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1. Einf�hrung

Heutzutage reichen die wissenschaftlichen Anwendungen
von Antikçrpern von Untersuchungen in der Grundlagen-
forschung bis zur angewandten Medizin. Auf Antikçrpern
aufbauende Produkte sind als Biopharmazeutika zur Be-
handlung von Krebs und chronischen Entz�ndungen sowie
zum Einsatz bei Transplantationen, bei Infektionskrankhei-
ten und in der kardiovaskul�ren Medizin zugelassen
worden.[1] Mindestens einige hundert Antikçrper sind als
Wirkstoffkandidaten in der klinischen Entwicklung.[1] Dane-
ben sind antikçrpergest�tzte Bioassays in klinischen, um-
weltchemischen und lebensmittelchemischen Analysen Rou-
tine. Die meisten dieser Bioassays beruhen auf dem IgG-
Molek�l. IgG ist ein Protein von 150 kDa Molmasse, beste-
hend aus vier Polypeptidketten mit Disulfidbindungen, die
f�r seine Stabilit�t unerl�sslich sind. Dar�ber hinaus zeigen
diese Proteine ein komplexes Glykosylierungsverhalten.
Diese Merkmale bedingen einen vergleichsweise schwierigen
und teuren Herstellungsprozess, der auf dem Einsatz von
Tieren beruht. Hinsichtlich der Entwicklung stabiler rekom-
binanter Antikçrperfragmentbibliotheken sind große Fort-
schritte gemacht worden; die Suche nach wertvollen Alter-
nativen ist aber dennoch weiterhin vonnçten.[2]

Neuerdings hat sich das Augenmerk zu Affinit�tsmole-
k�len hin verlagert, die durch Ans�tze der evolution�ren
Molekularbiologie erzeugt werden[3–6] (Abbildung 1). Dabei
wird eine kombinatorische Bibliothek aufgebaut, und ver-
besserte Varianten werden durch einen Selektionsprozess
identifiziert. Der Selektionsvorgang wird in vitro durchge-
f�hrt, was eine hçchst zutr�gliche Steuerung der Selektion
selbst ermçglicht, wodurch sich wiederum die Merkmale der
identifizierten Affinit�tsmolek�le kontrollieren lassen.

Der Zweck dieses Aufsatzes besteht darin, die Beson-
derheiten und die Anwendungen der beiden Hauptklassen
von durch evolution�re Ans�tze erzeugten Affinit�tsmole-
k�len – also Nucleins�ureaptamere und kombinatorische

Nichtimmunglobulinproteine (die hier aus Gr�nden der
Einfachheit als Peptidaptamere bezeichnet werden) – in
Bioassays darzulegen.

Um die Terminologie zu erhellen sei angemerkt, dass der
Begriff „Aptamer“, der sich vom lateinischen „aptus“

In den vergangenen Jahren haben auf Nucleins�uren und Proteine
gest�tzte kombinatorische Molek�le die Aufmerksamkeit von For-
schern verschiedener Gebiete, von der Medizin bis zur analytischen
Chemie, erregt. Diese als Aptamere bezeichneten Molek�le sind als
Alternativen zu Antikçrpern f�r viele unterschiedliche Anwendungen
ins Gespr�ch gebracht worden. Dieser Aufsatz zielt darauf, die Be-
sonderheiten dieser kombinatorischen Molek�le zu illustrieren, die
zuerst wegen ihrer Bedeutung f�r die molekulare Medizin Eingang in
die Forschung gefunden haben, jedoch auch ein enormes Potenzial auf
anderen bioanalytischen Feldern haben, auf denen historisch die An-
tikçrper vorherrschend waren, zum Beispiel dem der Bioassays (bio-
logisch-biochemische Testsysteme). Es wird eine Beschreibung dieser
Molek�le gegeben, und die Methoden zu ihrer Selektion und Her-
stellung werden zusammengefasst. Dar�ber hinaus werden auch kri-
tische Aspekte mit Bezug zu diesen Molek�len erçrtert.
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Abbildung 1. Schema des evolution�ren Ansatzes. Die Nucleins�ure-
aptamere (Kasten links) werden durch Inkubation der Nucleins�ure-
bibliothek (DNA-Bibliothek) mit einem Zielmolek�l nach Wahl, der
Trennung gebundener von nichtgebundenen Nucleins�uren, Elution
der gebundenen Nucleins�urespezies und Amplifikation der eluierten
Nucleins�urespezies hergestellt. Im Fall der kombinatorischen Proteine
(Kasten rechts) wird eine kombinatorische Bibliothek mutierter Gene
synthetisiert. Verbesserte Varianten werden �ber einen Selektionspro-
zess identifiziert. Weitere Verbesserungen kçnnen durch Reiteration
der Zyklen aus Mutation und Selektion erreichbar sein. Schlussendlich
werden ausgesuchte Klone durch DNA-Sequenzierung charakterisiert,
um n�tzliche Mutationen zu identifizieren. In der Mitte wird die allge-
meine Vorgehensweise beschrieben.

[*] Prof. M. Mascini, Dr. I. Palchetti,[+] Dr. S. Tombelli[+]

Dipartimento di Chimica „Ugo Schiff“
Universit� degli Studi di Firenze
Via della Lastruccia 3, 50019 Sesto Fiorentino (Italien)
E-Mail: marco.mascini@unifi.it

[+] Diese Autoren haben zu gleichen Teilen zu dieser Arbeit beigetragen.

Aptamerentwicklung
Angewandte

Chemie

1343Angew. Chem. 2012, 124, 1342 – 1360 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



(passen) und dem griechischen „meros“ (Teil) herleitet,
erstmals im Jahr 1990 von Ellington und Szostak verwendet
wurde, um RNA-Molek�le zu beschreiben, die an kleine or-
ganische Farbstoffmolek�le zu binden vermçgen.[7] Seit dieser
Zeit werden kurze DNA- oder RNA-Str�nge, die eine be-
stimmte dreidimensionale Konformation einnehmen und
aufgrund ihrer F�higkeit, bestimmte Molek�le anzusteuern,
ausgew�hlt wurden, als Nucleins�ureaptamere bezeichnet.
�ber die Entwicklung kombinatorischer Proteine als Alter-
native zu Antikçrpern (die aus einer variablen Peptidsequenz
bestehen, die in ein konstantes Ger�stprotein inseriert ist)
wurde einige Jahre danach berichtet. Unter anderem hat die
Gruppe von Nygren[8] im Jahr 1995 eine kombinatorische
Bibliothek eines a-helikalen bakteriellen Rezeptors be-
schrieben. Ein Jahr sp�ter haben Colas und Kollegen[9] �ber
die Entwicklung eines auf Thioredoxin A (TrxA) basierenden
Affinit�tsproteins berichtet. Diese Autoren definierten dieses
auf TrxA aufbauende Molek�l in Analogie zu den Nuclein-
s�ureaptameren als „Peptidaptamer“. Heute finden sich in
der Literatur Berichte �ber unterschiedliche kombinatorische
Nichtimmunglobulinproteine, und all diese Molek�le tragen
verschiedene Namen. Um einen rationalen Ansatz zur Ver-
f�gung zu haben, haben wir die gewaltige Menge an Publi-
kationen auf diesem Gebiet unter einem verallgemeinernden
Begriff zusammengefasst. Wir haben auf Gr�nden der
Zweckm�ßigkeit den Begriff Peptidaptamere gew�hlt. Un-
serer Auffassung nach wird die Verwendung des Begriffs
„Aptamer“ es dem Leser erleichtern, das Ziel dieser �ber-
sicht zu erkennen: Es sollen die durch einen evolution�ren
Ansatz zug�nglichen Affinit�tsmolek�le (Nucleins�uren wie
auch Proteine) erçrtert werden, die interessante Alternativen
zu Antikçrpern darstellen.

2. Nucleins�ureaptamere

2.1. Definition und Beschreibung

Nucleins�ureaptamere sind kurze Einzelstrang-DNA-
oder RNA-Oligonucleotide, die sequenzabh�ngige stabile
dreidimensionale Strukturen annehmen. Diese Eigenschaft
macht sie zu effizienten Bindungsmolek�len, die bef�higt
sind, Ziele zu binden, die von kleinen Ionen (z. B. Zn2+,[10]

56 Da) und niedermolekularen organischen Verbindungen
(z. B. organische Farbstoffe,[11] neutrale Disaccharide[12] und

Aminoglycosid-Antibiotika[13]) bis hin zu großen Molek�len
wie Glykoproteinen (wie CD4[14]) oder sogar einem komple-
xen Ziel (z.B. lebende Zellen[15]) reichen. Die Funktionalit�t
der Nucleins�ureaptamere gr�ndet sich auf ihre stabilen
dreidimensionalen Strukturen, die von der Prim�rsequenz,
der L�nge des Nucleins�uremolek�ls und den Umgebungs-
bedingungen abh�ngt. Die Grçße von Aptameren kann zwi-
schen 25 und 90 Basen schwanken,[5,6] und ihre typischen
Motive sind Stammstrukturen,[16] interne Schlaufen, purin-
reiche Hervorwçlbungen, Haarnadelstrukturen, Vierfach-
schlaufen,[17] Pseudoknoten,[18,19] „Kissing“-Komplexe[20,21]

oder G-Quadruplex-Strukturen[22–24] (namentlich Terti�r-
strukturen, die den bei RNA und DNA beobachteten
�hneln[25]). Einige Beispiele sind in Abbildung 2 zusammen-
getragen. In Gegenwart des Ziels unterziehen sich die meis-
ten Aptamere einer Konformations�nderung; ihre dreidi-
mensionale Faltung erzeugt eine spezifische Bindungsstelle
f�r das betreffende Ziel. Die intermolekularen Wechselwir-
kungen zwischen dem Aptamer und seinem Ziel sind durch
eine Kombination aus Komplementarit�t der Form oder
Gestalt, Stapelwechselwirkungen zwischen aromatischen
Verbindungen und den Nucleobasen des Aptamers und
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen geladenen
Gruppen und Wasserstoffbr�cken charakterisiert.[26]

