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Aptamere

Aptamere sind kurze einzelstringige Nucleinsduren mit einer klar

Angewandte

Aus dem Inhalt

definierten dreidimensionalen Faltung. Sie zeigen eine hohe Affinitit

und Spezifitdt fiir ihre Zielstrukturen und inhibieren deren biologische
Funktionen. Aptamere gehoren zur Stoffklasse der Nucleinsduren und
konnen entweder chemisch, enzymatisch oder durch Kombination

beider Methoden hergestellt werden. Daher konnen 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.

1. Einfiihrung

In den 1960er Jahren beschrieben Spiegelman et al. die
ersten Evolutionsexperimente mit Nucleinsiuren."™ Thre
Arbeiten beruhten auf der RNA-abhingigen RNA-Replikase
fiir die Replikation bestimmter RNA-Spezies. Spéter hatte
die 1986 von Mullis et al. entdeckte Polymerasekettenreak-
tion (PCR) einen groBen Einfluss auf die Molekularbiologie
im Allgemeinen und Evolutionsexperimente im Besonde-
ren.) Gerade vier Jahre nach der Beschreibung der PCR
wurde die systematische Identifizierung von Nucleinsduren
mit definierten Eigenschaften durch In-vitro-Selektionstech-
niken, auch SELEX (Systematic Enrichment of Ligands by
Exponential Amplification) genannt, vorgestellt. Die PCR-
Methode ermoglicht in vitro die spezifische Vervielfiltigung
von jeglichen einzel- oder doppelstrangigen DNA-Templaten
unter Verwendung von komplementédren Primern, Desoxy-
nucleotiden und hitzestabilen DNA-Polymerasen.') Durch
diese Technik lésst sich prinzipiell jede Nucleinsdure, unab-
hingig von ihrer Linge und Sequenz, amplifizieren.

Drei Arbeitsgruppen gelang 1990 unabhéngig voneinan-
der die Isolierung von kurzen Nucleinsiduren, die durch einen
definierten Versuchsaufbau festgelegte Eigenschaften auf-
wiesen: Ellington und Szostak berichteten von RNA-Mole-
kiilen, die an einen kleinen organischen Farbstoff binden. Sie
nannten diese RNAs Aptamere — eine Wortchimére aus dem
lateinischen Ausdruck ,,aptus* (passen) und dem griechischen
Wort ,,meros® (Teil)."!! Ein zweiter Artikel von Tuerk und
Gold beschrieb den Prozess der Selektion von Bakteriopha-
ge-T4-DNA-Polymerase ~ bindenden = RNA-Molekiilen.
Diesen Prozess bezeichneten sie als SELEX.['?l Robertson
und Joyce schilderten die Anwendung der In-vitro-Selektion
zur Anpassung der Gruppe-I-Ribozym-Spaltungsreaktion an
DNA anstatt einzelstringiger RNA.[® Diese wegweisenden
Arbeiten zeigten schon damals das enorme Potenzial der In-
vitro-Selektion zur Isolierung von Nucleinsduren mit ausge-
kliigelten Eigenschaften.

Es folgten verschiedenste Studien, die eindeutig die Er-
wartungen an die Aptamertechnik bestidtigten, dass Nu-
cleinsduren auB3er als reine Blaupause des genetischen Codes
oder als starres Material fiir Nanoarchitekturen*?"! auch als
anspruchsvolle funktionelle Einheiten fungieren konnen. Ein
weiterer Beweis fiir die Vielfdltigkeit von Nucleinsiduren
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gelang durch die Entdeckung von kleinen, nichtkodierenden
RNA-Molekiilen und RNA-Schaltern, die Schliisselrollen als
Regulationselemente bei der Genexpression in Bakterien,
Eukaryoten und hoheren Organismen spielen.”'*! Beson-
ders RNA-Schalter zeigen, dass die Natur schon seit langem
Aptamerdoménen nutzt, um eine hoch affine und spezifische
Bindung kleiner Metaboliten sicherzustellen.?*? Nuclein-
sduresequenzen haben eine definierte Funktion, die sich aus
ihrer dreidimensionalen Faltung ergibt, und enthalten den
Bauplan fiir ihre Synthese in ihrer eigenen Primérsequenz.
Durch chemische Synthese kann ein Aptamer mit einer
Vielzahl von zusétzlichen funktionellen Gruppen ausgestattet
werden und ldsst sich so fiir jede Anwendung anpassen.
Kombinatorische Festphasensynthese liefert die randomi-
sierte Startbibliothek, anschlieBend folgt ein von enzymati-
schen Methoden geprégter In-vitro-Selektionsprozess, und
zum Schluss kann jedes gefundene Aptamer durch chemische
Synthese weitermodifiziert werden (Abbildung 1).

Die frithen Selektionsverfahren fiir Proteine waren
mithsam, und es dauerte oft mehrere Monate, bis spezifische
Aptamere fiir das gewiinschte Protein identifiziert wurden.
Heutzutage hat sich der Selektionsprozess dank ausgefeilter
Methoden, die unter anderem Affinititspartikel,*” Kapillar-
elektrophorese,®*  Oberflichenplasmonenresonanz,***"
HPLCP! und automatisierte Prozesse®**! nutzen, auf wenige
Tage verkiirzt. Diese hoch entwickelten Selektionsprozesse
sind ebenfalls den sehr gut replizierbaren Nucleinsiure-
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bibliotheken zu verdanken, die kaum Artefakte, z. B. mole-
kulare Parasiten (DNA-Sequenzen mit hervorragenden Re-
plikationseigenschaften — meist kiirzer oder ldnger als die
DNA-Bibliothek), akkumulieren. Die Verwendung automa-
tisierter Arbeitsstationen setzt eine Immobilisierung des
Zielmolekiils an magnetischen Partikeln®*! voraus. Ent-
sprechende Verfahren sind so optimiert, dass keine Reinigung
von Nucleinsdureintermediaten notwendig ist, was eine si-
multane Selektion von Aptameren gegen bis zu acht Ziel-
molekiile ermdglicht. Fiir In-vitro-Selektionen wurden aufler
linearen Nucleinsdurebibliotheken (Abbildung 1B) auch
strukturell eingeschrdnkte Bibliotheken mit definierten Se-
kundirstrukturelementen eingesetzt.’”*) Diese Bibliotheken
haben den Vorteil, dass eine Verkiirzung und Strukturbe-
stimmung eines repridsentativen Aptamers unkompliziert
ist.!l Eine effiziente Kombination von chemischer Synthese
mit Selelektionsprozessen wurde kiirzlich von Bugaut et al.
demonstriert.*?! Sie synthetisierten eine Bibliothek mit 2'-
Amino-2'-desoxyuridin, die an 14 Positionen randomisiert
war. Vor der Inkubation mit dem Zielmolekiil wurde diese
Bibliothek posttranskriptional mit einer Mischung aus drei
Aldehyden modifiziert (Schema 1). Nach der Inkubation und
dem Eluieren der gebundenen RNA-Molekiile wurden die
Aldehyde abgespalten, um die enzymatische Replikation und
Amplifikation der isolierten RNA zu ermoglichen.

