
verschiedene Oligodesoxynucleotide, an die sich das Anti-Kokain-Apta-
mer anlagern kann, werden auf Quantenpunkten (graue Kreise) immo-
bilisiert. Dadurch werden die Quantenpunkte in unmittelbare N�he zu-
einander gebracht, und die L�schung der Fluoreszenz wird induziert
(schwarze Kreise). Nach der Zugabe von Kokain l�st sich das Aptamer,
und die Quantenpunkte trennen sich, was sich in einer erh�hten Fluo-
reszenz widerspiegelt (graue Kreise). C) Das Anti-PSMA-Aptamer, im
Komplex mit DOX, wird auf Quantenpunkten immobilisiert (schwarze
Kreise), wobei DOX die Fluoreszenz der Quantenpunkte l�scht. Die
Zugabe von PSMA-positiven Zellen f�hrt zu einer Freisetzung von
DOX und damit zu einer erh�hten Fluoreszenz der Quantenpunkte
(graue Kreise).
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chim�ren, beladenen Aptamermolek�ls an lebenden Ratten
mit einem Xenotransplantat zeigen. Die Aptamerunterein-
heit A10 wird dabei spezifisch am Tumor lokalisiert, wobei
das assoziierte Chemotherapeutikum eine Verkleinerung des
Tumors bis hin zur Remission ergab.[126] Mit der Anwendung
dieser Aptamer-basierten, selektiv auf Tumoren gerichteten
Systeme k�nnen unerw�nschte Nebenwirkungen der Thera-
peutika signifikant verringert werden. In einem zweiten Bei-
spiel komplexierte dieselbe Gruppe das Aptamer A10 direkt
mit DOX und erhielt dabei ein so genanntes physikalisches
Konjugat, einen nichtkovalenten Komplex aus dem Aptamer
und DOX. Auch hier fand bei der Behandlung von Prosta-
takrebszellen eine signifikante Verringerung der Tumorzell-
proliferation statt.[122] Außer Chemotherapeutika lassen sich
auch siRNA-Molek�le zu einem chim�ren siRNA-Aptamer-
Konjugat verkn�pfen, um die zellspezifische Aufnahme von
siRNA-Molek�len zu erleichtern. In diesem Zusammenhang
erfolgte die Kupplung von siRNAs entweder direkt an das
Aptamer A10 �ber nucleotidische Verl�ngerungen[128] oder
indirekt �ber tetramere Streptavidin-Biotin-Komplexe,
wobei zwei biotinylierte Aptamere und zwei biotinylierte
siRNA-Molek�le jeweils eine Streptavidineinheit bilden.[129]

Beide Ans�tze waren im Hinblick auf eine zellspezifische
siRNA-vermittelte Verringerung der entsprechenden mRNA
und des Proteinniveaus erfolgreich. Aptamer-Toxin-Konju-
gate wurden ebenfalls hergestellt, um das Toxin Gelonin, ein
Ribosom inaktivierendes Protein, zellspezifisch zu
machen.[130]

K�rzlich f�gten Rossi und Mitarbeiter ein zweites Apta-
mer zur Liste der Aptamer-basierten siRNA-Transfektions-
reagentien hinzu. Sie fusionierten ein anti-gp120-bindendes
Aptamer �ber einen Nucleotidarm mit siRNAs, die spezifisch
f�r die HIV-Transkripte tat und rev sind.[132] Die Behandlung
von HIV-1-infizierten Zellen mit diesen Chim�ren f�hrte zur

Verringerung der entsprechenden
mRNA-Transkripte. Mehrere Apta-
mere wurden beschrieben, die spezi-
fisch Zelloberfl�chenmolek�le er-
kennen, darunter Aptamere, die das
avb3-Integrin,[133] den Glutamatre-
zeptorkanal GluR2,[134] VCAM-1,[135]

Rezeptor-3 des Epidermalen Wachs-
tumsfaktors[136] oder das DC-SIGN-
Protein[137] erkennen und somit
ebenfalls als elegante, zellspezifische
und multifunktionelle Hilfsmittel f�r
die Transfektion von aktiven Thera-
peutika fungieren k�nnten.

3. Aptamere zur Identifizierung
von Biomolek�len

Aptamere gewinnen immer mehr
an Bedeutung f�r die Identifizierung
von Zielmolek�len, die mit be-
stimmten pathogenen oder nichtpa-
thogenen zellul�ren Zust�nden in
Verbindung stehen. Ihre Verwen-

dung kann die Identifizierung von neuen therapeutisch und
diagnostisch relevanten Biomolek�len erleichtern, mit dem
Ziel, individualisierte medizinische Strategien zu entwickeln.
In diesem Zusammenhang werden Aptamere, die spezifische
Zelltypen oder Subpopulationen von malignen Zellen (z. B.
Tumorzellen) erkennen, selektiert und charakterisiert. Nach
Herstellung von monoklonalen Aptameren kann das Ziel-
molek�l auf den Zelloberfl�chen mithilfe von Aptamer-ba-
sierten Pull-down-Experimenten, denen eine SDS-PAGE-
Analyse, Proteaseverdau und Fl�ssigchromatographie/Mas-
senspektrometrie (LC/MS) folgen, identifiziert werden.[138,139]