Nucleins�ureaptamere binden ihre Ziele mit hoher Spe-
zifit�t, sodass die Unterscheidung nachrangiger Strukturun-
terschiede von Zielen und mit ihnen verwandten Molek�len
erreichbar ist. So haben zum Beispiel Theophyllin und seine
Analoga, Coffein und Theobromin, �hnliche chemische
Strukturen. Coffein unterscheidet sich vom Theophyllin
durch eine einzige Methylgruppe, wohingegen das Theobro-
min tats�chlich nur ein Isomer des Theophyllins ist, das sich
durch die Position einer Methylgruppe von ihm unterschei-
det. Die Anti-Theophyllin-RNA-Aptamere zeigen ein hohes
Maß an molekularer Unterscheidbarkeit beider Analoga, und
es ist nachgewiesen worden, dass die Bindungsaffinit�t eines
RNA-Aptamers zu Theophyllin 10 000-fach hçher ist als zu
Coffein.[27] In gleicher Weise kçnnen RNA-Aptamere, die
darauf selektiert wurden, l-Arginin enantioselektiv zu
binden, dieses Ziel mit 12 000-fach hçherer Affinit�t binden
als d-Arginin.[28]

Die Affinit�t unterliegt sowohl bei den Aptameren f�r
kleine Molek�le wie den Aptameren f�r Proteine großen
Schwankungen. Zu den Eigenschaften kleiner Molek�le, die
eine leichte Erkennung fçrdern und zu Affinit�ten im mi-
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kromolaren Bereich betragen,[29, 30] gehçren Planarit�t oder
das Vorhandensein positiv geladener Gruppen und H-Br�-
cken-Donoren oder -Akzeptoren,[31] und das selbst, wenn
Aptamere f�r Molek�le mit hydrophobem Charakter eben-
falls selektiert wurden.[32, 33]

Aptamere f�r Proteine zeigen infolge des Vorhandenseins
grçßerer, komplexerer Bereiche mit Strukturen, die reich an
H-Br�cken-Donoren oder -Akzeptoren sind, im Allgemeinen
hçhere Affinit�ten. Affinit�ten im nanomolaren und subna-
nomolaren Bereich sind f�r Aptamere gegen verschiedene
Proteine wie Thrombin,[22] ein Nucleocapsidprotein (2 nm)[34]

und den Thrombocytenwachstumsfaktor (platelet-derived
growth factor, PDGF) (0.1 nm)[35] experimentell ermittelt
worden.

2.2. Der Selektionsvorgang und seine Evolution

Der Aptamerisolierungsprozess, SELEX (systematic
evolution of ligands by exponential enrichment) genannt,

wurde erstmals im Jahr 1990 und
praktisch gleichzeitig von den Ar-
beitsgruppen von Ellington[7] und
Tuerk[36] vorgestellt. Diese Methode
besteht im wesentlichen aus der wie-
derholten Bindung, Selektion und
Amplifikation von Aptameren aus
der Ausgangsbibliothek, bis ein oder
mehr Aptamere, die die gew�nschten
Merkmale aufweisen, isoliert werden
konnten.[7, 36] Das SELEX-Verfahren
ist in den vergangenen Jahren aus-
giebig diskutiert worden,[37–43] und es
sind mehrere Modifikationen vorge-
nommen worden. Eine kurze Be-
schreibung der Methode und ihrer
neuesten Fortschritte wird im Fol-
genden gegeben.

Der erste und sehr bedeutsame
Schritt des SELEX-Verfahrens ist die
Auswahl und Synthese der Biblio-
thek. Ein Teil des enormen Potenzials
der Aptamere liegt genau in der Tat-
sache begr�ndet, dass Bibliotheken
mit einer sehr großen Zahl potenzi-

eller Liganden innerhalb weniger Tage erschaffen und ange-
reichert werden kçnnen.

Im Regelfall bestehen Aptamerbibliotheken aus 1013–1018

zuf�lligen Oligonucleotidsequenzen,[44,45] und dies wird um so
eindrucksvoller, wenn man es mit herkçmmlichen Biblio-
theken potenzieller Wirkstoffe vergleicht, die im Allgemei-
nen aus nicht mehr als 106 unterschiedlichen Molek�len be-
stehen und f�r eine Durchmusterung Monate erfordern.
Wenn man eine Bibliothek erschaffen will, m�ssen mehrere
Faktoren in Betracht gezogen werden, so etwa der Komple-
xit�tsgrad der Bibliothek und die Chemie der Nucleotide.

Insbesondere die Chemie der Nucleotide spielt eine zen-
trale Rolle hinsichtlich der Stabilit�t der Aptamere gegen
Abbau und kann die Affinit�t und die Spezifit�t der selek-
tierten Aptamere f�r ihre Ziele beeinflussen, da viele der
Nucleotide im Kernbereich der Aptamere die Gesamtstruk-
tur der Bindungsstelle festlegen.[41, 46] Tats�chlich wurde die
Modifikation von Nucleotiden am h�ufigsten eingesetzt, um
die enzymatische oder chemische Spaltung von Einzelstrang-
oligonucleotiden zu umgehen. So sind beispielsweise die
Modifikation von Pyrimidinen in der 5’-Position mit I, Br, Cl,
NH3 und N3, sowie in der 2’-Position mit NH2, F und OCH
beschrieben worden.[39] Die Modifikation des Phosphodies-
terger�sts – zum Beispiel durch den Einsatz a-thiosubstitu-
ierter Desoxyribonucleosidtriphosphate – hat sich als n�tzli-
che Methode erwiesen, die bei DNA-Aptameren erfolgrei-
cher war als bei RNA-Aptameren.[47] Eine Alternative stellt
die Erzeugung als „Spiegelmere“ bezeichneter enantiomerer
Aptamere dar. Diese Technik st�tzt sich auf die Erschaffung
eines Spiegelbilds der Zielstruktur und die Selektion eines
Aptamers f�r dieses Spiegelbild. Ein Stereoisomer des se-
lektierten Aptamers wird dann kreiert (zum Beispiel das
Spiegelmer), welches spezifisch f�r das Ziel, aber infolge der
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Abbildung 2. Beispiele f�r Strukturmotive von Nucleins�ureaptameren: a) ein thrombinbindendes
Aptamer, das zu einer G-Quadruplexstruktur aufgefaltet ist;[24] b) Sequenz des Biotin-Aptamer-
hauptklons, zu einem Pseudoknoten aufgefaltet;[19] c) IV-04-Aptamer gegen transaktivierungsreak-
tive RNA (TAR-RNA), einen RNA-DNA-„Kissing“-Komplex bildend;[20] d) Sequenz zu einer Haar-
nadelstruktur gefalteter Aptamere.[16]
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Substitution der nat�rlichen d-Ribose durch l-Ribose nicht
empfindlich f�r enzymatischen Abbau ist.[48–50]

Der andere Faktor, der die Auslegung der Bibliothek
beeinflusst, ist die Auswahl der konstanten Region. Die Zu-
fallsaptamersequenz muss 5’-w�rts und 3’-w�rts von kon-
stanten Bereichen flankiert sein, deren L�nge f�r gewçhnlich
20–25 Basenpaare betr�gt, und die Hybridisierungsstellen f�r
eine Anzahl von Schritten im Verlauf des SELEX-Prozesses
bereitstellen. Die 3’-w�rts flankierende Sequenz wirkt im
Allgemeinen als Anlagerungsstelle f�r Primer f�r die Reverse
Transkriptase, und die 5’-w�rts flankierende Sequenz wirkt
w�hrend des Amplifikationsschritts des SELEX-Protokolls
als Anlagerungsstelle f�r PCR-Primer. Der Entwurf der
konstanten Region f�r die SELEX-Prozedur ist sogar noch
wichtiger als bei einer normalen PCR, weil der vollst�ndige
SELEX-Prozess bis zu 50 PCR-Zyklen umfassen kann. Jed-
wedes Artefakt w�rde daher in der angereicherten Bibliothek
drastisch amplifiziert vorliegen. Nachdem eine geeignete
Aptamerbibliothek hergestellt worden ist, kann sie das
SELEX-Protokoll durchlaufen, welches mit der entworfenen
Doppelstrang-DNA-Bibliothek beginnt, die entweder (zur
RNA-Selektion) transkribiert oder (zur Selektion von Ein-
zelstrang-DNA) einer Strangtrennung unterworfen wird, um
sie in eine f�r die Selektion geeignete Form zu �berf�hren. Im
nachfolgenden Schritt werden das Ziel und die Bibliothek
unter f�r die Bindung g�nstigen Bedingungen zusammenge-
bracht, wobei die Sequenzen mit der hçchsten Affinit�t an
das Ziel binden werden. Diese Sequenzen werden dann von
denen mit geringerer Affinit�t abgesondert. Dieser Schritt
kann durch Anheftung der Aptamere und eine unterst�t-
zende Festphase wie etwa Sepharose erfolgen; die ge-
w�nschten Aptamere werden gezielt eluiert, nachdem die
Bindung erfolgt ist.[5, 51] Alternativ dazu kçnnen Aptamer und
Ziel frei in Lçsung zusammengebracht werden. Danach kann
der Ziel-Aptamer-Komplex durch Filtrieren durch Nitrocel-
lulose geborgen werden.[38,52] Diese Methode wird verbreitet
eingesetzt, obgleich es wichtig ist, anzumerken, dass sie nur
anwendbar ist, wenn das Zielmolek�l ein Protein ist. Ein
negativer Selektionsschritt, bei dem die Aptamere in Abwe-
senheit des Ziels �ber einen Cellulosefilter oder �ber die
Matrix, an der das Ziel immobilisiert ist, geleitet werden
(negative SELEX), wird in diesem Stadium ebenfalls h�ufig
eingef�gt. Dies dient zur Eliminierung von Aptameren, die in
einer zielunabh�ngigen Weise an den Filter oder die Matrix
binden.[28] Eine Gegenselektion kommt auch manchmal zum
Einsatz; dabei werden Aptamere entfernt, die an Strukturen
binden, die denen des Ziels �hnlich sind.[53] Die hochaffinen
Sequenzen werden dann durch revers-transkribierende PCR
(RT-PCR) (im Fall von RNA-Aptameren) oder durch PCR
im Fall von DNA-Aptameren amplifiziert, um eine neue
Aptamerbibliothek zu erzeugen, in der die Aptamere mit
hoher Affinit�t angereichert vorliegen. Der Gesamtprozess
wird dann wiederholt, was zu einer immer geringeren Zahl
eigent�mlicher Sequenzen mit immer hçherer Affinit�t f�r
das Ziel f�hrt, die jeweils zur�ckgehalten werden. Man be-
achte, dass w�hrend jeder Selektionsrunde die Bindungsbe-
dingungen f�r die Aptamere und das Ziel im Allgemeinen
immer stringenter gestaltet werden, um den Selektionsdruck
auf die verbliebenen Aptamere schrittweise zu erhçhen. Ein