Der wohl grofite Nachteil der SELEX-Methode ist die
schlechte Vorhersagbarkeit des Selektionserfolges. Wahrend
die Parameter des Aptamers selbst, wie Affinitidt und Spezi-
fitdt, im Verlauf der Selektion verfolgt werden konnen, ist es a
priori nicht moglich, die Fiahigkeit des Zielmolekiils zur Ap-
tamerbindung zu beurteilen. Bei Proteinen kann der iso-
elektrische Punkt (pI) einen Hinweis darauf geben, ob sich
das Zielmolekiil fir SELEX eignet oder nicht. Im Allge-
meinen sind Proteine, die unter physiologischen Bedingungen
(pH 7.0-7.4) positiv geladen sind, exzellente Zielmolekiile.
Ein pI <7 deutet aber keineswegs unbedingt an, dass fiir das
Zielprotein keine Aptamere angereichert werden konnen,
denn in zahlreichen Veroffentlichungen wurde die erfolgrei-
che Selektion von Aptameren fiir Proteine mit einem pl <7
beschrieben. Diese Beispiele zeigen, dass der pI-Wert allein
kein verléssliches Kriterium fiir die Bewertung eines geeig-
neten Zielproteins fiir eine SELEX ist. Vor allem unter den
Selektionsbedingungen kann die Instabilitit der Zielprote-
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Abbildung 1. A) Dimethoxytrityl(DMT)-geschiitzte Desoxynucleosid-
Phosphoramidite fuir die Festphasensynthese von DNA (PG: Schutz-
gruppe). B) Nucleinsiurebibliotheken kénnen durch definierte Primer-
Bindungsstellen, die randomisierte Bereiche (N) flankieren, syntheti-
siert werden. C) Enzymatische Methoden sind unerlisslich fiir den In-
vitro-Selektionsprozess (oberer Kreis), der aus vier Schliisselschritten
besteht: Inkubation der Nucleinsiurebibliothek (DNA-Bibliothek) mit
ausgewihltem Zielmolekil, Trennung gebundener von ungebundenen
Nucleinsiuren, Elution der gebundenen Nucleinsiuren und Vervielfilti-
gung der eluierten Nucleinsduren. Ist ein Aptamer identifiziert, kann
es fuir verschiedene Anwendungen angepasst werden (unterer Kreis),
z.B. zur Charakterisierung, Validierung und Identifizierung von Ziel-
strukturen sowie fiir die Diagnostik.

inkonformation zum ernsthaften Problem werden. Da Apta-
mere nur eine bestimmte dreidimensionale Struktur erken-
nen, kommt es wegen Konformationsidnderungen des Prote-
ins zum Verlust potenzieller Aptamere wéihrend 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 Affinitdtsmatrix gekuppelt wird. Noch
gibt es kein Vorhersagemodell, das die A-priori-Beurteilung
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Schema 1. 2'-Amino-2"-desoxyuridin enthaltende RNA-Bibliotheken
kénnen mit Aldehyden (graue Késten) modifiziert werden, um so die
Strukturdiversitdt der RNA-Bibliothek zu erhshen.*!

des Selektionserfolges fiir ein Zielmolekiil ermoglicht. Aus
diesem Grund muss immer der gesamte Selektionsprozess
durchlaufen werden, ehe eine Aussage iiber den Erfolg einer
Selektion getroffen werden kann. Die Wahrscheinlichkeit
einer erfolgreichen Selektion mit einem homogenen Ziel-
protein unter automatisierten Selektionsbedingungen betragt
etwa 75 % .24

Die immer breitere Anwendung von Aptameren in der
Grundlagenforschung und der Medizin zeigt sich daran, dass
die Zahl von Veroffentlichungen auf diesem Gebiet vor allem
wihrend der letzten fiinf Jahre stark gestiegen ist.”*! Eine
Suche des Stichwortes ,,Aptamer**“ bei Web of Science lie-
ferte 2417 publizierte Artikel und 44158 Zitierungen (Stand:
21.11.2008). Erwédhnenswert ist auch das stete Wachstum der
publizierten Artikel und Zitierungen pro Jahr mit einem
starken Anstieg ab 2002 (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Zitierungen bei Web of Science bei der Suche mit dem
Stichwort ,,Aptamer** (Stand: 21.11. 2008).
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In diesem Aufsatz sollen die neuesten Entwicklungen auf
dem Gebiet der Aptamere zusammengefasst werden, wobei
die chemische und enzymatische Modifizierung von Apta-
meren fiir deren Anpassung an bestimmte Anwendungen im
Vordergrund stehen soll. Fiir den Leser soll klar werden, wie
sich synthetische Aptamere zur Zielstrukturidentifizierung
und als Validierungswerkzeug einsetzen lassen. Die Verwen-
dung von Aptameren fiir die Diagnostik und Wirkstofffin-
dung soll ebenso erliutert werden. !

2. Aptamere — biologische und chemische
Substanzen

Aptamere sind kurze einzelstriangige Nucleinsduren, die
sich durch eine definierte dreidimensionale Struktur aus-
zeichnen und dadurch eine hohe Affinitit zu einem Zielmo-
lekiil zeigen. DNA- und RNA-Polymerasen sind fiir den In-
vitro-Selektionsprozess unentbehrlich, da sie die korrekte
Replikation der selektierten Sequenzen sicherstellen. Durch
die Einfiihrung von Punktmutationen erhohen sie die Cova-
rianz der selektierten Nucleinsduren. Es wurden unter-
schiedlich modifizierte Nucleotide beschrieben, die mit den
enzymatischen Schritten des Selektionsprozesses kompatibel
sind. Dadurch koénnen die chemische Diversitdt erhoht und
die biologischen Eigenschaften der Nucleinsdurebibliotheken
erweitert werden (Abbildung 3).*! Diese Modifizierungen
wurden entweder am Phosphat/Ribose-Riickgrat oder an der
Nucleobase eingefiihrt.*s! Der Austausch des DNA-Phos-
phatriickgrats gegen ein Phosphorthioat erhoht die Stabilitét
gegen Nucleasen und ermoglicht dadurch den Einsatz solcher
Molekiile innerhalb der Zelle. Auer Antisense-Molekiilen
wie Vitravene wurden auch Aptamere mit Phosphorthioat-
Riickgrat beschrieben. ™ Die bedeutendste Modifizierung
von Aptameren ist jedoch die Derivatisierung der 2'-Ribose.
Diese Position trigt signifikant zur Stabilitdt von RNA-Ap-
tameren bei, und schon hiufig wurden 2'-Fluor- und 2'-
Amino-2'-Desoxypyrimidinnucleotidtriphosphate fiir 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 fiir die In-vitro-Transkription tole-
riert.”"? Die Anwendbarkeit der zuletzt erwihnten Modifi-
kation wihrend des In-vitro-Selektionsprozesses ist jedoch
eingeschrénkt, da RNA-Molekiile damit nicht als Templat fiir
die reverse Transkription infrage kommen. Der Einsatz fi-
xierter Nucleinsduretriphosphate (locked-nucleic acid (LNA)
triphosphates) fiir die PCR und die In-vitro-Transkription
wurde vor kurzem von Wengel und Mitarbeitern beschrie-
ben.”>> LNAs tragen eine Methylen-Ether-Briicke zwischen
dem 2'-Sauerstoffatom und dem 4'-Kohlenstoffatom, was
dazu fiithrt, dass LNAs ihre 3’-Kohlenstoffposition in der
endo-Konformation ,,einschlieBen®. Dies konnte den Weg zur
Konstruktion von Nucleinsdurebibliotheken mit LNA-Bau-
steinen fiir die De-novo-Selektion von LNA-Aptameren
ebnen.

Modifizierte Nucleobasen, besonders C5-modifizierte
Uridine und Desoxyuridine, die mit der enzymatischen Re-
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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.
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plikation vereinbar sind, wurden ebenfalls beschrieben.>>”

Fir die In-vitro-Selektion von modifizierten Aptameren
lassen sich auf diese Weise verschiedene Funktionalitdten in
Nucleinsédurebibliotheken einbringen. Ferner eroffnet die
Einfithrung von Alkingruppen, z.B. durch die Kupfer(I)-ka-
talysierte 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition von Azid-de-
rivatisierten Verbindungen, die Moglichkeit einer Modifizie-
rung von Aptameren im Anschluss an die Selektion. !
Dadurch kann ein Aptamer mit verschiedensten Funktiona-
litdten ausgestattet werden, um es an individuelle Anwen-
dungen anzupassen. Unser Labor hat lichtregulierbare Ap-
tamere entwickelt, die nach der Selektion durch das positi-
onsspezifische Einfithren photolabiler Schutzgruppen, wie o-
Nitrophenylpropyl (NPP) und o-Nitrophenylethyl (NPE),
wihrend der Festphasensynthese mit modifizierten Nucleo-
siden mithilfe der Phosphoramiditmethode hergestellt
werden (Schema 2).1°”) Aptamere mit photolabilen Schutz-
gruppen eignen sich fiir die orts- und zeitabhingige Regu-
lierung der Aptameraktivitdt und somit zur Kontrolle der
Aktivitdt des Zielmolekiils. Dabei haben Aptamere den
Vorteil, dass sie entweder lichtaktivierbar oder lichtinaktiv-
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07 SN(Pr), Q7 SN(Pr),
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1
P
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Schema 2. A) Phosphoramidite von Nucleotiden mit photolabilen
Schutzgruppen an den exocyclischen Positionen 04 (TV??), 06 (dG"™)
und N4 (dC""®) und fiir die seitenspezifische Einfiihrung von photola-
bilen Schutzgruppen (NPP, NPE) in Aptamere durch Festphasensyn-
these (PG: Schutzgruppe). B) Die exemplarisch fiir TV?* gezeigte Be-
lichtung der modifizierten Nucleobase (A =365 nm) resultiert in der
Abspaltung der Schutzgruppe von der nativen Nucleobase.
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ierbar entworfen werden konnen."*®! Dies ermoglicht den
Zugang zu vielfiltigen lichtregulierbaren Proteininhibitoren
auf Aptamerbasis.