Das erste Beispiel eines solchen Ansatzes wurde von Blank
et al. beschrieben.[71] In dieser Studie wurden spezifische
Aptamere f�r Rattenendothel-Glioblastomzellen (YPEN)
identifiziert. Ein Aptamer konnte nach der Modifizierung mit
einem Fluoreszenzmarker am 5’-Ende als effizientes Hilfs-
mittel zur F�rbung der Tumorzellen eingesetzt werden. LC/
MS-Analysen erm�glichten die Identifizierung des Proteins
Pigpen als m�gliches Zielmolek�l des Aptamers. Pigpen ist
ein Endothel-Proliferationsmarkerprotein, das im proliferie-
renden Endothel exprimiert wird, allerdings wird die Ex-
pression verringert, sobald Konfluenz, d.h. die gr�ßtm�gliche
Zelldichte im Gef�ß, erreicht ist.[140] Dies l�sst darauf schlie-
ßen, das Pigpen in der Tat ein Marker f�r den Angiogenese-
zustand der Endothelzellen ist, was von Blank et al. anhand
des Aptamer-basierten Ansatzes schon vorgeschlagen
worden war.[141] Eine nachfolgende Studie von Gold et al.
belegt die Eignung des Zell-SELEX-Ansatzes f�r die Iden-
tifizierung von Zielstrukturen. In einem �hnlichen Experi-
ment wurde das Tumorzellen-spezifische Protein Tenascin-C
durch ein Aptamer identifiziert, das urspr�nglich eine andere
Glioblastomzelllinie selektiv erkannt hatte.[142]

In der Zwischenzeit sind verschiedene SELEX-Experi-
mente f�r eukaryotische Zellen, Bakterien, Parasiten und

Abbildung 4. Das Anti-PSMA-Aptamer A10 (umrahmt) wurde mit verschiedenen antitumoraktiven
Substanzen konjugiert. Alle Pyrimidinnucleotide sind 2’-Fluor-2’-desoxynucleotide. Eine Verkn�pfung
des Aptamers erfolgte mit den niedermolekularen Substanzen Doxorubicin und Docetaxel sowie
mit small interfering RNA (siRNA) und dem Ribosom inaktivierenden Protein Gelonin. Die abgebil-
dete dreidimensionale Struktur repr�sentiert Ricin A, ein zu Gelonin homologes Protein, dessen
Strukturdaten als Modell f�r die Strukturbestimmung dienten.[131]
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Viren beschrieben worden.[143–146] Anthraxsporen und Trypa-
nosomen wurden f�r eine Selektion verwendet, um Sporen
neutralisierende Aptamere f�r die klinische Intervention zu
isolieren. Die Zielstrukturen der Aptamere sind noch nicht
identifiziert worden, doch konnten die Aptamere mittlerweile
erfolgreich zur Virulenzinhibition des Zielmikroorganismus
angewendet werden. Die Adressierung von Zelloberfl�chen-
molek�len und Transmembranrezeptoren in ihrer nativen
Umgebung ist ein deutlicher Vorteil der Aptamertechnik.[147]

Es werden keine aufw�ndigen Reinigungsprozesse ben�tigt,
die zu suboptimalen Aktivit�ten und Stabilit�ten der Bio-
molek�le f�hren. Zusammenfassend macht die Erkennung
von Zellen durch eine Phenotyp-korrelierende Selektion von
Aptameren (z. B. Tumorzellen) einen Forward-genetic-
Ansatz m�glich. Im Anschluss lassen sich die zugeh�rigen
Zielmolek�le und Antigene identifizieren (Abbildung 5).

K�rzlich haben Tan et al. eine In-vitro-Selektion zur
Identifizierung von ssDNA-Aptameren (ssDNA = einzel-
str�ngige DNA) f�r verschiedene immortalisierte Tumor-
zelllinien angewendet.[150–153] Unter Verwendung eines
Counter-SELEX-Verfahrens konnten sie Aptamere anrei-
chern, die spezifisch mit verschiedenen Tumorzelllinien
wechselwirken und bemerkenswerterweise auch an isolierte
Prim�rzellen aus Patienten binden.[154] Aptamer-basierte Pull-
down-Analyse identifizierte die membrangebundene schwere
m-Kette von Immunglobulin als wahrscheinliches Zielmole-
k�l, das auf der verwendeten Burkitt-Lymphoma-Zelllinie
(Ramos-B-Zelle) pr�sentiert wird; RTK7 hingegen kommt
als Zielmolek�l des zweiten Aptamers, das spezifisch gegen T-
Zell-Lymphome selektiert wurde, infrage.[155, 156] Wir haben
Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) in den In-vitro-
Selektionsprozess implementiert (Abbildung 5), was nicht
nur die Selektion von Aptameren mit hoher Affinit�t er-
m�glicht, sondern auch die direkte Adressierung bestimmter
zellul�rer Ph�notypen in Zellmischungen.[148] Dieser Ansatz
kann den Weg zu individuellen diagnostischen und thera-
peutischen Werkzeugen ebnen, da ein direktes Erkennen von
Subpopulationen in prim�ren Bluttumorzellen m�glich w�re,
was einen Schritt in Richtung De-novo-Selektion von Pati-
enten-spezifischen Aptameren bedeuten w�rde. Vor kurzem

f�hrten Krylov und Mitarbeiter ein �hnliches Zell-SELEX-
Experiment mit reifen und unreifen dendritischen Zellen
(DCs) durch. Anstatt die monoklonalen Aptamere f�r die
Zielidentifizierung zu verwenden, nutzten sie die gesamte
angereicherte Bibliothek als Affinit�tsmatrix zur simultanen
Identifizierung von Zielmolek�len durch LC/MS-Analyse.[149]

Diese Zielmolek�le k�nnten neue Biomarker repr�sentieren,
die mit bestimmten Differenzierungsgraden von reifen und
unreifen Zellen korrelieren. Wie dem auch sei, keines der
identifizierten Molek�le der zellspezifischen Aptamere
wurde bis jetzt gereinigt und homogenen Bindungsanalysen
unterzogen.