vollst�ndiger SELEX-Prozess (der zwischen 8 und 15 Zyklen
umfasst) wird mehrere individuelle Sequenzen erbringen, die
analysiert und nach dem Homologiegrad untereinander zu
mehreren Klassen zusammengefasst werden. Die weitere
Untersuchung umfasst die Analyse konservierter Motive der
Aptamersequenz(en) und der f�r die Wechselwirkung mit
dem Ziel minimal erforderlichen Aptamerdimensionen.[41]

In j�ngerer und in weiter zur�ckliegender Zeit sind an der
SELEX-Prozedur[54] diverse Modifikationen vorgenommen
worden (Table 1),[55–85] um die Aptamerselektivit�t zu erhç-
hen (gemischte, Gegen-, negative und substraktive SELEX),
um die f�r die Selektion erforderliche Zeit zu vermindern
(automatisierte SELEX), oder um die Effizienz des Parti-
tionsschritts zu erhçhen (CE-SELEX und Non-SELEX).
Dar�ber hinaus sind besondere SELEX-Protokolle erdacht
worden, um Aptamere gegen bestimmte Ziele zu selektieren,
wie zum Beispiel Komplexziel-SELEX oder Zell-SELEX,
oder f�r Proteomstudien und die Biomarkersuche.[86] All
diese verschiedenen SELEX-Prozeduren, die darauf zielen,
die Selektion auf Aptamere mit bestimmten gew�nschten
Merkmalen zu lenken, sind in dieser �bersicht zitiert worden,
um einen wichtigen Unterschied zwischen Aptameren und
Antikçrpern herauszuheben. Im Unterschied zu der großen
Auswahl mçglicher Modifikationen der SELEX-Bedingun-
gen ist die klassische Herstellung von Antikçrpern durch
Immunisierung von Tieren nur schwierig zu beeinflussen, da
die im Tier vorherrschenden physiologischen Bedingungen
der f�hrende Einflussfaktor sind.

Spezielle und innovative SELEX-Prozeduren wie das
AFM-SELEX sind j�ngst beschrieben worden.[87] Die Ras-
terkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) wurde
eingesetzt, um Aptamere mit hoher Affinit�t f�r das ge-
w�nschte Ziel zu erhalten: Die Selektion wurde in nur drei
Runden abgeschlossen, und viele der dabei erhaltenen Ap-
tamere hatten eine hçhere Affinit�t zu dem ausgew�hlten
Ziel – hier: Thrombin – als solche, die durch eine konven-
tionelle SELEX selektiert wurden. Eine neuere Studie stellt
ein automatisches, auf magnetischen K�gelchen aufbauendes
Mikrofluidsystem vor, das ein Zufalls-ssDNA-Extraktions-
ger�t und ein „On-chip“-Nucleins�ureamplifikationsger�t
(Mikro-PCR) f�r die schnelle Durchmusterung von Apta-
meren integriert.[88] Der Gesamtprozess wurde auf einem
einzelnen Chip automatisch in einer im Vergleich zu anderen
SELEX-Protokollen k�rzeren Zeit und mit vermindertem
Proben- und Reagentienbedarf durchgef�hrt.

Dar�ber hinaus wurde k�rzlich eine alternative mikro-
fluidische SELEX auf Grundlage einer mikromagnetischen
Trennung publiziert.[89] Der mikromagnetische Trennungs-
chip integriert ferromagnetische Mikrostrukturen, um an die
Magnetk�gelchen gebundene Aptamere einzufangen, und
ließ im Partitionierungsschritt einen hohen Wirkungsgrad
erkennen. Als Beispiel wurde eine Aptamerselektion f�r
Streptavidin durchgef�hrt, die in nur drei Runden hochaffine
Aptamere mit Dissoziationskonstanten zwischen 25 und
65 nm erbrachte.
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Tabelle 1: Verschiedene Modifikationen des SELEX-Prozesses.

Bezeichnung Modifikation Ziel Lit.

Automatisierte SELEX Einsatz automatisierter Systeme f�r den Selektions-
vorgang

Reduktion des Zeitaufwands f�r die Selektion [55,56]

Gemischte SELEX Einsatz kleiner Liganden, die die Sequenz zu einer
bestimmten Region des Ziels lenken

Selektion von Aptameren gegen ein bestimmtes
Epitop

[57,58]

Kapillarelektrophorese-
SELEX

Einsatz der Kapillarelektrophorese f�r die Sequenz-
auftrennung

Verbesserung des Trennprozesses von an das Ziel
gebundenen Sequenzen und anderen

[59–
61]

Zell-SELEX Einsatz lebender Zellen als Ziel Selektion von Aptameren gegen ganze, lebende Zellen [62,63]

Chim�ren-SELEX Einsatz kombinierter Populationen (z.B. Fusion be-
reits selektierter Sequenzen)

Selektion von doppelt-funktionalen Aptameren [64]

Komplexziel-SELEX Einsatz von Membranpr�parationen oder Zellen als
Ziele im Selektionsprozess

Selektion von Aptameren gegen Zelloberfl�chen-
proteine

[65]

Konditionale SELEX Einsatz eines Regulatormolek�ls w�hrend der Selek-
tion

Selektion von Aptameren, deren Bindung an das
Zielmolek�l reguliert werden kann

[66]

Gegen-SELEX Einsatz von Molek�len bei der Selektion, die dem Ziel
�hnlich sind, um Sequenzen auszuschließen, die an
sie binden

Selektion hochspezifischer Aptamere [27,55]

Kovalente SELEX Einsatz von Nucleotiden, die mit aktivierbaren Grup-
pen modifiziert werden kçnnen

Selektion von Aptameren, die kovalent an das Ziel-
protein binden kçnnen (Photoaptamere)

[67,68]

Dekonvolutions-SELEX Entwicklung einer Sekund�rselektion Aufteilung von Aptamervorr�ten, die gegen mehrere
Ziele evolviert worden sind

[69,70]

FACS-SELEX Einsatz eines fluoreszenzaktivierten Zellsortierungs-
ger�ts zur gleichzeitigen Differenzierung und Sepa-
rierung bindender und nichtbindender Subpopulatio-
nen von Zellen

R�ckgang falsch-positiver Ergebnisse in Zellselek-
tionsans�tzen

[71]

FluMag-SELEX Einsatz von Fluoreszenzmarkierungen zur DNA-
Quantifizierung, und Einsatz magnetischer K�gelchen
zur Zielimmobilisierung

Einsatz sehr kleiner Mengen des Ziels zur Aptamer-
selektion; rasche und effiziente Trennung gebundener
von ungebundenen Molek�len

[72]

Genomische SELEX Bibliothek besteht aus fragmentierter genomischer
DNA

Selektion nat�rlicher Sequenzen, die bioaktive Pro-
teine binden

[73]

Spiegelbild-SELEX Einsatz von Spiegelanaloga nat�rlicher Nucleotide
(l-Ribose oder l- Desoxyribose)

Selektion nucleaseresistenter Aptamere [56]

Mod-SELEX SELEX an einer Bibliothek von Oligonuleotiden mit
chemischen Substitutionen

Herstellung stabiler (nucleaseresistenter) Aptamere
und Erzeugung von Aptameren mit Konformationen
und Zielbindungsoberfl�chen, die bei Verwendung
von DNA oder RNA nicht zug�nglich w�ren

[74]

Mehrstadien-SELEX Einsatz fusionierter Vertreter aus einem bereits
durchmusterten „Pool“

Aufkl�rung der Mechanismen allosterischer Wechsel-
wirkungen an Aptameren

[75]

Negative SELEX Einsatz eines „negativen“ Selektionszyklus durch al-
leinige Inkubation mit der f�r die Zielimmobilisierung
verwendeten Matrix

Selektion hochspezifischer Aptamere [76]

Non-SELEX Wegfall des PCR-Schritts Verbesserung des Trennungsschritts [77]

Primerfreie SELEX (bei der
genomischen SELEX)

Primeranlagerungssequenzen werden vor der Selek-
tion aus der Genombibliothek entfernt

Verhinderung von Artefakten infolge der Anwesenheit
von Strukturen, die durch Basenpaarbildung zwischen
festliegenden flankierenden Sequenzen der Bibliothek
mit den zentralen, genomabgeleiteten Fragmenten
entstanden sind.