2.1. Aptamere und ihre Modifizierung fiir diagnostische Zwecke

Wenn Aptamere unter bestimmten Bedingungen fluo-
reszieren, eignen sie sich fiir den Einsatz als Fluoreszenz-
sonden. Verschiedene Ansitze wurden beschrieben, und es
gibt eine Reihe hervorragender Ubersichtsartikel zu diesem
Gebiet."® Aptamere konnen an ihrer 5'-Position chemisch,
enzymatisch oder durch eine Kombination aus beidem mo-
difiziert werden.”’ DNA-Aptamere konnen durch eine
PCR-Amplifikation mit passenden fluoreszenzmarkierten
Primer-Molekiilen und nachfolgende Einzelstrangverdrén-
gung oder direkt durch eine chemische Synthese veridndert
werden. Die Einfiihrung einer 5'-Aminogruppe wihrend der
chemischen Synthese ergibt einen vielseitigen Anker, der
mithilfe von N-Hydroxysuccinimid (NHS) oder Ethylendi-
amincarbodiimid (EDC) modifiziert werden kann. Auf diese
Weise lasst sich das gewiinschte fluoreszierende Molekiil oder
ein anderer Rest einfiihren (Schema 3).77

Q
DNA
B) NH 9
2 R
L o
¢ )N EDC/DCC
P
MN/\V/\JA\/O N N e
9
DNA
NH,
N x
[0] 4 | N
SR A
H 3 koj
Q
DNA

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

Fluoreszierende RNA-Aptamere konnen direkt durch
Festphasensynthese hergestellt werden; RNA-Molekiile,
deren Lénge 80 Nucleotide iiberschreitet, sind allerdings
schwer zu synthetisieren. Durch eine In-vitro-Transkription
mit T7-RNA-Polymerase unter Verwendung so genannter

Angew. Chem. 2009, 121, 2710 —2727

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Initiatornucleotide wie Guanosinmonophosphothioat
(GMPS) konnen alternativ Modifikationen am 5’-Ende von
RNA-Molekiilen enzymatisch eingefiihrt werden.”® > Der
Einbau von GMPS am 5-Ende der RNA ermoglicht die
Modifizierung von RNA-Molekiilen mit fluoreszierenden
Resten oder anderen Reportermolekiilen mithilfe des Iod-
acetamidoverfahrens (Schema 4).[%]

A) 0
o]
In-vitro- HSuOH (NﬁNH
HS'\:PH <,N | i—{ Transkription  o#P~g " N)\NHZ
2P~ —_— 0
& 8 N NZNH,
Q¢ OH
OH OH RNA

Guanosinmono- GMPS-markierte RNA

phosphothioat (GMPS)

B) 0 H o
R,N 0
HS oH N NH \ﬁ
)4 < A R S OH &Y
0" 0 NTONTTNH, H =P~ P
0 —_— 0”0 5 NH,
0 OH
RNA @ OH
RNA
X
HN™ "NH
I
x‘s‘\/\\\" S
lodacetamidobiotin 5,6-lodacetamidofluorescein

Schema 4. A) Einfiihrung von GMPS-Resten an der 5'-Position von
RNA durch In-vitro-Transkription. B) GMPS-modifizierte RNA kann
durch Reaktion mit lodacetamidogruppen weiter derivatisiert werden.
Dabei lassen sich entweder Biotin oder fluoreszierende Gruppen
(grauer Kasten) einfiihren.

Unlingst entwickelten Jiaschke et al. ein Initiatornucle-
otid, mit dem Aldehydmodifikationen am 5'-Ende der enzy-
matisch synthetisierten RNA eingefithrt werden konnen.
Diese konnen wiederum mit Amino- oder Hydrazin-funk-
tionalisierten Gruppen derivatisiert werden (Schema 5).!
Dadurch lésst sich das Spektrum von moglichen Modifika-
tionen erweitern, die durch eine Kombination von chemi-
schen und enzymatischen Verfahren zuginglich sind. Aufler
dem 5-Ende kann auch das 3'-Ende von RNA-Molekiilen
effizient modifiziert werden. Ein Weg fiihrt iiber Redoxre-
aktionen und Umsetzungen mit Hydraziden oder Semithio-
carbaziden zur Einfiihrung funktioneller Reste am 3’-Ende
von RNA-Molekiilen (Schema 6).7°

Eine Modifizierung im Anschluss an die Selektion kann
allerdings die Aptameraktivitidt verringern, was ihren Nutzen
fiir diagnostische Zwecke einschrankt. Dieses Problem kann
umgangen werden, indem man Aptamere verwendet, die
durch Bindung an ein kleines Molekiil dessen Fluoreszenz
verindern, wie fiir Malachitgriin beschrieben.”*? Die
Kombination solcher Reporteraptamere mit anderen funk-
tionellen Nucleinsdure-Untereinheiten konnte den Weg zu
hoch entwickelten Diagnosewerkzeugen ebnen. Es gibt
mehrere exzellente Ubersichtsartikel zu Aptamer-basierten
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Schema 5. A) Das Acetal-geschiitzte Aldehydguanosinphosphat kann
wihrend der In-vitro-Transkription am 5'-Ende der RNA eingefiihrt
werden. B) Entschiitzen des Acetals durch Trifluoressigsiure (TFA)
ergibt den entsprechenden Aldehyd, der schlieRlich mit Amino- oder
Hydrazid-derivatisierten funktionellen Resten R modifiziert werden
kann (C).

elektronischen Sensoren und Mikro-Arrays.**? Gold und
Mitarbeiter fiihrten den Photo-SELEX-Ansatz ein, der die
photochemische Vernetzung eines Aptamers mit einem
Zielprotein iiber eingebaute 5-Bromdesoxyuridinnucleotide
ermoglicht. Beim FEinsatz lichtempfindlicher Aptamere als
Erkennungselemente in Mikro-Arrays fiihrt dies zu einem
wesentlich besseren Signal/Rausch-Verhéltnis.”® Eine ele-
gante Anwendung konformativ labiler Aptamere wurde von
Li und Mitarbeitern beschrieben.”**! Die adaptive Bindung
der Aptamere an ihre Zielmolekiile fithrt zu einer Veridnde-
rung der Fluoreszenzintensitit.">"”

Ahnlich wie Antikorper wurden modifizierte Aptamere
in verschiedensten Analyseverfahren, darunter ELISA-&hn-
liche Formate,”) Western-Blot-Analyse,'®! Kapillarelek-
trophorese,**'™!  Durchflusscytometrie,'””  In-vivo-Ima-
ging 1% HPLCF> '™ und Mikro-Arrays,”>1! eingesetzt, um
Biomolekiile mit hoher Empfindlichkeit zu detektieren. Eine
ausgekliigelte Entwicklung im Bereich der Aptamerdiagnos-
tik setzt auf Aptamere als Erkennungselemente und als
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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 NaCNBH; méglich.