Die begrenzte Zahl an Proteinen, die bisher durch eine
Aptamer-basierte Pull-down-Analyse identifiziert werden
konnten, l�sst erahnen, wie schwierig Selektionen gegen
vitale Zellpopulationen sind – daher �berrascht es nicht, dass

sich diese Technik noch im
Anfangsstadium befindet. Dar-
�ber hinaus wird f�r die Iden-
tifizierung von Zielmolek�len
eine große Menge an gebunde-
nen Molek�len und somit eine
große Zahl von Zellen ben�tigt.
James und Fitter haben gezeigt,
dass f�r eine In-vitro-Selektion
auch eine Teilmenge von Pro-
teinen, wie sie z. B. im Blut ge-
funden werden kann, als Ziel-
mischung ausreicht.[157] Ein
�hnliches Selektionsprotokoll
wurde von Layzer and Sullen-
ger eingef�hrt. Sie selektierten
Aptamere gegen das Gamma-
Carboxyglutamins�ure enthal-
tene Proteom aus dem huma-

nen Plasma.[158] Bei beiden Ans�tzen konnten simultan Ap-
tamere gegen verschiedene Zielstrukturen angereichert
werden. Wegen der begrenzten Zahl m�glicher Zielstruktu-
ren ist die Identifizierung passender Aptamer-Zielstruktur-
Paare bei diesen Ans�tzen m�glicherweise wesentlich einfa-
cher als bei Gesamt-Zell-SELEX-Experimenten. Wendel und
Mitarbeiter haben Aptamere f�r Stammzellen f�r deren
Isolierung aus Mischungen identifiziert. Das Ziel ist letztlich
die Aggregation bestimmter Zellsubtypen mithilfe spezifi-
scher funktioneller Materialien.[159–163] Dieser Ansatz kann zu
„intelligenten“ Materialien auf Aptamerbasis f�hren.

4. Aptamere f�r die Zielstrukturvalidierung

Aptamere sind potente Inhibitoren ihrer Zielmolek�le
und eignen sich daher besonders f�r deren Validierung und
funktionelle Charakterisierung. Im letzten Jahrzehnt gab es
verschiedene Studien, in denen Aptamere f�r die Validierung
der Funktion eines Biomolek�ls in Zellkulturexperimenten
und in vivo eingesetzt wurden.[164–166] F�r die In-vivo-Cha-
rakterisierung k�nnen die Stabilit�t und die pharmakokine-
tischen Parameter durch positionsspezifische Modifikationen
wie 2’-Fluor-, 2’-Amino-, 2’-Methoxynucleotide sowie das

Abbildung 5. Die Identifizierung von Aptameren, die eine bestimmte Zellsubpopulation erkennen, gelingt
durch Anwendung eines FACS-Ger�tes als Bestandteil des SELEX-Prozesses.[148, 149] Individuelle Aptamere
sind Startpunkte f�r die Identifizierung neuer Antigene, die Entwicklung neuer diagnostischer Werkzeuge,
die Charakterisierung der biologischen Funktion des Antigens und die Entwicklung neuer Therapiestrate-
gien. PBMC= mononukle�re Zellen des peripheren Blutes.
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Anbringen von CAP-Strukturen (wie 3’-3’-dT) und Poly-
ethylenglycol (PEG) ver�ndert werden.[167, 168] Dies erm�g-
licht die vielseitige Anwendung von Aptameren in unter-
schiedlichen experimentellen Aufbauten und letztlich ihren
Einsatz als Wirkstoffe. Die Aptamertechnik macht eine
Vielzahl von Anwendungen f�r die Zielvalidierung und das
direkte Erkennen endogener Proteine m�glich. Die Synthese
von RNA-Aptameren durch die zelleigene Transkriptions-
maschinerie ist von großem Vorteil und bietet sicherlich eine
Alternative gegen�ber der Transfektion (Abbil-
dung 6).[165, 169–172] Die Analyse und Verbesserung der In-vivo-
Aktivit�t von in vitro selektierten Aptameren durch eine auf
dem Hefe-3-Hybrid-System beruhende Selektion ist k�rzlich
beschrieben worden.[173–177]