[78]
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3. „Peptidaptamere“

3.1. Definition und Beschreibung

Nach der Definition von Colas et al. aus dem Jahr 1996[9]

sind Peptidaptamere kombinatorische Proteinmolek�le, bei
denen eine variable Peptidsequenz mit Affinit�t f�r ein be-
stimmtes Zielprotein an einem inerten, konstanten Ger�st-
protein dargeboten wird.[9, 90–95] Es handelt sich um extrem
einfache Molek�le, die nach ihrer Affinit�t zum Zielprotein
oder einer niedermolekularen Substanz aus einer kombina-
torischen Bibliothek selektiert und in Bakterienzellen, z.B. in
E. coli, exprimiert worden sind. Beide Termini der variablen
Sequenz werden mit dem inerten Ger�st fusioniert, wodurch
die Peptidaptamere doppelt eingeschr�nkt sind. Diese dop-
pelte Einschr�nkung unterscheidet Peptidaptamere von an-
deren k�nstlichen kombinatorischen Proteinmolek�len, die
oft aus zuf�lligen Peptidsequenzen bestehen, die terminal an
ein Tr�gerprotein oder ein anderes Makromolek�l angef�gt
sind. Tats�chlich schließt der Begriff andere Typen doppelt
eingeschr�nkter kombinatorischer Proteine, die komplexer
als Peptidaptamere sind, nicht ein, weil die Zielbindungs-
oberfl�chen auf nichtzusammenh�ngenden Peptidsequenzen
bestehen, die auf mehrere Sekund�rstrukturelemente oder
�ber mehrere variable Schlaufen verteilt sind,[90, 91] wie in
Abbildung 3 dargestellt ist.

Diese doppelt beschr�nkten kombinatorischen Proteine
haben �hnliche Merkmale und Anwendungen wie Peptidap-
tamere. Insbesondere zeigen alle von ihnen Eigenschaften der
molekularen Erkennung; diesbez�glich �hneln sie Antikçr-
pern, jedoch mit verbesserten Charakteristika wie geringer
Grçße, hoher Stabilit�t, guter Lçslichkeit, hoher Ausbeute
bei der bakteriellen Expression, der Mçglichkeit der chemi-

schen Synthese, rascher Faltung sowie – in manchen F�llen
wie einem Affibody-Molek�l (Affinit�tsmolek�le auf Basis
von Protein-A-Ger�sten; siehe Tabelle 2) – dem Fehlen von

Tabelle 1: (Fortsetzung)

Bezeichnung Modifikation Ziel Lit.

SELEX-SAGE (serielle Analy-
se der Genexpression) oder
Hochdurchsatz-SELEX

Ein Teil des SAGE-Protokolls besteht in der Verkn�p-
fung von Oligomeren aus der SELEX mit l�ngeren
DNA-Molek�len, die hoch effizient sequenziert
werden kçnnen

Sequenzierung bindender Sequenzen (bis zu einigen
Tausend)

[79]

SOMAmer (Slow Off-rate
Modified Aptamers)

Selektion von Aptameren mit „rational entworfenen“
modifizierten Nucleotiden

Vergrçßerung des Zielbereichs, f�r den Aptamere se-
lektiert werden kçnnen, und Selektion hochqualitati-
ver Bindungsaptamere f�r den Einsatz in proteomi-
schen Multiplex-Arrays

[80]

Subtraktive SELEX Einsatz von Molek�len in der Komplexziel-SELEX, die
dem Ziel (das heißt, Zellen) �hnlich sind, um an sie
bindende Sequenzen auszuschließen

Verbesserung der Aptamerselektivit�t [81]

Maßgeschneiderte SELEX Bibliothek mit reduzierten oder keinen fixierten Re-
gionen

Minimierung der Aptamergrçße [82,83]

TECS-SELEX (target expres-
sed on cell surface-SELEX)

Anstelle des aufgereinigten Proteins werden rekom-
binierte Proteine, die auf der Zelloberfl�che pr�sen-
tiert werden, unmittelbar als Selektionsziel eingesetzt

Selektion von Aptameren mit hoher Spezifit�t und
Affinit�t f�r irgendwelche Zelloberfl�chenproteine;
auch, wenn das aufgereinigte Proteinziel nicht leicht
greifbar ist

[84]

Umschalt-SELEX Einsatz unterschiedlicher Ziele in der Selektion Selektion von Aptameren, die an mehrere verwandte
Proteine binden kçnnen

[85]

Abbildung 3. Verschiedene Proteinger�stprinzipien beim Entwurf
k�nstlicher Bindungsproteine. Die Ger�ste werden durch ein in das
Ger�st inseriertes Zufallspeptid – f�r gewçhnlich eine Schlaufe – wie
im Fall des Thioredoxins (a) oder durch Modifizierung bestimmter
nichtzusammenh�ngender Positionen diversifiziert, die �ber mehrere
Sekund�rstrukturelemente oder mehrere variable Schlaufen (zum Bei-
spiel in Schlaufen wie beim Fibronectin III (b), auf flachen Oberfl�chen
wie beim Protein A (c), in Kombinationen aus Schlaufen und Helices
wie im Fall des Ankyrin-Wiederholungsproteins (d) oder in Hohlr�u-
men wie beim Lipocalin (e)) verstreut liegen kçnnen. Zielbindungsvari-
anten der resultierenden Bibliotheken werden in der Folge unter Ein-
satz von Selektions- oder Durchmusterungstechniken isoliert. Nach-
druck aus Lit. [3].
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Disulfidbindungen und freien Cysteinresten. Wie in Lit. [96]
berichtet wird, die die Merkmale der Affibody-Molek�le
heraushebt, ist die von Disulfidbindungen unabh�ngige hohe
Stabilit�t ein bedeutender Vorteil, der hohe Ausbeuten bei
der bakteriellen Expression beg�nstigt und intrazellul�re
Anwendungen mçglich macht. Das Fehlen intramolekularer
Cysteine erçffnet die Mçglichkeit, einen einzelst�ndigen, C-
terminalen Cysteinrest zum Zweck der Markierung oder
andere chemischen Modifizierungen einzuf�hren.

Die Gestalt dieser k�nstlichen beschr�nkten kombinato-
rischen Proteine wird letztlich sowohl durch ihre Aminos�u-
rezusammensetzung als auch durch die Sequenz des Peptids
und die Prim�r- und Terti�rstruktur des Ger�stproteins fest-
gelegt.[94]

Wichtig ist der Umstand, dass die Bindungsaffinit�t dieser
k�nstlichen Proteine durch die durch das Ger�st auferlegte
Beschr�nkung stark erhçht ist. Dies ist der Hauptvorteil bei
der Verwendung von konformativ eingeschr�nkten Peptiden
gegen�ber unstrukturierten linearen Peptiden.[97, 98]

3.2. Selektion

Es ist offenkundig, dass sich die Selektion von Peptidap-
tameren, von einem technischen Standpunkt aus betrachtet,
vollst�ndig von der bei Nucleins�ureaptameren zum Einsatz
kommenden unterscheidet. Das grundlegende Prinzip ist
jedoch �hnlich: der Einsatz kombinatorischer Strategien zur
Erzeugung von Diversit�t und zur Erschaffung eines „Pools“
unterschiedlicher Kandidaten (der Bibliothek), die Selektion
(um Kandidaten mit bestmçglichen Eigenschaften zu finden)
und die Amplifikation.

Ausgezeichnete �bersichten und Buchkapitel, die sich
mit den technischen Details der Selektionstechnik f�r
k�nstliche kombinatorische Proteine befassen, sind verf�g-
bar.[99,100] Deshalb wird die Methodik an dieser Stelle nur
knapp und in allgemeiner Form beschrieben. In den nach-

folgenden Abschnitten werden einige Aspekte des Protein-
ger�sts, der Bibliotheken und der Selektionstechniken erçr-
tert.

3.2.1. Ger�stselektion sowie Bibliotheksentwurf und
-konstruktion

Der erste Schritt bei einer Durchmusterung kombinato-
rischer Proteine besteht in der Auswahl der Peptidbibliothek.
Diese Bibliotheken unterscheiden sich hinsichtlich des Ge-
r�sts, der Peptidl�nge, der Stringenz der Selektion und der
Zahl selektierbarer Marker. Das Ger�st ist ein Proteinrah-
menwerk, das abge�nderte Aminos�uren oder Inserate ent-
halten kann, die Proteinvarianten mit vollst�ndig neuartigen
Funktionen ergeben kann, im Allgemeinen eine neue Bin-
dungsspezifit�t. Die Auswahl des Ger�stproteins h�ngt
grçßtenteils von der beabsichtigten Verwendung der erzeug-
ten Affinit�tsliganden ab. Das Ger�st sollte jedoch vorzugs-
weise verh�ltnism�ßig klein sein, das heißt, es sollte aus einer
einzigen Polypeptidkette bestehen und eine hochgradig sta-
bile Architektur aufweisen.[101] In der Literatur sind viele
Proteinger�ste beschrieben, und in den vergangenen Jahren
sind einige �bersichten erschienen.[3, 4, 101–104] Hier wird nur
eine Auswahl solcher Ger�ste vorgestellt (siehe Tabelle 2;
dort wird auch der f�r das sich jeweils ergebende k�nstliche
Protein gew�hlte Name angegeben), erschçpfende Beschrei-
bungen finden sich an anderer Stelle.[3,4, 101–104]

Das Ger�st des E.-coli-Proteins TrxA ist weitr�umig f�r
die Entwicklung von Peptidaptameren herangezogen
worden.[91] TrxA ist ein robustes Enzym mit einer kurzen, das
aktive Zentrum bildenden Schlaufe[105] von relativ geringer
Grçße (ungef�hr 12 kDa) und von guter Stabilit�t und Lçs-
lichkeit. Seine dreidimensionale Struktur ist gut bekannt. Da
das Ger�st biologisch inert sein sollte, gilt f�r das TrxA-
Ger�st, dass Peptide in die Schlaufe innerhalb des biologisch
aktiven Zentrums des Molek�ls eingef�hrt werden; dabei
geht die katalytische Aktivit�t verloren. J�ngst ist ein als STM

Tabelle 2: Beispiele f�r Ger�ste, die zur Erzeugung von Affinit�tsliganden verwendet wurden, Selektionsmethoden und Angaben zur kommerziellen
Verwertung.