Template fiir Amplifikationsreaktionen, wie dem Rolling-
Circle-Mechanismus!'®'”1  oder der Aptameraffinitits-
PCR.'"! Eine sehr empfindliche Detektion von Analyten in
komplexen Mischungen nach Landegren und Mitarbeitern
beruht auf dem Einsatz von Aptameren in Proximitéts-Li-
gations-basierten Assays.'”!% (Dabei werden Oligonucelo-
tide aufgrund ihrer rdumlichen Nihe, die z.B. durch ein Re-
zeptor-Liganden-Paar induziert werden kann, spezifisch mit-
einander verkniipft, wodurch ein Templat entsteht, das du-
Berst 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 verfiigbar.
Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass Aptamere ihre
Zielmolekiile anders als Antikorper erkennen, die bereits
eine breite Anwendung im klinischen Alltag finden: Um die
Affinitdt und Spezifitdt der Aptamere aufrechtzuerhalten,
bendtigen sie eine intakte, korrekt gefaltete Zielstruktur.
Dagegen erkennen Antikorper meist ein lineares Epitop des
Zielproteins, das zudem noch teilweise oder vollstindig de-
naturiert sein kann. Infolgedessen miissen andere Voraus-
setzungen wahrend der Handhabung des Analyten gewéhr-
leistet sein, will man Aptamere zu einem festen Bestandteil
des klinischen Alltags machen — eine angesichts der gut eta-
blierten herkémmlichen Methoden nicht zu unterschitzende
Hiirde.

In Zukunft werden sich Aptamere wahrscheinlich am
besten bei der Detektion niedermolekularer Substanzen
durchsetzen konnen, da der Umgang mit der Zielstruktur in
diesem Fall weniger problematisch ist. Die Kombination von
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Aptameren mit Quantenpunkten konnte fortschrittliche dia-
gnostische Assay-Formate moglich machen.!''''7) Beispiels-
weise immobilisierten Levy et al. ein Thrombin erkennendes
Aptamer durch ein Streptavidin-Biotin-Verfahren auf
Quantenpunkten.!'*"8] Ein hybridisierter Komplementir-
strang des Aptamers, ausgestattet mit einer Eclipse-Losch-
substanz, wird effizient durch Zugabe von Thrombin ver-
dringt. Dies fiihrt zu einer erhohten Fluoreszenz der Quan-
tenpunkte (Schema 7A).!"® Liu und Lu beschrieben einen

A)
@ Thromb
q @ Thrombin o
o S e
d"\\ . 4;y\
"
B)
| Anti-Kokain- 3'
_\ /_ Aptamer//-’ 2
>. | - - \ \’| = Kokain ——\ ‘ /_ —
o w‘i‘ Y TN
P %
/’|\\
C)
0 PSMA- 0
!lf positive Zellen
\/,;-.’ ey — - )
A ! 0

& Doxorubicin 7 (Anti-PSMA-
‘ Aptamer

Schema 7. Kombination von Quantenpunkten mit Aptameren.

A) Thrombin erkennende Aptamere wurden auf Quantenpunkten im-
mobilisiert (schwarze Kreise). Durch die Hybridisierung von komple-
mentéren, mit einem Léschmolekiil Q versehenen Oligodesoxynucle-
otiden am Aptamer wird die Fluoreszenz der Quantenpunkte geléscht.
Zugabe von Thrombin fiithrt zur Ablésung 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 Nihe zu-
einander gebracht, und die Léschung der Fluoreszenz wird induziert
(schwarze Kreise). Nach der Zugabe von Kokain |6st sich das Aptamer,
und die Quantenpunkte trennen sich, was sich in einer erhéhten 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 |6scht. Die
Zugabe von PSMA-positiven Zellen fiihrt zu einer Freisetzung von
DOX und damit zu einer erhdhten Fluoreszenz der Quantenpunkte
(graue Kreise).

dhnlichen Ansatz: Sie derivatisierten Quantenpunkte mit
zwei verschiedenen kurzen Adapter-Oligodesoxynucleotiden.
Durch Zugabe eines Aptamers, das teilweise als Verbin-
dungsstiick agiert, wird das Fluoreszenzsignal geldscht, da
eine Aggregation von Quantenpunkten in enger Nachbar-
schaft stattfindet. Nach dem Hinzufiigen des Aptamerligan-
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den wird die ,,Schiene* entfernt, und die Quantenpunkte
dissoziieren wieder. Dieser Prozess kann iiber einen kolori-
metrischen Assay quantifiziert werden (Schema 7 B).[114119:120]
AuBler Streptavidin und Biotin verwendeten Lu und Mitar-
beiter auch Thiol-modifizierte Aptamere, die effizient auf der
Au-Oberfliche der Quantenpunkte immobilisiert wurden.
Die Autoren gingen sogar noch einen Schritt weiter und
entwickelten einen Schnelltest auf Basis eines Quantenpunkt/
Aptamer-Konjugats fiir die unkomplizierte Detektion von
Kokain."? 2!l 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.''”! 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)-Molekiil geloscht wird (Schema 7C). Dieser multi-
funktionelle Komplex erwies sich als niitzlich fiir die spezifi-
sche Erkennung von PSMA exprimierenden Tumorzellen
sowie fiir die Detektion dieser Zellen nach Freisetzung von
DOX.M" Gleichzeitig kommt es durch die zytostatische Ak-
tivitdt des Anthracyclinwirkstoffs DOX zur Inhibierung des
Zellwachstums identifizierter Zellen.'"”” Fiir die selektive
Identifizierung und Visualisierung von Gliomazellen kup-
pelten Chen etal. das 5-Amino-modifizierte, Tenascin-C
bindende Aptamer GBI-10 mithilfe von EDC und Sulfo-NHS
an Quantenpunkte.['*!

2.2. Modifizierte Aptamere als Transportmolekiile

Aptamere mit definierter Struktur und Funktion kénnen
zu multifunktionellen Molekiilen mit verschiedenen funktio-
nellen Resten zusammengefiigt werden. Dies erméglicht ihre
Verwendung als Hilfsmittel fiir die Entwicklung von Trans-
portmolekiilen, die spezifisch bestimmte maligne Zellsubty-
pen erkennen. Der praparative Zugang zu Aptameren erlaubt
die Herstellung von Oligonucleotiden mit einer hohen Sta-
bilitdt gegen Nucleaseabbau. Der Bottom-up-Aufbau von
funktionellen molekularen Einheiten mit mindestens einem
Aptamerbaublock eroffnet den Zugang zu multifunktionellen
Molekiilen. 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 Zelloberflichenmolekiil, das mit dem
Ausbruch und Fortschreiten von Krebserkrankungen assozi-
iert ist.'” Nach der Modifizierung mit zusitzlichen Mole-
kiilen 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.™ 7?7 Eine systemische Anwendung
dieser Komplexe ermoglicht die effiziente und gezielte Be-
kdmpfung von soliden Tumoren. In einer bahnbrechenden
Studie konnten Farokzhad et al. die Effizienz eines solchen
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Verringerung der entsprechenden
mRNA-Transkripte. Mehrere Apta-
mere wurden beschrieben, die spezi-
fisch Zelloberflaichenmolekiile er-
kennen, darunter Aptamere, die das
a,Bs-Integrin,'*  den Glutamatre-
zeptorkanal GluR2,* VCAM-1,!*!
Rezeptor-3 des Epidermalen Wachs-
tumsfaktors™® oder das DC-SIGN-
Protein™ erkennen und somit
ebenfalls als elegante, zellspezifische
und multifunktionelle Hilfsmittel fiir
die Transfektion von aktiven Thera-
peutika fungieren kénnten.