Lipid-basierte Transfektionen, die f�r die Transmem-
branlokalisation von Plasmiden und siRNA-Molek�len ein-
gesetzt werden, lassen sich ebenfalls f�r das Einbringen von
Aptameren in das Cytosol nutzen (Abbildung 6).[178] In einer
bahnbrechenden Studie von Lis et al. werden andere Me-
thoden wie Mikroinjektion, Rezeptor-vermittelte Internali-
sierung und die Entwicklung transgener Tiere, die das Apta-
mer unter Kontrolle eines konditionalen Promotors expri-
mieren, vorgestellt. Diese Methoden k�nnten sehr hilfreich
sein, um ein Aptamer in die Zelle einzuschleusen.[179] Die
�berpr�fung von intrazellul�ren Zielmolek�len mit Apta-
meren ist eine anspruchsvolle Aufgabe, da hierbei neben den
kinetischen und thermodynamischen Parametern auch die
cytoplasmatische Bereitstellung des Aptamers entscheidend
ist. Jede Methode hat ihre Einschr�nkungen und muss hin-
sichtlich Transfektionseffizienz und Ausleseformat optimiert
werden (ebenfalls abh�ngig vom Zelltyp). Prim�rzellen,
Gewebe und Organe lebender Tiere sind alles andere als gute
Ziele moderner Lipid-basierter Transfektionsverfahren. Die
Verwendung von ausgereiften rekombinanten Viren f�r die
Transfektion k�nnte hilfreich sein, doch sind wegen der ar-
beitsintensiven Vorgehensweisen kaum Publikationen hier-
�ber zu finden.[164, 165, 180] Weitere Studien werden notwendig
sein, um die breite Anwendbarkeit viraler Transfektionsme-
thoden nachzuweisen.

Ein alternativer Ansatz k�nnte aus den siRNA-Trans-
fektionsmethoden abgeleitet werden. SiRNA-Molek�le
konnten in verschiedene Gewebe eingebracht werden, indem
sie mit passenden Transportmolek�len, wie Peptiden, Lipi-
den, Cholesterol oder sogar zellspezifischen Aptameren,
ausgestattet wurden.[128, 181–185] Trotzdem wurde bis jetzt noch
keiner dieser Ans�tze f�r die Aptamertransfektion einge-
setzt. Es ist von großem Interesse, ob lipid- oder peptidver-
mittelte Transfektionen ebenfalls f�r die zellul�re Translo-
kalisation von Aptameren geeignet sind. �hnlich zu den Off-
Target-Effekten, die bei der Anwendung von siRNA-Mole-
k�len beobachtet werden,[186,187] muss den sekund�ren endo-
genen Zielmolek�len und Off-Target-Effekten von Aptame-
ren in zuk�nftigen Experimenten intensive Beachtung ge-
schenkt werden; nur dies erm�glicht die pr�zise Interpreta-
tion des Aptamer-induzierten Ph�notyps. F�r einen umfas-
senden und zuverl�ssigen Vergleich der Aptamertechnik zur
Zielmolek�lvalidierung mit anderen Techniken auf zellul�rer
Ebene ist eine Gegen�berstellung dieser Daten zwingend
erforderlich.[188] Daten zur Funktion eines Zielmolek�ls, die
bei der Aufkl�rung einer Zielstruktur auf Proteinebene durch
die Anwendung von Aptameren generiert werden, sind
komplement�r zu entsprechenden Daten aus siRNA- und
Knock-out-Experimenten. Die Kombination beider Metho-
den k�nnte eine genaue Analyse der Funktion eines Biomo-
lek�ls m�glich machen.

In einer aktuellen Studie demonstrierten Clary et al., dass
sich wirkstoffresistente Ph�notypen von Krebszellen, die eine
DOX-Unempfindlichkeit zeigen, durch die synergistischen
Wirkungen eines Aptamers gegen NF-kB unterdr�cken
lassen.[174, 189, 190] DOX-Resistenz entwickelt sich durch eine
Aktivierung von NF-kB, weshalb das Anti-NF-kB-Aptamer
einen positiven Einfluss hatte. In einer anderen Studie fanden
Chan et al. heraus, dass die Expression des Anti-NF-kB-Ap-
tamers in Kombination mit einem Anti-NF-kB-siRNA-Mo-
lek�l zu einer quantitativen Inhibition der NF-kB-Funktion in
S�ugetierzellen (Hela) f�hrte. Dagegen l�sst sich eine nicht-
quantitative Inhibition bei einer getrennten Expression des
Aptamers oder des siRNA-Molek�ls beobachten.[191] Das
Aptamer AGRO100, auch bekannt unter dem Namen
AS1411, erkennt Nucleolin; es geh�rt zur Familie der G-rei-
chen Oligodesoxynucleotide, die daf�r bekannt sind, stabile
G-Quartettstrukturen zu bilden und die Proliferation von
Krebszellen zu inhibieren.[192, 193] Dieses Aptamer wurde in
klinischen Studien als Tumortherapeutikum eingesetzt. Die
Inhibition der Krebszellproliferation beruht darauf, dass das
Aptamer mit Cofaktoren wie der Methyltransferase 5 oder
NF-kB essential Modulator (NEMO) um die Assoziation mit
Nucleolin konkurriert. Dies l�sst darauf schließen, dass
Nucleolin f�r die NF-kB-Regulation notwendig ist.[194, 195] In
einer weiteren Studie f�hrte die Behandlung von Brust-
krebszellen mit AGRO100 zu einer erh�hten Instabilit�t des
BCL-2-mRNA-Transkripts.[196] Diese Daten zeigen, dass die
genaue Analyse des Wirkmechanismus eines Aptamers zu
neuen Erkenntnissen �ber die Molekularbiologie des Ziel-
molek�ls f�hren k�nnte und so den Weg hin zu neuen Ziel-
molek�len f�r die Entwicklung neuartiger Therapien ebnen
kann.