Name Ger�st Variiertes
Strukturelement

Selektionsmethode Lit. Kommerzielle Nutzung

Peptidaptamer Thioredoxin A (TrxA) 1 Schlaufe Hefe-Zwei-Hybridsystem, Phagen-
display, S�ugetierzellsystem

[9, 105] … (bis 2007: Aptanomics)

Peptidaptamer Staphylokokkennuclease 1 Schlaufe Funktionelle Durchmusterung [112] …
Peptidaptamer Humanes Stefin A 3 Stellen Hefe-Zwei-Hybridsystem [106] …
Peptidaptamer Gr�n Fluoreszierendes

Protein (GFP)
Schlaufenrando-
misierung

Visuelle Durchmusterung [111] …

Ligandenregulierte
Peptidaptamere

FKBP-Peptid-FRB-GST Trimerer Komplex [108] …

Microbodies Cystinknoten-Mikro-
proteine (Knottine)

1 Schlaufe in
zwei b-Str�ngen

mRNA-Display [119] … (bis 2007: Nascacell)

Affibody Protein A 2 a-Helices Phagendisplay [96] www.affibody.com
www.abcam.com

Anticalin Lipocalin 4 Schlaufen Phagendisplay [109] www.pieris-ag.com
Pieris libraries

Adnectin Fibronectin III 2–3 Schlaufen Phagendisplay, mRNA-Display,
Hefe-Zwei-Hybridsystem

[110] www.adnexustx.com
PROfusion libraries

DARPin Ankirin b-Kehre und a-Helix Ribosomendisplay [113] www.molecularpartners.com
Kunitz-Dom�ne APPI Einzelne Schlaufe Phagendisplay [121] www.dyax.com
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(Stefin-A-Tripelmutante) bezeichnetes Proteinger�st entwi-
ckelt worden, das sich von dem intrazellul�ren Proteaseinhi-
bitor Stefin A ableitet.[106] STM verf�gt �ber drei Stellen, die
in der Prim�rstruktur des Proteins voneinander entfernt
liegen, aber im gefalteten Protein benachbart sind, und die
das Stefin A nat�rlicherweise nutzt, um Zielproteine zu
binden.[106] Dar�ber hinaus ist das STM-Ger�st so umgestaltet
worden, dass verminderte Wechselwirkungen zwischen Hu-
manproteinen und dem Ger�st resultieren, was in Bioassays
die Kreuzreaktivit�t herabsetzt. Das STM-Ger�st ist noch
weiter mutiert worden, um einen einzelnen Cysteinrest
(STMcys +) einzuf�hren, der die gerichtete Ankn�pfung des
Ger�sts an eine feste Oberfl�che mithilfe exponierter Sulf-
hydrylgruppen ermçglicht. �ber andere STM-Varianten
wurde j�ngst berichtet.[107]

Millers Gruppe hat ein neues,
ligandenreguliertes Peptidsys-
tem (LiRP) konstruiert, bei
dem die Bindungsaktivit�t der
intrazellul�ren Peptide durch
ein zellg�ngiges niedermole-
kulares Agens wie Rapamycin
gesteuert wird.[108] Andere
Beispiele f�r Ger�ste sind
modellierte Anticaline auf der
Grundlage von Lipocalin-
strukturen,[109] Trinectine, die
sich von einer Fibronectin-III-
Dom�ne herleiten,[110] das
gr�n fluoreszierende Protein
(GFP),[111] ein katalytisch in-
aktives Derivat der Staphylo-
kokkennuclease (SNase),[112]

das Ankyrinwiederholungs-
protein[113] sowie „Affibody-
Molek�le“, die durch Umge-
staltung der B-Dom�ne des
Staphylococcus-aureus-Prote-
ins A entstanden sind.[114]

Diese B-Dom�ne ist ein rela-
tiv kurzes cysteinfreies Peptid
von 58 Aminos�uren, das zu
einer Drei-Helix-B�ndel-
struktur gefaltet ist, und das
zu einer Variante umgestaltet
wurde, die als Z-Dom�ne be-
zeichnet wird.[96] Die Z-
Dom�ne hat ihre Affinit�t f�r
den Fc-Teil des Antikçrpers
beibehalten, w�hrend die
schw�chere Affinit�t f�r die
Fab-Region praktisch voll-
st�ndig verloren ging.[115–117]

Cysteinknoten-Mikroproteine
(die auch „Knottine“ genannt
werden) sind andere interes-
sante molekulare Ger�ste f�r
den Einbau fremder Peptid-
sequenzen,[118–120] wohingegen

die Kunitz-Dom�ne ein Beispiel f�r einen nat�rlichen Serin-
proteaseinhibitor ist, der erfolgreich als Ger�st verwendet
wurde.[121]

Nach der Auswahl des Ger�sts werden die kombinatori-
schen Bibliotheken des Ger�sts erzeugt. Dies geschieht auf
der DNA-Ebene durch Randomisierung der Codons geeig-
neter Aminos�urepositionen. Die Methode zur Konstruktion
einer Proteinbibliothek besteht also aus der Konstruktion
einer Bibliothek aus Nucleins�uremolek�len (Genbiblio-
thek), aus der durch Translation eine Proteinbibliothek ge-
wonnen werden kann. F�r die Erzeugung von Genbibliothe-
ken steht heute ein breites Spektrum an Techniken zur Ver-
f�gung,[122] aber ihre Darlegung w�rde den Rahmen dieses
Aufsatzes sprengen. In Abbildung 4 wird ein Beispiel f�r die

Abbildung 4. Aufbau einer Bibliothek (nach Lit. [8]): a) Sequenzen der verwendeten Oligonucleotide. b) Die
Bibliothek wurde mithilfe Streptavidin-�berzogener paramagnetischer K�gelchen als Festphasenanker auf-
gebaut. Die festphasenunterst�tzte Zusammenlagerung wurde durch die Bindung des 5’-biotinylierten Oli-
gonucleotidpaars ZLIB-l/ZLIB-2 an die K�gelchen ausgelçst. Nach dem Waschen wurde das vorbereitete
Konstrukt DEGEN-l/BRIDGE/DEGEN-2 den K�gelchen zugesetzt und die Ligation durchgef�hrt. Der Zu-
sammenbau wurde durch Hinzuf�gen und Ligation der pr�hybridisierten Oligonucleotide ZLIB-4/ZLIB-5 ab-
geschlossen. Vor der Amplifikation durch PCR wurden die Oligonucleotide ZLIB-2, BRIDGE und ZLIB-5 mit
Alkali eluiert. Die Oligonucleotide ZLIB-3 und ZLIB-5 wurden als Primer f�r die Amplifikation per PCR ein-
gesetzt. Um Doppelstrang-DNA f�r die Klonierung zu erhalten, wurden die zusammengesetzten und an
den K�gelchen immobilisierten Einzelstrang-Genbibliotheken, die die beiden abgewandelten Helices der Z-
Dom�ne codieren, als Matrize f�r die Amplifikation per PCR eingesetzt. c) Das die Bibliothek repr�sentie-
rende PCR-Produkt, das die abgewandelten Helices 1 und 2 codiert, wurde in den Phagemidvektor pKN1,
der das Gen f�r die Reste 44–58 der Wildtyp-Z-Dom�ne (im wesentlichen Helix 3) enth�lt, gefolgt von dem
Gen f�r eine 46 Reste umfassende Serumalbumin-Bindungsregion (ABP), die sich vom Streptokokkenpro-
tein G ableitet, und das unter Erhaltung des Leserahmens mit der verk�rzten Version des H�llprotein-III-
Gens des Phagen M13 verkn�pft ist, subkloniert. Der Vektor pKN1 wurde wie folgt in mehreren Schritten
aufgebaut: Ein Doppelstranglinker, der die invarianten Reste 44–58 der Z-Dom�ne codiert, wurde aus den
Oligonucleotiden ZLIB6 und ZLIB7 gebildet. Er wurde als MluI-XhoI-Fragment in das Phagemid pKP986
inseriert, was pKN ergab. Das Phagemid PK986 codiert das E.-coli-OmpA-(S)-F�hrerpeptid, dem die Reste
249–406 des H�llproteins III des filamentçsen Phagen M13 unter Kontrolle durch den lac-Promotor von
E. coli folgen.
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Konstruktion einer kombinatorischen Bibliothek aus der a-
helikalen Z-Dom�ne des Proteins A beschrieben (nach
Lit. [8]). Es ist offenkundig, dass die kombinatorischen Bi-
bliotheken der Ger�ste an das Selektionssystem angepasst
werden m�ssen, das eingesetzt werden soll (siehe Abbil-
dung 4). Das bedeutet, dass kombinatorische Bibliotheken
die Form von Hefe-Zwei-Hybridbibliotheken und von Pha-
gendisplaybibliotheken usw. annehmen. Heutzutage kçnnen
Bibliotheken von verschiedenen Firmen bezogen werden,
insbesondere von Clontech (f�r die Hefe-Zwei-Hybridselek-
tion, www.clontech.com), Invitrogen („FLITRX-Peptid-
bibliothek“) und anderen (siehe Tabelle 2).

3.2.2. Selektionstechniken

In der Literatur finden sich verschiedene Selektionstech-
niken beschrieben, deren Einsatz streng von der beabsich-
tigten Verwendung der kombinatorischen Proteine abh�ngt.
In aller K�rze kçnnen diese Methoden als Nichtdisplaysys-
teme, zellabh�ngige Displaysysteme und zellfreie Display-
systeme klassifiziert werden.[97] Bei Nichtdisplaysystemen
wird das Zielprotein mit den einzelnen Bibliothekskompo-
nenten in vivo exprimiert, und die Selektion h�ngt somit nicht
von einem verf�gbaren Zielprotein ab; das Zielprotein wird
vielmehr in einer korrekt gefalteten Form vom Wirtorganis-
mus exprimiert. In-vivo-Techniken st�tzen sich daher f�r ge-
wçhnlich auf die Rekonstitution einer Proteinaktivit�t bei
Bindungspartner-Ziel-Wechselwirkung (zum Beispiel En-
zymaktivit�t, Fluoreszenz oder Transkriptionsaktivit�t). Das
in Hefezellen verwendete Hefe-Zwei-Hybridsystem (Y2H)
ist ein Beispiel einer In-vivo-Technik.[123]

Bei dieser Durchmusterungsmethode wird ein Zielprotein
mit einer heterologen DNA-Bindungsdom�ne (BD) ver-
kn�pft und als „Kçderkonstrukt“ in einem Hefeteststamm
zur Expression gebracht. Begleitend dazu wird eine Biblio-
thek unterschiedlicher Peptide, die mit einer heterologen
Transkriptionsaktivierungsdom�ne (TAD) verkn�pft sind, als
„Beutekonstrukte“ zur Expression gebracht (Abbildung 5a).