Ribosom inaktivierendes Protein (RIP; Ricin A)

3. Aptamere zur Identifizierung
von Biomolekiilen

Abbildung 4. Das Anti-PSMA-Aptamer A10 (umrahmt) wurde mit verschiedenen antitumoraktiven

Substanzen konjugiert. Alle Pyrimidinnucleotide sind 2'-Fluor-2"-desoxynucleotide. Eine Verkniipfung
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 reprisentiert Ricin A, ein zu Gelonin homologes Protein, dessen

Strukturdaten als Modell fur die Strukturbestimmung dienten.""!

chiméren, beladenen Aptamermolekiils 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.'?) Mit der Anwendung
dieser Aptamer-basierten, selektiv auf Tumoren gerichteten
Systeme konnen unerwiinschte 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.'”?! AuBer Chemotherapeutika lassen sich
auch siRNA-Molekiile zu einem chiméren siRNA-Aptamer-
Konjugat verkniipfen, um die zellspezifische Aufnahme von
siRNA-Molekiilen zu erleichtern. In diesem Zusammenhang
erfolgte die Kupplung von siRNAs entweder direkt an das
Aptamer A10 iiber nucleotidische Verlingerungen® oder
indirekt {ber tetramere Streptavidin-Biotin-Komplexe,
wobei zwei biotinylierte Aptamere und zwei biotinylierte
siRNA-Molekiile jeweils eine Streptavidineinheit bilden.['!
Beide Ansidtze 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.!'*")

Kiirzlich fiigten Rossi und Mitarbeiter ein zweites Apta-
mer zur Liste der Aptamer-basierten siRNA-Transfektions-
reagentien hinzu. Sie fusionierten ein anti-gp120-bindendes
Aptamer iiber einen Nucleotidarm mit siRNAs, die spezifisch
fiir die HIV-Transkripte tat und rev sind."*? Die Behandlung
von HIV-1-infizierten Zellen mit diesen Chiméren fiihrte zur

www.angewandte.de

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Aptamere gewinnen immer mehr
an Bedeutung fiir die Identifizierung
von Zielmolekiilen, die mit be-
stimmten pathogenen oder nichtpa-
thogenen zelluldren Zustinden in
Verbindung stehen. Thre Verwen-
dung kann die Identifizierung von neuen therapeutisch und
diagnostisch relevanten Biomolekiilen 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-
molekiil auf den Zelloberflichen mithilfe von Aptamer-ba-
sierten Pull-down-Experimenten, denen eine SDS-PAGE-
Analyse, Proteaseverdau und Fliissigchromatographie/Mas-
senspektrometrie (LC/MS) folgen, identifiziert werden.['*81%]
Das erste Beispiel eines solchen Ansatzes wurde von Blank
etal. beschrieben.”"! In dieser Studie wurden spezifische
Aptamere fiir Rattenendothel-Glioblastomzellen (YPEN)
identifiziert. Ein Aptamer konnte nach der Modifizierung mit
einem Fluoreszenzmarker am 5-Ende als effizientes Hilfs-
mittel zur Farbung der Tumorzellen eingesetzt werden. LC/
MS-Analysen ermoglichten die Identifizierung des Proteins
Pigpen als mogliches Zielmolekiil 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 gro3tmégliche
Zelldichte im GefiB, erreicht ist.'*” Dies l4sst darauf schlie-
Ben, das Pigpen in der Tat ein Marker fiir den Angiogenese-
zustand der Endothelzellen ist, was von Blank et al. anhand
des Aptamer-basierten Ansatzes schon vorgeschlagen
worden war.'*!l Eine nachfolgende Studie von Gold et al.
belegt die Eignung des Zell-SELEX-Ansatzes fiir die Iden-
tifizierung von Zielstrukturen. In einem &hnlichen Experi-
ment wurde das Tumorzellen-spezifische Protein Tenascin-C
durch ein Aptamer identifiziert, das urspriinglich eine andere
Glioblastomzelllinie selektiv erkannt hatte.!'*!

In der Zwischenzeit sind verschiedene SELEX-Experi-
mente fiir eukaryotische Zellen, Bakterien, Parasiten und
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Viren beschrieben worden.!'*'*! Anthraxsporen und Trypa-

nosomen wurden fiir eine Selektion verwendet, um Sporen
neutralisierende Aptamere fiir 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 Zelloberfldchen-
molekiilen und Transmembranrezeptoren in ihrer nativen
Umgebung ist ein deutlicher Vorteil der Aptamertechnik.['*”
Es werden keine aufwédndigen Reinigungsprozesse benotigt,
die zu suboptimalen Aktivitdten und Stabilitidten der Bio-
molekiile fithren. Zusammenfassend macht die Erkennung
von Zellen durch eine Phenotyp-korrelierende Selektion von
Aptameren (z.B. Tumorzellen) einen Forward-genetic-
Ansatz moglich. Im Anschluss lassen sich die zugehorigen
Zielmolekiile und Antigene identifizieren (Abbildung 5).

Inkubation der ssDNA-Bibliothek mit PBMCs
A A

N I e &
*, @ FACS-
> 1% w*, :
> A * SELEX * A Konierung . 3 4 g a
a A b 1 7 Sequenzierung  einzelne
.\* boA x Aptamere
kY
A a
#maligne Zellg)
verschiedene PCR,
"|Zelltypen Strangtrennung
2 DNA-Bibliothe

Abbildung 5. Die Identifizierung von Aptameren, die eine bestimmte Zellsubpopulation erkennen, gelingt
durch Anwendung eines FACS-Gerites als Bestandteil des SELEX-Prozesses."* ' Individuelle Aptamere
sind Startpunkte fur die Identifizierung neuer Antigene, die Entwicklung neuer diagnostischer Werkzeuge,
die Charakterisierung der biologischen Funktion des Antigens und die Entwicklung neuer Therapiestrate-

gien. PBMC=mononukledre Zellen des peripheren Blutes.

Kiirzlich haben Tan etal. eine In-vitro-Selektion zur
Identifizierung von ssDNA-Aptameren (ssDNA = einzel-
stringige DNA) fiir verschiedene immortalisierte Tumor-
zelllinien angewendet.']  Unter Verwendung eines
Counter-SELEX-Verfahrens konnten sie Aptamere anrei-
chern, die spezifisch mit verschiedenen Tumorzelllinien
wechselwirken und bemerkenswerterweise auch an isolierte
Primirzellen aus Patienten binden.!*! Aptamer-basierte Pull-
down-Analyse identifizierte die membrangebundene schwere
pu-Kette von Immunglobulin als wahrscheinliches Zielmole-
kiil, das auf der verwendeten Burkitt-Lymphoma-Zelllinie
(Ramos-B-Zelle) prisentiert wird; RTK7 hingegen kommt
als Zielmolekiil des zweiten Aptamers, das spezifisch gegen T-
Zell-Lymphome selektiert wurde, infrage.'*>'** Wir haben
Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) in den In-vitro-
Selektionsprozess implementiert (Abbildung 5), was nicht
nur die Selektion von Aptameren mit hoher Affinitdt er-
moglicht, sondern auch die direkte Adressierung bestimmter
zellulirer Phinotypen in Zellmischungen.!'*¥! Dieser Ansatz
kann den Weg zu individuellen diagnostischen und thera-
peutischen Werkzeugen ebnen, da ein direktes Erkennen von
Subpopulationen in primédren Bluttumorzellen moglich wire,
was einen Schritt in Richtung De-novo-Selektion von Pati-
enten-spezifischen Aptameren bedeuten wiirde. Vor kurzem
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fithrten Krylov und Mitarbeiter ein dhnliches Zell-SELEX-
Experiment mit reifen und unreifen dendritischen Zellen
(DCs) durch. Anstatt die monoklonalen Aptamere fiir die
Zielidentifizierung zu verwenden, nutzten sie die gesamte
angereicherte Bibliothek als Affinitdtsmatrix zur simultanen
Identifizierung von Zielmolekiilen durch LC/MS-Analyse.['*
Diese Zielmolekiile konnten neue Biomarker représentieren,
die mit bestimmten Differenzierungsgraden von reifen und
unreifen Zellen korrelieren. Wie dem auch sei, keines der
identifizierten Molekiile 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, ldsst erahnen, wie schwierig Selektionen gegen
vitale Zellpopulationen sind — daher iiberrascht es nicht, dass
sich diese Technik noch im
Anfangsstadium befindet. Dar-
tiber hinaus wird fiir die Iden-
tifizierung von Zielmolekiilen
eine groe Menge an gebunde-
nen Molekiilen und somit eine
grof3e Zahl von Zellen benétigt.
James und Fitter haben gezeigt,
dass fiir eine In-vitro-Selektion
auch eine Teilmenge von Pro-
teinen, wie sie z.B. im Blut ge-
funden werden kann, als Ziel-
mischung ausreicht.'™  Ein
dhnliches Selektionsprotokoll
wurde von Layzer and Sullen-
ger eingefiihrt. Sie selektierten
Aptamere gegen das Gamma-
Carboxyglutaminsdure enthal-
tene Proteom aus dem huma-
nen Plasma.l™® Bei beiden Ansitzen konnten simultan Ap-
tamere gegen verschiedene Zielstrukturen angereichert
werden. Wegen der begrenzten Zahl moglicher Zielstruktu-
ren ist die Identifizierung passender Aptamer-Zielstruktur-
Paare bei diesen Ansédtzen moglicherweise wesentlich einfa-
cher als bei Gesamt-Zell-SELEX-Experimenten. Wendel und
Mitarbeiter haben Aptamere fiir Stammzellen fiir deren
Isolierung aus Mischungen identifiziert. Das Ziel ist letztlich
die Aggregation bestimmter Zellsubtypen mithilfe spezifi-
scher funktioneller Materialien.'*'% Dieser Ansatz kann zu
Hintelligenten* Materialien auf Aptamerbasis fithren.