Abbildung 6. Zellul�res Einbringen von Aptameren. Aptamere k�nnen
durch modernste Lipofektionsverfahren transfiziert oder durch die zel-
lul�re Transkriptionsmaschinerie in der Zelle exprimiert werden. F�r
die zweite M�glichkeit wurden Transfektionen mit Plasmiden, die f�r
das Aptamer kodieren, oder Infektionen mit rekombinanten Viren, die
die genetische Information f�r die Aptamerproduktion enthalten, be-
schrieben.
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5. Wirkstoffentwicklung mithilfe von Aptameren

Die Modifizierung von Aptameren mit fluoreszierenden
Reportergruppen erm�glicht ihren Einsatz in Screening-Ex-
perimenten bei hohem Durchsatz. In diesen Experimenten
wird das Aptamer als kompetitive Reportersonde eingesetzt,
um niedermolekulare Molek�lbibliotheken nach Verbindun-
gen zu durchsuchen, die das Zielprotein binden k�nnen und
dementsprechend mit dem Aptamer um die Bindung kon-
kurrieren. Die erste Ver�ffentlichung in diesem Bereich
stammt aus dem Jahr 2001: Green et al. verwendeten ein
Anti-PDGF-Aptamer bei der Durchsuchung einer kleinen
Bibliothek niedermolekularer Substanzen, von denen man
wusste, dass sie PDGF binden und seine Funktion, analog
zum selektierten Aptamer, inhibieren.[197,198] W�hrend bei der
Studie von Green et al. radioaktiv markierte Aptamere ein-
gesetzt wurden, verwendeten Famulok und Mitarbeiter so
genannte Aptazyme f�r das Hochdurchsatz-Screening.[199,200]

Aptazyme sind RNA-Molek�le, die aus zwei Dom�nen auf-
gebaut sind: eine cis- oder trans-spaltende Ribozymdom�ne
und eine zweite Aptamerdom�ne, die nach Bindung eines
Effektormolek�ls in der Ribozymdom�ne einen Konforma-
tionswechsel induziert.[201, 202] Dieser Aufbau kann zur exo-
genen Kontrolle der Ribozymaktivit�t sowie zum Screening
einer Bibliothek diverser Antibiotika, die mit dem Anti-HIV-
1-rev-Aptamer um die Bindung an das rev-Protein konkur-
rieren, genutzt werden. Bemerkenswerterweise hat die iden-
tifizierte Verbindung Cumermycin A1 Aptamer-�hnliche Ei-
genschaften und inhibiert die Virusreplikation im Zellkul-
turmodell (Abbildung 7). Mithilfe eines sehr �hnlichen An-
satzes unter Verwendung einer kommerziell erh�ltlichen Bi-
bliothek niedermolekularer Substanzen wurden Inhibitoren
der reversen Transkriptase von HIV-1 identifiziert (Abbil-
dung 7).[203] Die Verbindung SY-3E4 hemmte die Virusrepli-
kation bei HIV-1-St�mmen, die gegen bekannte Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren resistent sind. Die Herstellung von
Aptazymen ist allerdings kompliziert – will man Aptazyme in
der Zukunft tats�chlich zur Regulation der Genexpression
einsetzen,[204–207] so m�ssen hier einfache Verfahren entwi-
ckelt werden, die eine Anpassung eines Aptamers an uni-
verselle Screening-Anwendungen erm�glichen.

Ein entsprechender Ansatz beruhte auf Fluoreszenzpo-
larisation und fluoreszenzmarkierten Aptameren. Dabei
stammte das Auslesesignal direkt vom Aptamer und korre-
lierte strikt mit dem Zustand der Bindung zum Zielmole-
k�l.[208, 209] Diese Strategie f�hrte zur Identifizierung von
SecinH3, das Cytohesin bindet und mit dem Anti-Cytohesin-
Aptamer M69 konkurriert (Abbildung 7).[164, 210] Außerdem
war die Verbindung bei der weiteren Aufkl�rung der Funk-
tion von Cytohesinen in Tieren hilfreich.[210, 211] Mithilfe eines
anderen Ansatzes identifizierten Li et al. einen neuen Inhi-
bitor der Adenosin-Desaminase.[212] Ihr Screening-Assay ba-
sierte auf einem Aptamer, das nur Adenin und nicht das
Produkt der Desaminase-Enzymaktivit�t erkennt. Auf diese
Weise konnte mit dem Aptamer die enzymatische Aktivit�t
verfolgt werden. Eine �hnliche Strategie verfolgten Sriniva-
san et al.[213] Sie verwendeten ein Aptamer, dessen Affinit�t
zu Adenosindiphosphat 330-mal h�her war als zu Adenosin-
triphosphat. Dieses Aptamer ist ein n�tzliches Reagens zur

Detektion von Adenosindiphosphat, das bei Kinaseaktivit�-
ten aus Adenosintriphosphat gebildet wird.

Die hier aufgef�hrten Beispiele demonstrieren, dass Ap-
tamere zur Identifizierung niedermolekularer Substanzen mit
proteinhemmenden Eigenschaften eingesetzt werden
k�nnen. Große Aufmerksamkeit erregte ein Ansatz, der es
erm�glicht, durch direkte Konkurrenz-Assays und Fluores-
zenzdetektion die chemischen Informationen, die in der
Struktur des Aptamers gespeichert sind, auf eine niedermo-
lekulare Substanz zu �bertragen.[208, 214] Durch diese Metho-
den identifizierte Verbindungen zeigten Aptamer-�hnliche
Aktivit�ten und stellen so eine direkte Verbindung zwischen
Makromolek�len und niedermolekularen Verbindungen her.
Abbildung 7 gibt einen �berblick �ber Protein-Inhibitoren,
die durch Techniken auf Aptamerbasis identifiziert wurden.