Wenn ein Peptid an das Zielprotein bindet, bildet sich ein
Transkriptionsfaktor, bei dem die BD-Dom�ne und die Ak-
tivierungsdom�ne (AD) durch die wechselwirkenden Pro-
teine miteinander verbr�ckt sind. Dieser Transkriptionsfaktor
ist dann in der Lage, den Promotor eines Markergens zu ak-
tivieren, das durch einen kolorimetrischen Enzymtest oder
durch eine Wachstumsf�higkeitsselektion identifizierbar ist.
Diese Durchmusterungsprozedur f�hrt zu einem unmittel-
baren Zugang zu den bindenden Molek�len in praktisch un-
begrenzten Mengen. Der Vektor, der das bindende Molek�l
codiert, kann aus den Zellen des Hefeteststamms isoliert und
die DNA-Sequenz des Inserats leicht ermittelt werden.
Dieses Inserat kann dann in geeignete Expressionsvektoren
eingebracht werden, um die bindenden Molek�le in Bakte-
rien oder eukaryontischen Expressionssystemen zu syntheti-
sieren.

Der Proteinfragment-Komplementationstest (PCA) oder
die S�ugetierzelldurchmusterung sind weitere Beispiele f�r
In-vivo-Nichtdisplaytechniken. Der PCA beruht auf dem
Prinzip, dass das �berleben von Zellen, die gleichzeitig
komplement�re Fragmente des Enzyms Maus-Dihydrofolat-

reduktase (mDHFR) exprimieren, von der korrekten Faltung
und Wechselwirkung dieser Fragmente abh�ngt.[124]

Der Phagendisplay ist eine zellabh�ngige In-vitro-Dis-
playtechnik, die 1985 von G. Smith erfunden wurde.[125] Beim
Phagendisplay werden die Peptid- oder Proteinbibliotheken
mit den H�llproteinen von Phagen (zumeist des GenIII-
Proteins) fusioniert, die sich au der Oberfl�che der Phagen-
partikel befinden (Abbildung 5b). Die Phagen werden dann
mit dem Zielmolek�l inkubiert. Nach der Selektion werden
nichtgebundene Phagen fortgewaschen, und spezifisch an das

Abbildung 5. Selektionssysteme: a) Beim Hefe-Zwei-Hybridsystem ist
der Transkriptionsfaktor Ga4p der B�ckerhefe (Saccharomyces cerevi-
siae) in eine DNA-Bindungsdom�ne (DBD) und eine Transkriptionsak-
tivierungsdom�ne (TAD) gespalten. Das Zielprotein wird mit der DBD
fusioniert, das Peptid in ein Ger�st inseriert und mit der TDA fusio-
niert. Auf die Wechselwirkung des Zielpeptids hin bindet der Transkrip-
tionsfaktor an das GAL4-RE und aktiviert die Transkription eines Re-
portergens. Alternativ kann eine zweite Variante, die sich auf das bak-
terielle LexA-Protein st�tzt, verwendet werden (nicht gezeigt). b) Die
Phagendisplay-Biodurchmusterungsmethode ist ein In-vitro-System,
bei dem sich das exprimierte rekombinante Zielprotein auf einer festen
Unterlage befindet und mit Phagen inkubiert wird, die an ihren Ober-
fl�chenproteinen Zufallspeptide ausstellen. Das „Ziel“ bindende
Phagen werden amplifiziert und in sukzessiven Runden positiver Selek-
tion mehrfach durchmustert.
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Zielmolek�l gebundene Phagen werden hernach eluiert. Die
eluierten Phagen werden dann verwendet, um neue E.-coli-
Zellen zu infizieren und dadurch die selektierten Klone zu
amplifizieren. Diese neue Phagenbibliothek kann dann in
einer neuen Selektionsrunde verwendet werden. Varianten
dieses klassischen Phagendisplays sind der Phagemiddis-
play[124] oder der bakterielle Oberfl�chendisplay.[126–128] Bei-
spiele f�r zellfreie In-vitro-Displaytechniken sind der Ribo-
somendisplay[113, 129] und der mRNA-Display.[129] Welche Se-
lektionstechnik am besten f�r eine bestimmte Bindungspro-
teinbibliothek geeignet ist, h�ngt von verschiedenen Para-
metern ab: von der Diversit�t der Bibliothek, den
Eigenschaften des Ger�sts oder den beabsichtigten Anwen-
dungen.[113]

Einmal selektiert, werden die kombinatorischen Proteine
mit verschiedenen anderen Methoden aufgereinigt.[124]

4. Die Anwendung von Nucleins�ureaptameren

Das enorme Potenzial von Aptameren als Therapeutika
ist ausgiebig untersucht worden, bis schließlich im Jahr 2004
die US-amerikanische Food and Drug Administration das
Eyetech/Pfizer-Aptamer Macugen f�r die Behandlung der
altersbedingten exsudativen Maculadegeneration und des
diabetischen Maculaçdems zugelassen hat.[130–134]

Ohne jeden Zweifel war der potenzielle Einsatz von
Aptameren als Therapeutika, f�r den Wirkstofftransport und
f�r die In-vivo-Diagnostik die treibende Kraft f�r die For-
schungen an diesen Molek�len.[135–152] Ein weiteres bedeut-
sames Anwendungsfeld f�r Aptamere ist jedoch die Ver-
wendung als Biorezeptoren in Bioassays, wie die zunehmende
Zahl von Publikationen zu diesem Thema vor Augen
f�hrt.[153–161] Auf Aptameren beruhende Bioassays kçnnen in
einer Vielzahl von Formaten realisiert werden (direkt,
„Sandwich“ oder kompetitiv). Die Hauptunterschiede der
verschiedenen Formate bestehen in der Natur der immobili-
sierten „Spezies“ (Aptamer, Antikçrper oder zu analysie-
rendes Ziel), der Zahl der experimentellen Schritte und in der
Reihenfolge, in der die verschiedenen Reagentien mit dem
festen Tr�ger zusammengebracht werden, sofern dies vor-
liegt. Die Auswahl des Formats h�ngt von der Molekulgrçße
der Analysensubstanz, der Verf�gbarkeit von Reagentien und
den Kosten ab. Wenn es mçglich ist, die verschiedenen Assay-
Formate f�r die Detektion desselben Zielanalytikons in An-
wendung zu bringen, erscheint es n�tzlich, die analytische
Leistungsf�higkeit jeder Variante zu ermitteln und mit an-
deren zu vergleichen, um schließlich den Ansatz auszuw�h-
len, der hinsichtlich der Nachweisgrenze, der Spezifit�t, der
f�r die Analyse notwendigen Zeit und der Kosten den besten
Kompromiss darstellt.[162,163]

Ungeachtet der großen Zahl selektierter Aptamere f�r
viele verschiedene Molek�le, ergibt eine Durchsicht der Li-
teratur zu aptamergest�tzten Assays, dass nur einige be-
stimmte Aptamere zum Einsatz gekommen sind, und dass
somit die Anwendung der Assays limitiert geblieben ist. Dies
f�hrt uns vor Augen, dass die vorgeschlagenen Ans�tze viel-
fach nicht auf alle verf�gbaren Aptamere verallgemeinert
werden kçnnen, sondern vielmehr in strenger Beziehung zur

Sequenz und zur Struktur des Aptamers stehen. Tats�chlich
findet sich unter den Hunderten (> 900) von Publikationen
�ber aptamergest�tzte Assays, Sensoren oder Biosensoren
der letzten zehn Jahre ein Anteil von fast 60%, der von nur
acht Aptameren beherrscht wird (siehe Abbildung 6). Das

Thrombin-Aptamer stellt davon den grçßten Anteil; dieser
Punkt wurde von Baird[164] eingehend erçrtert, der es als „das
Thrombinproblem“ kennzeichnete. In derselben Abhandlung
schrieb Baird, dass „Aptamere in einem gewissen Sinne die
Opfer ihres eigenen Erfolgs“ geworden seien: Tats�chlich
zeigt der Umstand, dass nur einige wenige der selektierten
Aptamere gegenw�rtig bei der Entwicklung von Bioassays in
Gebrauch sind, dass es leichter und gewinnbringender ist,
bereits gut bekannte Aptamere zu ver�ndern als andere
Aptamere, die auf klinisch relevantere Proteine zielen, bis
zum Punkt der vollst�ndigen Validierung f�r die analytische
Anwendung zu bringen. Der Eindruck ist, dass die Forscher
bei der Selektion von Aptameren großartige Arbeit geleistet
haben. Dies gilt in gleichem Maße daf�r, dass sie den Selek-
tionsprozess immer schneller, sowie leicht und weithin an-
wendbar gestaltet haben: Es scheint nunmehr an der Zeit zu
sein, dass die Entwickler von Testsystemen (Assays) aufzei-
gen, dass Aptamere Antikçrper im klinischen Laboratorium
ersetzen oder diese zumindest erg�nzen kçnnen. Wir meinen,
dass eines der Probleme in dem Fehlen leichter und univer-
seller Regeln f�r die Verwendung von Aptameren in Bioas-
says besteht; Regeln, die heutzutage f�r das Arbeiten mit
Antikçrpern gut etabliert sind. Die Hauptschwierigkeit bei
der Entwicklung aptamergest�tzter Assays ist vor diesem
Hintergrund die Notwendigkeit einer systematischen Studie
zu den Bindungsbedingungen von Aptameren, ihren Struk-
turen und ihrem Verhalten. Dar�ber hinaus ist die �bertra-
gung optimierter Parameter von einem Aptamer auf ein an-
deres manchmal unmçglich.