neue Antigene

neue Therapiestrategien,
individuelle Medikamente

4. Aptamere fiir die Zielstrukturvalidierung

Aptamere sind potente Inhibitoren ihrer Zielmolekiile
und eignen sich daher besonders fiir deren Validierung und
funktionelle Charakterisierung. Im letzten Jahrzehnt gab es
verschiedene Studien, in denen Aptamere fiir die Validierung
der Funktion eines Biomolekiils in Zellkulturexperimenten
und in vivo eingesetzt wurden.'*®! Fiir die In-vivo-Cha-
rakterisierung konnen die Stabilitdt und die pharmakokine-
tischen Parameter durch positionsspezifische Modifikationen
wie 2'-Fluor-, 2’-Amino-, 2’-Methoxynucleotide sowie das
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Anbringen von CAP-Strukturen (wie 3'-3'-dT) und Poly-
ethylenglycol (PEG) veriandert werden.'"”'®! Dies ermog-
licht die vielseitige Anwendung von Aptameren in unter-
schiedlichen experimentellen Aufbauten und letztlich ihren
Einsatz als Wirkstoffe. Die Aptamertechnik macht eine
Vielzahl von Anwendungen fiir die Zielvalidierung und das
direkte Erkennen endogener Proteine moglich. Die Synthese
von RNA-Aptameren durch die zelleigene Transkriptions-
maschinerie ist von groem Vorteil und bietet sicherlich eine
Alternative  gegeniiber  der  Transfektion  (Abbil-
dung 6).11%12 Dje Analyse und Verbesserung der In-vivo-
Aktivitét von in vitro selektierten Aptameren durch eine auf
dem Hefe-3-Hybrid-System beruhende Selektion ist kiirzlich
beschrieben worden.['*!77]

i direkte Transfektion/Lipofektion

@ viraler Transport l

f -
? Transfektion/Lipofektion von
int Iula Plasmiden, die fiir das
\ [ntrazefular / Aptamer kodieren

extrazullar

Abbildung 6. Zellulires Einbringen von Aptameren. Aptamere kénnen
durch modernste Lipofektionsverfahren transfiziert oder durch die zel-
luldre Transkriptionsmaschinerie in der Zelle exprimiert werden. Fiir
die zweite Méglichkeit wurden Transfektionen mit Plasmiden, die fiir
das Aptamer kodieren, oder Infektionen mit rekombinanten Viren, die
die genetische Information fiir die Aptamerproduktion enthalten, be-
schrieben.

Lipid-basierte Transfektionen, die fiir die Transmem-
branlokalisation von Plasmiden und siRNA-Molekiilen ein-
gesetzt werden, lassen sich ebenfalls fiir das Einbringen von
Aptameren in das Cytosol nutzen (Abbildung 6).1% 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 koénnten sehr hilfreich
sein, um ein Aptamer in die Zelle einzuschleusen.'” Die
Uberpriifung von intrazelluliren Zielmolekiilen 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 Einschréankungen und muss hin-
sichtlich Transfektionseffizienz und Ausleseformat optimiert
werden (ebenfalls abhidngig vom Zelltyp). Primérzellen,
Gewebe und Organe lebender Tiere sind alles andere als gute
Ziele moderner Lipid-basierter Transfektionsverfahren. Die
Verwendung von ausgereiften rekombinanten Viren fiir die
Transfektion konnte hilfreich sein, doch sind wegen der ar-
beitsintensiven Vorgehensweisen kaum Publikationen hier-
tiber zu finden.'**191% Weitere Studien werden notwendig
sein, um die breite Anwendbarkeit viraler Transfektionsme-
thoden nachzuweisen.
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Ein alternativer Ansatz konnte aus den siRNA-Trans-
fektionsmethoden abgeleitet werden. SiRNA-Molekiile
konnten in verschiedene Gewebe eingebracht werden, indem
sie mit passenden Transportmolekiilen, wie Peptiden, Lipi-
den, Cholesterol oder sogar zellspezifischen Aptameren,
ausgestattet wurden.?% 181718 Trotzdem wurde bis jetzt noch
keiner dieser Ansitze fiir die Aptamertransfektion einge-
setzt. Es ist von grofem Interesse, ob lipid- oder peptidver-
mittelte Transfektionen ebenfalls fiir die zelluldre Translo-
kalisation von Aptameren geeignet sind. Ahnlich zu den Off-
Target-Effekten, die bei der Anwendung von siRNA-Mole-
kiilen beobachtet werden,'**¥) muss den sekundiren endo-
genen Zielmolekiilen und Off-Target-Effekten von Aptame-
ren in zukiinftigen Experimenten intensive Beachtung ge-
schenkt werden; nur dies ermoglicht die prézise Interpreta-
tion des Aptamer-induzierten Phinotyps. Fiir einen umfas-
senden und zuverldssigen Vergleich der Aptamertechnik zur
Zielmolekiilvalidierung mit anderen Techniken auf zelluldrer
Ebene ist eine Gegeniiberstellung dieser Daten zwingend
erforderlich.'®® Daten zur Funktion eines Zielmolekiils, die
bei der Aufkldrung einer Zielstruktur auf Proteinebene durch
die Anwendung von Aptameren generiert werden, sind
komplementédr zu entsprechenden Daten aus siRNA- und
Knock-out-Experimenten. Die Kombination beider Metho-
den konnte eine genaue Analyse der Funktion eines Biomo-
lekiils moglich machen.

In einer aktuellen Studie demonstrierten Clary et al., dass
sich wirkstoffresistente Phianotypen von Krebszellen, die eine
DOX-Unempfindlichkeit zeigen, durch die synergistischen
Wirkungen eines Aptamers gegen NF-xB unterdriicken
lassen.7+181%1 DOX-Resistenz entwickelt sich durch eine
Aktivierung von NF-xB, weshalb das Anti-NF-xB-Aptamer
einen positiven Einfluss hatte. In einer anderen Studie fanden
Chan et al. heraus, dass die Expression des Anti-NF-xB-Ap-
tamers in Kombination mit einem Anti-NF-xB-siRNA-Mo-
lekiil zu einer quantitativen Inhibition der NF-xB-Funktion in
Saugetierzellen (Hela) fithrte. Dagegen lésst sich eine nicht-
quantitative Inhibition bei einer getrennten Expression des
Aptamers oder des siRNA-Molekiils beobachten.'”!l Das
Aptamer AGRO100, auch bekannt unter dem Namen
AS1411, erkennt Nucleolin; es gehort zur Familie der G-rei-
chen Oligodesoxynucleotide, die dafiir bekannt sind, stabile
G-Quartettstrukturen zu bilden und die Proliferation von
Krebszellen zu inhibieren.'**!*’! 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-xB essential Modulator (NEMO) um die Assoziation mit
Nucleolin konkurriert. Dies ldsst darauf schlieBen, dass
Nucleolin fiir die NF-xB-Regulation notwendig ist.'”*+1* In
einer weiteren Studie fiihrte die Behandlung von Brust-
krebszellen mit AGRO100 zu einer erhohten Instabilitéit des
BCL-2-mRNA-Transkripts."” Diese Daten zeigen, dass die
genaue Analyse des Wirkmechanismus eines Aptamers zu
neuen Erkenntnissen iiber die Molekularbiologie des Ziel-
molekiils fithren konnte und so den Weg hin zu neuen Ziel-
molekiilen fiir die Entwicklung neuartiger Therapien ebnen
kann.
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5. Wirkstoffentwicklung mithilfe von Aptameren