6. Aptamere als Wirkstoffe

Aptamere k�nnen nicht nur zur Entdeckung niedermo-
lekularer Wirkstoffkandidaten verwendet werden – sie
k�nnen auch selbst Wirkstoffe sein.[215] In der Tat war dies
eines der ersten Gebiete, das als vielversprechend f�r einen
Einsatz von Aptameren angesehen wurde. Da Aptamere nur
eingeschr�nkt membrang�ngig sind, wurde eine große
Mehrheit von ihnen gegen extrazellul�re Proteine selektiert.
Wie schon in Abschnitt 2 besprochen, lassen sich Aptamere
mit einer erh�hten Stabilit�t gegen�ber Nucleasen isolieren,
indem modifizierte Nucleotide, die mit den enzymatischen

Abbildung 7. Niedermolekulare Wirkstoffe, identifiziert durch Aptamer-
basierte Screening-Experimente bei hohem Durchsatz. Der Name der
Verbindung (oben) und das prim�re biologische Ziel (unten) sind auf-
gef�hrt.
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Schritten der Selektion kompatibel sind, eingesetzt werden.
Alternativ sind Aptamere auch nach der Selektion modifi-
zierbar. Dabei werden sie mit verschiedenen chemischen
Einheiten ausgestattet, die ihre Stabilit�t erh�hen und zu
einer verbesserten Pharmakokinetik f�hren.[167, 168]

Healy et al. haben den Einfluss unterschiedlicher Modi-
fizierungen – z. B. PEG20, PEG40, Cholesterol oder zell-
durchl�ssiger Peptide (tat/antennapedia) – auf die Pharma-
kokinetik und Bioverteilung des Anti-TGFb-2-Aptamers
untersucht (Schema 8).[168] Das Aptamer wurde mit 2’-Fluor-

und 2’-Methoxy-Modifikationen ausgestattet, da die nicht-
modifizierte Form in Blut binnen 48 Stunden nach der In-
jektion komplett abgebaut wird. In Einklang mit fr�heren
Studien erh�hte eine Konjugation mit PEG die Halbwerts-
zeit. Cholesterol-modifizierte Aptamere wurden schneller
aus dem Plasma entfernt; dieser Vorgang wurde entgegen der
Erwartung nicht durch Zugabe zelldurchl�ssiger Peptide be-
schleunigt. Eine erh�hte Akkumulation des Aptamers in den
Nieren erfolgte bei einer Konjugation mit dem Antennape-
dia-Peptid. Alle Modifikationen f�hrten indes zu einer si-
gnifikanten Anreicherung des Aptamers in Niere, Leber,
Milz, Herz und mediastinalen Lymphknoten. Dieses Beispiel
veranschaulicht, wie verschiedene funktionelle Gruppen die
pharmakokinetischen Eigenschaften von Aptameren ver�n-
dern. Dennoch muss jeder Aptamer-Wirkstoffkandidat indi-
viduell untersucht werden, da es sequenzabh�ngige Unter-
schiede in der Bioverteilung und Pharmakokinetik gibt.

Die US-amerikanische Food and Drug Administration
(FDA) hat bis jetzt nur ein Aptamer, Macugen, als Wirkstoff
zugelassen, die Zulassung weiterer w�re sehr wichtig f�r das
Gebiet. Gegenw�rtig werden einige aussichtsreiche Apta-
mere und Spiegelmere (RNA-Aptamere mit l-Enantiomer-
Baubl�cken)[216, 217] in klinischen Studien bei unterschiedli-
chen Indikationen und Krankheitsbildern angewendet (Ta-
belle 1). Neben der Behandlung von Krebs und kardiovas-
kul�ren Erkrankungen hat die Anwendung als Antikoagulanz
die gr�ßte Bedeutung f�r Aptamere.[209] Das erste zu diesem

Zweck eingesetzte Aptamer war ein Anti-Thrombin-G-
Quadruplex bildendes 15-meres Oligodesoxynucleotid.[218–220]

Es wurden bereits klinische Studien der Phase I mit dem
Aptamer, das unter dem Namen ARC183 oder HD1 w�hrend
Aortokoronarer-Bypass-Operationen (CABG) einsetzbar ist,
durchgef�hrt. Da zum Erzielen einer Wirkung jedoch die
Verabreichung hoher Dosen erforderlich war, wurde die
Entwicklung jedoch anschließend gestoppt.[221]