In den nachfolgenden Abschnitten werden mehrere Bei-
spiele f�r aptamergest�tzte Assays vorgestellt: Die Idee be-
stand darin, eine �bersicht �ber die Arbeiten zu geben, die
sich aus dem Einsatz von Aptameren entwickelt haben. Dabei
werden in der Hauptsache Arbeiten einbezogen, die sich auf
andere als das Thrombin-Aptamer st�tzen. Die Verçffentli-
chungen werden hinsichtlich des Assayformats (direkte,
„Sandwich“- und kompetitive Assays), der Ausschçpfung der

Abbildung 6. Die in Verçffentlichungen �ber Biosensoren am h�ufigs-
ten verwendeten Aptamere.
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unterschiedlichen Ans�tze, sowie in manchen F�llen mit einer
kritischen und systematischen Untersuchung des Aptamers
und der Arbeitsbedingungen wiedergegeben und beleuchtet.

4.2.1. Aptamere in Einzelstellenassays (direkte Assays)

Die hohe Empfindlichkeit, die von aptamergest�tzten
Assays f�r den Nachweis einiger Zielanalytika gefordert wird
(z. B. pm-Konzentrationen), kann oftmals nicht durch ein di-
rektes oder Einzelstellenformat erreicht werden, da die Af-
finit�ten der Aptamere f�r diese Ziele nicht hoch genug ist
(sie liegt im mikro- bis nanomolaren Bereich). Aus diesem
Grund sind mehrere Strategien zur Signalamplifikation zum
Einsatz gebracht worden, zum Beispiel metallische und ma-
gnetische Nanoteilchen, Enzymmarkierungen und Quanten-
punkte.[153, 165]

Mit Aptameren funktionalisierte metallische und ma-
gnetische Nanoteilchen sind verbreitet f�r die direkte De-
tektion von Proteinen und anderen Molek�len eingesetzt
worden.[166–170] F�r das direkte Assay-Format sind auch ver-
schiedene Strategien zur kolorimetrischen Erfassung �ber
Aptamere und Goldnanoteilchen entwickelt worden. Der
Hauptvorteil der auf Aptamer-Goldnanoteilchen (AuNP)
fußenden kolorimetrischen Testsysteme besteht darin, dass
molekulare Erkennungswechselwirkungen in Farbumschl�ge
�bersetzt werden kçnnen, die durch Absorptionsspektro-
skopie oder Beobachtung mit dem bloßen Auge verfolgt
werden kçnnen; es sind daher keine ausgefeilten Apparate
erforderlich. Auf der Grundlage dieser Strategie ist eine
Methode f�r die Zielerfassung durch ein Aptamer, das bei
einer vorgew�hlten Salzkonzentration an ein kurzes kom-
plement�res Oligonucleotid mit AuNP-Markierung bindet,
vorgestellt worden.[171] Die Oberfl�chenladungsdichte der
AuNPs ließ sich ebenfalls durch �nderungen der Aptamer-
konformation �ber Faltung und Entfaltung auf den AuNP-
Oberfl�chen kontrollieren. Dabei waren mit gefalteten Ap-
tameren modifizierte AuNPs stabiler gegen�ber einer salz-
induzierten Aggregation als solche, die an ungefalteten Ap-
tameren verkn�pft waren. Auf diese Tatsache und auf die
vorhersagbare Strukturumschaltung des Aptamers aufbau-
end, konnte die Analyse von Adenosin erfolgreich durchge-
f�hrt werden.[172]

In �hnlicher Weise wie die Gold- und die Magnetnano-
teilchen sind Quantenpunkte (QDs) zum Zweck der „Er-
kennung“ von Proteinen an Aptamere angekoppelt
worden.[169, 173, 174]

Andere zum Zweck der Signalerzeugung oder -amplifi-
kation eingesetzte Nanomaterialien wie Kohlenstoffnano-
rçhren (CNTs) sind in Verbindung mit Aptameren eingesetzt
worden.[169, 175, 176] Die photophysikalische Eigenschaft ein-
wandiger Nanorçhren (SWNTs), die Lumineszenz von Farb-
stoffen zu lçschen, kam bei der Entwicklung eines Sensors mit
Thrombinaptameren zum Einsatz.[177] Das gleiche Prinzip ist
k�rzlich f�r die Entwicklung eines Testsystems zum Nachweis
von ATP durch nichtkovalente Zusammenlagerung farb-
stoffmarkierter ATP-Aptamere und SWNTs eingesetzt
worden.[178]

Dar�ber hinaus ist berichtet worden, dass Aptamere in
CNT-Feldeffekttransistor-Sensoren (FET-Sensoren) sehr viel

effizienter arbeiten als Antikçrper.[179] In noch j�ngerer Zeit
hat dieselbe Arbeitsgruppe einen markierungsfreien Sensor
f�r die Immunglobulin-E-Detektion (IgE-Nachweis) vorge-
stellt, der Kohlenstoffnanorçhren-Feldeffekttransistoren
(CNTFETs) nutzt und im Konzentrationsbereich 250 pm bis
160 nm arbeitet.[180] Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass
die vorgeschlagene Methode eine bessere Nachweisgrenze
hat als andere Methoden, die sich auf Aptamer-IgE-Wech-
selwirkungen st�tzen.

Das Faktum, dass einige Aptamere sich bei Assoziation
mit ihren molekularen Zielen falten oder ihre Konformation
�ndern, kann zum Entwurf neuer aptamergest�tzter Assays
des direkten Formats genutzt werden kann.

Verschiedene Assays – insbesondere elektrochemische
Sensoren – die auf diesem Ansatz beruhen, sind f�r die
Detektion unterschiedlicher Ziele wie Theophyllin,[181,182]

Lysozym,[183] Botulinus-Neurotoxin,[184] Adenosin,[185,186]

Cocain[187,188] oder Thrombin[189, 190] eingesetzt worden. Beim
elektrochemischen Ansatz kann die Wechselwirkung eines
markierten Aptamers mit seinem Ziel die Entfernung der
elektroaktiven Markierung zur Sensorelektrode modulieren
und so den Redoxstrom ver�ndern.

Ungeachtet der großen Zahl publizierter Assays, die sich
auf diesen Ansatz st�tzen, verf�gen die meisten der selek-
tierten Aptamere �ber eine wohlgeordnete Faltung und
gehen bei der Bindung der Zielstruktur keine signifikante
Konformations�nderung ein, wie Plaxco und Mitarbeiter
k�rzlich dargelegt haben.[191, 192] wenn eine Konformations-
�nderung nicht oder nur partiell auftritt und so zu keinem
Signalereignis f�hrt, ist allgemein eine �nderung der Apta-
mergeometrie durch die Einf�hrung eines Antisense-Oligo-
nucleotids notwendig, das mit dem Aptamer hybridisieren
kann und es in Abwesenheit des Ziels im ungefalteten Zu-
stand h�lt;[193] alternativ kann dies auch durch Destabilisie-
rung der nativen Aptamerfaltung durch Verst�mmelung oder
die Einf�hrung von Punktmutationen in das Molek�l erreicht
werden.[194] Diese Ans�tze zur Aptamermodifizierung sind
systematisch untersucht und anhand zweier repr�sentativer
Aptamere (ATP- und IgE-Aptamer) verglichen worden.
Dabei wurde beobachtet, dass die relative �nderung des Si-
gnals bei Bindung des Ziels bei den verschiedenen unter-
suchten Konstrukten um mehr als zwei Zehnerpotenzen
schwankt, und dass die optimale Geometrie spezifisch f�r die
Aptamersequenz ist, auf die der Sensor aufbaut.[192] Eine al-
ternative mçgliche Ab�nderung der Aptamergeometrie ist
j�ngst vorgeschlagen worden, die sich der Aufspaltung des
Aptamers in zwei geeignete Segmente bedient.[195] Das glei-
che Prinzip – als Bildung supramolekularer Aptamerkom-
plexe definiert (Abbildung 7) – ist k�rzlich f�r den Nachweis
von Cocain durch verschiedene Forschergruppen herange-
zogen worden; dabei kamen elektrochemische (Voltamme-
trie, Impedanz- und ionenselektive Feldeffekttransistoren
(ISFET)), photochemische und SPR-Techniken zum Ein-
satz.[196–199] Die Nachweisgrenzen der verschiedenen Konfi-
gurationen liegen bei 1 � 10�6–1 � 10�5

m
[196–198] oder darunter

(0.1 mm).[199]
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4.2.2. Aptamere in Doppelstellenassays (Sandwich-Assays)

Der Einsatz des Sandwich-Formats ermçglicht die De-
tektion des Zielanalytikons mit sehr hoher Empfindlichkeit
und Selektivit�t. Zwei Bedingungen m�ssen hierf�r erf�llt
sein: 1) Das Analytikon verf�gt �ber zwei Epitope, die so
verschieden sind, dass beide Rezeptoren an es binden
kçnnen, ohne dass die Bindung des einen die Bindung des
anderen beeinflusst; 2) es werden zwei Aptamere gegen ein
derartiges Analytikon selektiert. Der Hauptnachteil dieses
Formats besteht darin, dass nur sehr wenige Molek�le
(Thrombin und PDGF) zwei Aptamere haben, die an unter-
schiedliche Stellen binden, und dass nicht alle Molek�le �ber
zwei Bindungsstellen verf�gen. Um dieses Problem zu lçsen,
haben zahlreiche Autoren aptamergest�tzte Assays entwi-
ckelt, indem sie f�r das „Sandwich“ entweder das gleiche
Aptamer als Prim�r- und Sekund�rliganden einsetzen[200,201]

oder ein Aptamer und einen Antikçrper als Liganden f�r das
Sandwich verwenden.[202–205] Der Sandwich-Ansatz, der sich
auf die Verwendung zweier unterschiedlicher Aptamere
st�tzt, ist in der Hauptsache nur f�r Thrombin berichtet
worden, wo die Elektrochemolumineszenz,[206] magnetische
K�gelchen und Quantenpunkte[207] oder magnetische K�gel-
chen in einem elektrochemischen Assay[208] zum Einsatz
kamen. Der Sandwich-Assay wurde außerdem auf mikroflu-
idischen Einwegsystemen durchgef�hrt, die auf doppelseiti-
gem Klebeband und polymeren Werkstoffen mithilfe eines
Laserschneideverfahrens hergestellt wurden.[207] In dieser
Studie wurde eine Nachweisgrenze von 10 ng mL�1 mit einem

linearen Bereich von 100–1000 ng mL�1 mit einer mittleren
Standardabweichung von 8 % erreicht.