Die Modifizierung von Aptameren mit fluoreszierenden
Reportergruppen ermoglicht ihren Einsatz in Screening-Ex-
perimenten bei hohem Durchsatz. In diesen Experimenten
wird das Aptamer als kompetitive Reportersonde eingesetzt,
um niedermolekulare Molekiilbibliotheken nach Verbindun-
gen zu durchsuchen, die das Zielprotein binden kénnen und
dementsprechend mit dem Aptamer um die Bindung kon-
kurrieren. Die erste Veroffentlichung 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.'”*! Wihrend bei der
Studie von Green et al. radioaktiv markierte Aptamere ein-
gesetzt wurden, verwendeten Famulok und Mitarbeiter so
genannte Aptazyme fiir das Hochdurchsatz-Screening,[1*2%]
Aptazyme sind RNA-Molekiile, die aus zwei Doménen auf-
gebaut sind: eine cis- oder trans-spaltende Ribozymdomine
und eine zweite Aptamerdoméne, die nach Bindung eines
Effektormolekiils in der Ribozymdoméne einen Konforma-
tionswechsel induziert.?”?”” Dieser Aufbau kann zur exo-
genen Kontrolle der Ribozymaktivitdt 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-dhnliche Ei-
genschaften und inhibiert die Virusreplikation im Zellkul-
turmodell (Abbildung 7). Mithilfe eines sehr dhnlichen An-
satzes unter Verwendung einer kommerziell erhéltlichen Bi-
bliothek niedermolekularer Substanzen wurden Inhibitoren
der reversen Transkriptase von HIV-1 identifiziert (Abbil-
dung 7).?” Die Verbindung SY-3E4 hemmte die Virusrepli-
kation bei HIV-1-Stimmen, die gegen bekannte Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren resistent sind. Die Herstellung von
Aptazymen ist allerdings kompliziert — will man Aptazyme in
der Zukunft tatsdchlich zur Regulation der Genexpression
einsetzen,?*2"l so miissen hier einfache Verfahren entwi-
ckelt werden, die eine Anpassung eines Aptamers an uni-
verselle Screening-Anwendungen erméglichen.

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-
kiil.P%2! Diese Strategie fiihrte zur Identifizierung von
SecinH3, das Cytohesin bindet und mit dem Anti-Cytohesin-
Aptamer M69 konkurriert (Abbildung 7).1%2'1 AuBerdem
war die Verbindung bei der weiteren Aufkldrung der Funk-
tion von Cytohesinen in Tieren hilfreich.*'*?!!l Mithilfe eines
anderen Ansatzes identifizierten Li et al. einen neuen Inhi-
bitor der Adenosin-Desaminase.?'” Thr Screening-Assay ba-
sierte auf einem Aptamer, das nur Adenin und nicht das
Produkt der Desaminase-Enzymaktivitdt erkennt. Auf diese
Weise konnte mit dem Aptamer die enzymatische Aktivitét
verfolgt werden. Eine dhnliche Strategie verfolgten Sriniva-
san et al.”'¥ Sie verwendeten ein Aptamer, dessen Affinitit
zu Adenosindiphosphat 330-mal hoher war als zu Adenosin-
triphosphat. Dieses Aptamer ist ein niitzliches Reagens zur
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Abbildung 7. Niedermolekulare Wirkstoffe, identifiziert durch Aptamer-
basierte Screening-Experimente bei hohem Durchsatz. Der Name der
Verbindung (oben) und das primire biologische Ziel (unten) sind auf-
gefiihrt.

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

Die hier aufgefiihrten Beispiele demonstrieren, dass Ap-
tamere zur Identifizierung niedermolekularer Substanzen mit
proteinhemmenden  Eigenschaften eingesetzt werden
konnen. GroBe Aufmerksamkeit erregte ein Ansatz, der es
ermoglicht, durch direkte Konkurrenz-Assays und Fluores-
zenzdetektion die chemischen Informationen, die in der
Struktur des Aptamers gespeichert sind, auf eine niedermo-
lekulare Substanz zu iibertragen.”®*4 Durch diese Metho-
den identifizierte Verbindungen zeigten Aptamer-dhnliche
Aktivititen und stellen so eine direkte Verbindung zwischen
Makromolekiilen und niedermolekularen Verbindungen her.
Abbildung 7 gibt einen Uberblick iiber Protein-Inhibitoren,
die durch Techniken auf Aptamerbasis identifiziert wurden.

6. Aptamere als Wirkstoffe

Aptamere konnen nicht nur zur Entdeckung niedermo-
lekularer Wirkstoffkandidaten verwendet werden - sie
konnen auch selbst Wirkstoffe sein.”! In der Tat war dies
eines der ersten Gebiete, das als vielversprechend fiir einen
Einsatz von Aptameren angesehen wurde. Da Aptamere nur
eingeschrdnkt membrangingig sind, wurde eine grofie
Mehrheit von ihnen gegen extrazelluldre Proteine selektiert.
Wie schon in Abschnitt 2 besprochen, lassen sich Aptamere
mit einer erhohten Stabilitdt gegeniiber Nucleasen isolieren,
indem modifizierte Nucleotide, die mit den enzymatischen
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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 Stabilitdt erhéhen und zu
einer verbesserten Pharmakokinetik fiihren, 17198

Healy et al. haben den Einfluss unterschiedlicher Modi-
fizierungen — z.B. PEG20, PEG40, Cholesterol oder zell-
durchlissiger Peptide (tat/antennapedia) — auf die Pharma-
kokinetik und Bioverteilung des Anti-TGFfB-2-Aptamers
untersucht (Schema 8).! Das Aptamer wurde mit 2'-Fluor-

G ~
L?U UAU 3 0 N NI ¥
G A NS e
%_CG ? 0 | N g,\s,\)l\u _ARC83 R-SH
¢z TS
LU % Hos
T | & Rfs\s/\)LN,ARCBS + Ej
L= e ” g
G—C3 0 M0 o
;IqH, F » R -ARCES
ARCS83 .

R = Peptid mit C-terminalem Cystein
R' = Polyethylenglycol (PEG (20 kDa) oder (PEG 40 kDa))

Schema 8. Das Anti-TGF[3-2-Aptamer ARC83 besteht aus 2'-Fluorpy-
rimidin-Nucleotiden und 2'-Methoxy-modifizierten Purinen (unmodifi-
zierte Positionen sind grau). Die 5'-Position trigt eine Aminogruppe,
um weitere Modifizierungen zu erleichtern, z.B. Peptidkupplungen
tiber C-terminale Cysteinreste mit dem kommerziell erhiltlichen Rea-
gens N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) proprionat (SPDP) oder die Ein-
fiilhrung von Polyethylenglycolresten unter Verwendung von NHS.

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 fritheren
Studien erhohte 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 zelldurchléssiger Peptide be-
schleunigt. Eine erhohte Akkumulation des Aptamers in den
Nieren erfolgte bei einer Konjugation mit dem Antennape-
dia-Peptid. Alle Modifikationen fithrten 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 verén-
dern. Dennoch muss jeder Aptamer-Wirkstoffkandidat indi-
viduell untersucht werden, da es sequenzabhéngige 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 wire sehr wichtig fiir das
Gebiet. Gegenwirtig werden einige aussichtsreiche Apta-
mere und Spiegelmere (RNA-Aptamere mit L-Enantiomer-
Baublocken)®%2'7l in klinischen Studien bei unterschiedli-
chen Indikationen und Krankheitsbildern angewendet (Ta-
belle 1). Neben der Behandlung von Krebs und kardiovas-
kuldren Erkrankungen hat die Anwendung als Antikoagulanz
die groBte Bedeutung fiir Aptamere.”™ Das erste zu diesem
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Tabelle 1: Aptamere, die derzeit in klinischen und priklinischen Studien
bewertet werden.