K�rzlich wurden verbesserte Anti-Thrombin-Aptamere
entwickelt, die auf dem Konzept der Multivalenz beruhen.
Dabei wurden Exosite I und Exosite II bindende Aptamere
durch Br�ckeneinheiten verkn�pft, um ein bivalentes Apta-
mer mit vorz�glichen Aktivit�ten zu kreieren (Sche-
ma 9A).[222, 223] Wir konnten die außerordentlichen antiko-
agulierenden Eigenschaften des bivalenten Anti-Thrombin-
Aptamers demonstrieren, das obendrein den Vorteil hat, dass
es sich durch zugeschnittene komplement�re (Antisense-)
Molek�le inaktivieren l�sst.[224] Urspr�nglich beschrieben
2002 Sullenger und Mitarbeiter den Einsatz komplement�rer
Oligonucleotide als Antidote f�r Aptamere.[225–227] Sie entwi-
ckelten ein Aptamer, das den Blutkoagulationsfaktor IXa
erkennt. Zus�tzlich konnte die antikoagulierende Aktivit�t in
vivo f�r die 5’-Cholesterol- und 3’-Desoxythymidin-CAP-
modifizierte Variante des Anti-FIXa-Aptamers nachgewie-
sen werden. Ein 2’-Methoxy-derivatisierter Antisense-Strang,
der komplement�r zu 17 Nucleotiden des Aptamers ist, zeigte
eine Interferenz mit der Aptameraktivit�t im Mausmodell
und beim Menschen.[228–230] Ein anderes Aptamer, das den
Von-Willebrand-Faktor (vWF) erkennt, wurde schon in kli-

Schema 8. Das Anti-TGFb-2-Aptamer ARC83 besteht aus 2’-Fluorpy-
rimidin-Nucleotiden und 2’-Methoxy-modifizierten Purinen (unmodifi-
zierte Positionen sind grau). Die 5’-Position tr�gt eine Aminogruppe,
um weitere Modifizierungen zu erleichtern, z.B. Peptidkupplungen
�ber C-terminale Cysteinreste mit dem kommerziell erh�ltlichen Rea-
gens N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)proprionat (SPDP) oder die Ein-
f�hrung von Polyethylenglycolresten unter Verwendung von NHS.

Tabelle 1: Aptamere, die derzeit in klinischen und pr�klinischen Studien
bewertet werden.

Aptamer Zielstruktur Krankheitsbild

NOX-B11 Ghrelin Adipositas
E-10030 Platelet-derived growth

factor (PDGF)
altersbedingte Makuladegene-
ration (AMD)

NU172 Thrombin aortokoronarer Bypass(CABG)
ARC1779 Von-Willebrand-Faktor akutes Koronarsyndrom (ACS)
AS1411 Nucleolin chronische myeloische Leu-

k�mie (AML)
REG1 Faktor IXa aortokoronarer Bypass(CABG)

Schema 9. Bivalente Aptamere. A) Heterobivalente Aptamere (graue
und schwarze Fl�che), die ein Protein �ber zwei verschiedene Dom�-
nen erkennen, k�nnen verbesserte Hemmeigenschaften aufweisen.
B) Homobivalente Aptamere (schwarze Fl�che), die Zelloberfl�chenre-
zeptoren erkennen, k�nnen eine Rezeptordimerisierung induzieren und
so Zellsignalwege aktivieren.
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nischen Studien eingesetzt. Dieses Aptamer wird als Anti-
thrombosereagens f�r die Behandlung von Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (ACS) in Erw�gung gezogen. Erste
Studien am Menschen haben die Erwartungen erf�llt : Sie
belegten eine Inhibition der vWF-vermittelten Aggregation
der Blutbl�ttchen in vivo.[231] Oney et al. demonstrierten mit
einem zugeschnittenen Antisense-Molek�l, dass die Inhibi-
toraktivit�t des Anti-vWF-Aptamers umkehrbar ist.[232] Unter
diesem Aspekt kann das Sicherheitsprofil von Aptamer-ba-
sierten Medikamenten verbessert werden, und ung�nstige
Nebenwirkungen lassen sich minimieren.

Wie oben erw�hnt, ist Macugen (oder Pegaptanib Sodium
Injection) das einzige von der FDA zugelassene Aptamer. Es
wird f�r die Behandlung der feuchten Form der altersbe-
dingten Maculadegeneration (AMD) eingesetzt.[233] Macugen
erkennt die 165 Aminos�uren der verk�rzten Isoform des
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Es wird durch
eine intravitreale Injektion von 6 nmol alle sechs Wochen
verabreicht. Macugen wirkt effizient und hoch spezifisch
(auch bei verschiedenen VEGF-Isoformen) und gilt damit als
sehr sicher. Da VEGF eine wichtige Rolle bei physiologi-
schen Ereignissen spielt, ist dieser Umstand �beraus wichtig.
Die Behandlungskosten sind mit 12 500 $ allerdings sehr
hoch.[234] Alternativ kann AMD mit Antik�rper-abgeleiteten
VEGF-Inhibitoren wie Bevacizumab und Ranibizumab be-
handelt werden.[235, 236] Ranibizumab wurde 2006 von der FDA
f�r die Behandlung von AMD-Patienten zugelassen, da eine
Verbesserung des Sehverm�gens nachgewiesen werden
konnte. Dieser bemerkenswerte Befund unterscheidet die
Antik�rperbehandlung von anderen verf�gbaren Therapien
und k�nnte durch die unspezifische Bindung des Antik�rpers
an alle VEGF-Isoformen erkl�rt werden.