Aptamer  Zielstruktur Krankheitsbild

NOX-B11  Ghrelin Adipositas

E-10030  Platelet-derived growth altersbedingte Makuladegene-
factor (PDGF) ration (AMD)

NU172 Thrombin aortokoronarer Bypass(CABG)

ARC1779  Von-Willebrand-Faktor akutes Koronarsyndrom (ACS)

AS1411 Nucleolin chronische myeloische Leu-

kamie (AML)
REG1 Faktor IXa aortokoronarer Bypass(CABG)

Zweck eingesetzte Aptamer war ein Anti-Thrombin-G-
Quadruplex bildendes 15-meres Oligodesoxynucleotid.?!5-22%
Es wurden bereits klinische Studien der Phase I mit dem
Aptamer, das unter dem Namen ARC183 oder HD1 wéhrend
Aortokoronarer-Bypass-Operationen (CABG) einsetzbar ist,
durchgefiihrt. Da zum Erzielen einer Wirkung jedoch die
Verabreichung hoher Dosen erforderlich war, wurde die
Entwicklung jedoch anschlieBend gestoppt.??!l

Kiirzlich wurden verbesserte Anti-Thrombin-Aptamere
entwickelt, die auf dem Konzept der Multivalenz beruhen.
Dabei wurden Exosite I und Exosite II bindende Aptamere
durch Briickeneinheiten verkniipft, um ein bivalentes Apta-
mer mit vorziiglichen Aktivititen zu kreieren (Sche-
ma 9A).?223] Wir konnten die auBerordentlichen antiko-
agulierenden Eigenschaften des bivalenten Anti-Thrombin-
Aptamers demonstrieren, das obendrein den Vorteil hat, dass
es sich durch zugeschnittene komplementire (Antisense-)
Molekiile inaktivieren lisst.”? Urspriinglich beschrieben
2002 Sullenger und Mitarbeiter den Einsatz komplementérer
Oligonucleotide als Antidote fiir Aptamere.?>2?"! Sie entwi-
ckelten ein Aptamer, das den Blutkoagulationsfaktor IXa
erkennt. Zusétzlich konnte die antikoagulierende Aktivitit in
vivo fiir die 5-Cholesterol- und 3’-Desoxythymidin-CAP-
modifizierte Variante des Anti-FIXa-Aptamers nachgewie-
sen werden. Ein 2'-Methoxy-derivatisierter Antisense-Strang,
der komplementér zu 17 Nucleotiden des Aptamers ist, zeigte
eine Interferenz mit der Aptameraktivitit im Mausmodell
und beim Menschen.’” %% Ein anderes Aptamer, das den
Von-Willebrand-Faktor (vWF) erkennt, wurde schon in kli-

. &— % sl Inhibition
Zielprotein
- “ s Akfivierung

A)

{-

heterogenes
bivalentes Aptamer

B)

- =

homogenes
bivalentes Aptamer

Zelloberflachen-
rezeptor

Schema 9. Bivalente Aptamere. A) Heterobivalente Aptamere (graue
und schwarze Fléche), die ein Protein tiber zwei verschiedene Domi-
nen erkennen, kénnen verbesserte Hemmeigenschaften aufweisen.

B) Homobivalente Aptamere (schwarze Fliche), die Zelloberflichenre-
zeptoren erkennen, kénnen eine Rezeptordimerisierung induzieren und
so Zellsignalwege aktivieren.
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nischen Studien eingesetzt. Dieses Aptamer wird als Anti-
thrombosereagens fiir die Behandlung von Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (ACS) in Erwédgung gezogen. Erste
Studien am Menschen haben die Erwartungen erfiillt: Sie
belegten eine Inhibition der vWF-vermittelten Aggregation
der Blutblittchen in vivo.”!! Oney et al. demonstrierten mit
einem zugeschnittenen Antisense-Molekiil, dass die Inhibi-
toraktivitit des Anti-vWF-Aptamers umkehrbar ist.*? Unter
diesem Aspekt kann das Sicherheitsprofil von Aptamer-ba-
sierten Medikamenten verbessert werden, und ungiinstige
Nebenwirkungen lassen sich minimieren.

Wie oben erwihnt, ist Macugen (oder Pegaptanib Sodium
Injection) das einzige von der FDA zugelassene Aptamer. Es
wird fiir die Behandlung der feuchten Form der altersbe-
dingten Maculadegeneration (AMD) eingesetzt.**! Macugen
erkennt die 165 Aminosduren der verkiirzten 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 iiberaus wichtig.
Die Behandlungskosten sind mit 12500 § allerdings sehr
hoch.”*¥! Alternativ kann AMD mit Antikorper-abgeleiteten
VEGF-Inhibitoren wie Bevacizumab und Ranibizumab be-
handelt werden.”>>*! Ranibizumab wurde 2006 von der FDA
fiir die Behandlung von AMD-Patienten zugelassen, da eine
Verbesserung des Sehvermogens nachgewiesen werden
konnte. Dieser bemerkenswerte Befund unterscheidet die
Antikorperbehandlung von anderen verfiigbaren Therapien
und konnte durch die unspezifische Bindung des Antikorpers
an alle VEGF-Isoformen erklirt werden.

Sullenger und Mitarbeiter fithrten unléngst agonistische
Aptamere ein, die T-Zellen stimulieren konnen und dabei das
Tumorwachstum in Méusen effizient inhibieren. Sie identifi-
zierten den costimulatorischen Rezeptor 4-1BB, der in akti-
vierten T-Zellen hochreguliert ist, als Zielstruktur eines Ap-
tamers.”®”! Agonistische Antikorper, die 4-1BB binden, er-
hohen die Tumorimmunitit und TumorabstoBung in
Miusen.”! Ein multivalentes Aptamerkonstrukt aus zwei
identischen Aptamerdoménen, die durch eine zentrale
Stammstruktur verbunden sind, zeigte ganz dhnlich eine ef-
fektive T-Zellstimulation und induzierte Tumorabstoung in
Maiusen (Schema 9B). Erst kiirzlich erweiterte die gleiche
Gruppe den Ansatz der bivalenten agonistischen Aptamere
auf das Zielmolekill OX40 (einen Tumornekrosefaktor-Re-
zeptor).*)

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

Dies sind interessante Beispiele fiir an Zelloberfldchen-
rezeptoren bindende bivalente Aptamere, die nach der Um-
wandlung in agonistische Varianten analog zu Antikorpern
die Aggregation (Clustering) von Rezeptoren hervorrufen
konnen. Die vorgestellten Beispiele zeigen Moglichkeiten fiir
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hoch entwickelte Therapieansitze auf, die auf den iiberra-
genden Aktivititen von Aptameren und modifizierten Vari-
anten beruhen. Aptamere konnten dank ihrer geringen Im-
munogenitdt und ihrer guten Zellerkennungseigenschaften
als Wirkstoffe mit geringen Nebenwirkungen infrage
kommen. Dennoch miissen 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 verfiigbar 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 Beitrdge zur biologischen und medizinischen For-
schung leistet. Der prédparative und enzymatische Zugang zu
Aptameren ermoglicht deren seitenspezifische und gezielte
Modifizierung, um sie fiir verschiedene Anwendungen — fiir
die Zielvalidierung, als Diagnostika und als Wirkstoffe — an-
zupassen. Aptamere haben den Vorteil, dass sie keine Im-
munantwort auslosen, zumindest auf Antikérperebene. Eine
mogliche Anwendung von Aptameren ist auch die Identifi-
zierung von Zelloberflachenrezeptoren, 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-
cleinsdurebasis, wie die sSiRNA- 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 geiibte Wissenschaftler oder technische As-
sistent konnte so die Methode der In-vitro-Selektion anwen-
den. Fiir die Charakterisierung eines identifizierten Zielgens
durch siRNAs sind Protein-Inhibitoren zwingend erforder-
lich, ansonsten konnte die Interpretation der Phédnotypen
wegen Off-Target-Effekten suboptimal sein.?**! Aptamere
und siRNAs ergéinzen sich daher, und durch ihre Kombina-
tion konnte man eine leistungsfahige Technik erhalten. Ap-
tamere sind exzellente Hilfsmittel fiir die chemische Biologie.
Die prézise Anwendung und Aktivitdtskontrolle von Apta-
meren ermoglichen die genaue Erkennung und hochaufge-
loste Analyse von Biomolekiilen. In aktuellen Arbeiten
wurden Aptamere zur Identifizierung niedermolekularer
Wirkstoffen eingesetzt, die Aptamer-dhnliche Eigenschaften
aufweisen. Dies konnte den Weg zur Entwicklung neuartiger
Protein-Inhibitoren ebnen. Die kommenden Jahre werden
zeigen, ob sich die Aptamere als neue Wirkstoffklasse und
diagnostisches Werkzeug fiir den klinischen Alltag durchzu-
setzen vermogen.
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