Sullenger und Mitarbeiter f�hrten unl�ngst agonistische
Aptamere ein, die T-Zellen stimulieren k�nnen und dabei das
Tumorwachstum in M�usen effizient inhibieren. Sie identifi-
zierten den costimulatorischen Rezeptor 4-1BB, der in akti-
vierten T-Zellen hochreguliert ist, als Zielstruktur eines Ap-
tamers.[237] Agonistische Antik�rper, die 4-1BB binden, er-
h�hen die Tumorimmunit�t und Tumorabstoßung in
M�usen.[238] Ein multivalentes Aptamerkonstrukt aus zwei
identischen Aptamerdom�nen, die durch eine zentrale
Stammstruktur verbunden sind, zeigte ganz �hnlich eine ef-
fektive T-Zellstimulation und induzierte Tumorabstoßung in
M�usen (Schema 9B). Erst k�rzlich erweiterte die gleiche
Gruppe den Ansatz der bivalenten agonistischen Aptamere
auf das Zielmolek�l OX40 (einen Tumornekrosefaktor-Re-
zeptor).[239]

Entsprechend beschrieben Wang et al. die Identifizierung
eines Aptamers f�r Midkine, einen Heparin bindenden
Wachstumsfaktor. Durch die Anwendung des Aptamers kam
es zu einer Vermehrung von regulatorischen T-Zellen, die
wiederum Symptome f�r die experimentelle Autoim-
munencephalomyelitis (EAE), ein Modell f�r die schwer-
wiegende Krankheit Multiple Sklerose, verringerten.[240]

Dies sind interessante Beispiele f�r an Zelloberfl�chen-
rezeptoren bindende bivalente Aptamere, die nach der Um-
wandlung in agonistische Varianten analog zu Antik�rpern
die Aggregation (Clustering) von Rezeptoren hervorrufen
k�nnen. Die vorgestellten Beispiele zeigen M�glichkeiten f�r

hoch entwickelte Therapieans�tze auf, die auf den �berra-
genden Aktivit�ten von Aptameren und modifizierten Vari-
anten beruhen. Aptamere k�nnten dank ihrer geringen Im-
munogenit�t und ihrer guten Zellerkennungseigenschaften
als Wirkstoffe mit geringen Nebenwirkungen infrage
kommen. Dennoch m�ssen Nebenwirkungen von Aptame-
ren, z. B. Toll-like-Rezeptor-vermittelte immunologische
Antworten auf dem B-und T-Zell-Niveau, genau untersucht
werden – allerdings werden Langzeitstudien zur Sicherheit
von Aptamerbehandlungen erst dann verf�gbar sein, wenn
weitere Aptamere zugelassen und in der Klinik angewendet
worden sind.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Seit ihrer ersten Beschreibung 1990 haben sich Aptamere
zu einem ausgereiften Forschungsgebiet entwickelt, das
wichtige Beitr�ge zur biologischen und medizinischen For-
schung leistet. Der pr�parative und enzymatische Zugang zu
Aptameren erm�glicht deren seitenspezifische und gezielte
Modifizierung, um sie f�r verschiedene Anwendungen – f�r
die Zielvalidierung, als Diagnostika und als Wirkstoffe – an-
zupassen. Aptamere haben den Vorteil, dass sie keine Im-
munantwort ausl�sen, zumindest auf Antik�rperebene. Eine
m�gliche Anwendung von Aptameren ist auch die Identifi-
zierung von Zelloberfl�chenrezeptoren, die mit einem pa-
thogenen Zustand der Zelle assoziiert sind; weitere For-
schungen werden zeigen, ob die Aptamertechnik auch einen
Beitrag zu diesem Gebiet leisten kann. Vor diesem Hinter-
grund stellt sich die Aptamertechnik als eine integrierte
Technologieplattform dar. Die Identifizierung von Aptame-
ren ist allerdings arbeitsintensiv, weshalb zur Zielstrukturva-
lidierung noch immer bevorzugt andere Techniken auf Nu-
cleins�urebasis, wie die siRNA- oder die Antisense-Technik,
eingesetzt werden. Zur Verringerung des Arbeitsaufwands ist
die Entwicklung von einfachen SELEX-Verfahren, z. B.
durch das Bereitstellen sofort einsetzbarer SELEX-Kits, er-
forderlich; jeder ge�bte Wissenschaftler oder technische As-
sistent k�nnte so die Methode der In-vitro-Selektion anwen-
den. F�r die Charakterisierung eines identifizierten Zielgens
durch siRNAs sind Protein-Inhibitoren zwingend erforder-
lich, ansonsten k�nnte die Interpretation der Ph�notypen
wegen Off-Target-Effekten suboptimal sein.[241–243] Aptamere
und siRNAs erg�nzen sich daher, und durch ihre Kombina-
tion k�nnte man eine leistungsf�hige Technik erhalten. Ap-
tamere sind exzellente Hilfsmittel f�r die chemische Biologie.
Die pr�zise Anwendung und Aktivit�tskontrolle von Apta-
meren erm�glichen die genaue Erkennung und hochaufge-
l�ste Analyse von Biomolek�len. In aktuellen Arbeiten
wurden Aptamere zur Identifizierung niedermolekularer
Wirkstoffen eingesetzt, die Aptamer-�hnliche Eigenschaften
aufweisen. Dies k�nnte den Weg zur Entwicklung neuartiger
Protein-Inhibitoren ebnen. Die kommenden Jahre werden
zeigen, ob sich die Aptamere als neue Wirkstoffklasse und
diagnostisches Werkzeug f�r den klinischen Alltag durchzu-
setzen verm�gen.
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