4.2.3. Aptamere in kompetitiven Assays

Die Vorteile eines kompetitiven Formats liegen vorrangig
in der Tatsache begr�ndet, dass nur ein Aptamer erforderlich
ist (f�r viele Zielanalytika wurden zwei oder mehr Aptamere
gar nicht selektiert), sowie darin, dass der Zeitaufwand f�r
den Assay geringer ist. Beispielsweise ist ein kompetitiver
elektrochemischer Einwegtest f�r den Nachweis von IgE
beschrieben worden.[209] Hierbei wurde das IgE-Antigen auf
der Oberfl�che von auf einen Schirm gedruckten Elektroden
immobilisiert, danach wurde ein Kompetitionsschritt zwi-
schen dem an die Elektrodenoberfl�chen gebundenen IgE
und in Lçsung befindlichem IgE um das biotinylierte Apta-
mer durchgef�hrt. Die Nachweisgrenze lag bei (23�
4) ng mL�1 und die RSD bei 5.7� 0.8. Bei weiteren Arbeiten
wurde die Impedanzspektroskopie (Faradaysche Impedanz-
spektroskopie, FIS) als Transduktionstechnik eines aptamer-
gest�tzten kompetitiven Assays zum Nachweis von Neomy-
cin B eingesetzt.[210] Das Interessante an dieser Arbeit ist die
Mçglichkeit, niedermolekulare Substanzen wie Neomycin B
als Alternative zu einem zeitaufwendigen Immunassay oder
der HPLC mit einem elektrochemischen aptamergest�tzten
Assay leicht nachweisen zu kçnnen. Ein �hnlicher Ansatz
wurde bei der Entwicklung eines optischen Sensors f�r das
gleiche Molek�l – Neomycin B – verfolgt; hierbei kam die
Oberfl�chenplasmonenresonanz (SPR) zum Einsatz.[211]

5. Anwendungen von Peptidaptameren

Die medizinische Therapie und die In-vivo-Diagnostik
sind bedeutende Anwendungsfelder f�r Peptidaptame-
re.[4, 96,105, 212–219] Diverse k�nstliche kombinatorische Proteine
befinden sich bislang in pr�klinischen Studien, und einige
wenige davon sind in der klinischen Erprobung.[4] Theoretisch
sind die verschiedenen k�nstlichen kombinatorischen Pro-
teine s�mtlich als Biorezeptoren in Bioassays verwendbar –
vorausgesetzt, sie sind in der Lage, das spezielle Zielmolek�le
mit hinreichender Affinit�t und Selektivit�t zu binden. Bis
jetzt haben sich nur wenige Studien auf den tats�chlichen
Einsatz mit diesem Ziel konzentrieren.[101] Im Vergleich zu
dem, was sich auf dem Gebiet der Nucleins�ureaptamere
ereignet, sind die Verçffentlichungen �ber analytische An-
wendungen stark in der Unterzahl, und sie befassen sich
vorrangig mit medizinisch-diagnostischen Anwendungen.
Soweit wir wissen, wurden umweltchemische Anwendungen
dieser kombinatorischen Affinit�tsproteine als Nagelprobe
f�r das Konzept vorgeschlagen, aber bis jetzt noch nicht
umgesetzt: zum Beispiel die Mçglichkeit, Anticaline f�r die
direkte Detektion niedermolekularer Verbindungen wie un-
symmetrisch substituierter Phthals�ureester einzusetzen.[101]

Im Hinblick auf diagnostische Anwendungen werden in
der Literatur verschiedene Studien vorgeschlagen. Diese
werden auf der Grundlage des verwendeten Ger�sts kritisch
beleuchtet. Davis et al. verwendeten Peptidaptamere auf der
Grundlage eines STM-Ger�sts,[220] um einen SPR-Assay mit

Abbildung 7. Elektrochemische (A), photoelektrochemische (B) und
SPR-Detektion (C) von Cocain �ber Selbstorganisation supramolekula-
rer Komplexe von mit Platinnanoteilchen, CDS-Nanoteilchen oder
Goldnanoteilchen funktionalisierten Cocain-Aptameruntereinheiten,
und mit der zweiten Cocain-Aptameruntereinheit funktionalisierte
Goldoberfl�chen in Gegenwart von Cocain. Wiedergabe nach Lit. [196].
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einer Nachweisgrenze von 1 nm (150 ng mL�1) aufzubauen,
und konnten die Affinit�tskonstante der Wechselwirkung von
STM mit einem zugehçrigen Antikçrper zu KD = (1.47�
0.23) nm bestimmen. Die Autoren konnten zeigen, dass ein
mutiertes STM-Ger�st mit einem einzelnen eingef�gten Cy-
steinrest (STMcys+; Abbildung 8a) die direkte Immobilisie-

rung auf Goldoberfl�chen �ber eine S-Au-Bindung ermçg-
licht (Abbildung 8 b). Die gleichen Autoren[221] legten eine
Erweiterung dieser Arbeit vor, die sich Peptidaptamere f�r
den Nachweis cyclinabh�ngiger Proteinkinasen (CDKs) be-
diente. Die Immobilisierungsprozedur wurde durch den
Einsatz homodifunktioneller Maleimid-Vernetzer f�r die
Konjugation von Cysteinylresten und Sulfhydrylgruppen, die
auf einer thiolfunktionalisierten Oberfl�che exponiert lagen,
optimiert.

J�ngst beschrieb dieselbe Gruppe[222] eine weitere Im-
mobilisierungsprozedur, um auf einer Oberfl�che ausgerich-
tete Peptidaptamere zu erhalten, sowie deren Einsatz in
einem hochspezifischen SPR-gest�tzten Nachweisprotokoll
f�r die aktive Form der CDK2 mit Empfindlichkeit im unte-
ren nanomolaren Bereich. Die Forscher optimierten insbe-
sondere eine auf eine mit [2-(2-Pyridinyldithio)ethanamin]
(PDEA) aktivierte Goldoberfl�che (Abbildung 8 c) gest�tzte
Prozedur. Bedeutend war dabei, dass die selektierten Apta-
mere in der Lage waren, subtile �nderungen der Konfor-
mation der CDK2 zu erfassen, die mit der Aktivierung ihrer
katalytischen Aktivit�t einhergehen. Eine typische Reaktion
auf die inaktive Form der CDK2 lag im Bereich von 0.5–2%
der Bindung der aktiven Form der CDK2 im Konzentrati-
onsbereich von 2 bis 20 nm. Dies zeigte, dass eine Nicht-An-
tikçrper-Proteinsonde in der Lage war, die aktive Isoform
eines Proteins zu detektieren. Somit kçnnten sich Peptidap-
tamere als geeignet erweisen, das Repertoire an Sonden zu
erweitern, um Proteinkonformationen, posttranslationale

Modifikationen (PTMs) oder durch PTMs stabilisierte Kon-
formationen zu „erkennen“ und nachzuweisen.

Der potenzielle Einsatz dieser Ger�stproteine als Ein-
fangsonden auf Arrays wurde ebenfalls beschrieben. Der von
der W�lti-Gruppe vorgeschlagene Ansatz ist besonders in-
teressant, weil dort markierungsfreie Detektionstechniken
beschrieben werden.[223] Die Autoren stellen eine auf Pep-
tidaptameren beruhende Prozedur vor, die als k�nstliche
Proteindetektoren auf Goldelektroden aufgereiht waren, im
Zusammenhang mit elektrochemischer Impedanzspektro-
skopie (EIS). Beschrieben wird eine Methode zur Immobili-
sierung spezifischer Peptidaptamere an individuellen Elek-
troden mit einem Maskierungs/Demaskierungsverfahren auf
der Grundlage von Poly(ethylenglycol)6-thiol mit Methyl-
Endgruppen und STM(cys+) auf Goldelektroden. Die EIS
wurde als markierungsfreie elektrochemische Methode ein-
gesetzt, die lokale Schwankungen der Impedanz der elek-
trochemischen Grenzschicht �ber der Oberfl�che der Gold-
elektrode erfasst. Das Einfangen von Proteinmolek�len
durch eine aptamerfunktionalisierte Elektrode stçrt die
elektrischen Eigenschaften der Schicht und somit ihre Im-
pedanz. Die Autoren konnten die spezifische Erkennung von
CDKs in Gesamtzell-Lysaten mit Anordnungen aus zehn
Elektroden, die jeweils mit einem anderen Peptidaptamer
funktionalisiert worden waren, nachweisen. Es gab keine
messbare Signaleinstreuung unter den Elektroden. Die be-
richtete Empfindlichkeit der Methode lag im klinisch rele-
vanten Bereich und vermag Proteine vor dem starken Hin-
tergrund des Gesamtzell-Lysats zu detektieren. Estrela und
Mitarbeiter[224] berichten �ber ein anderes markierungsfreies
Detektionsschema auf der Grundlage STM-gest�tzter Apta-
mer-Protein-Wechselwirkungen. Unter Verwendung einer
akkuraten differentiellen Spannungsinstrumentierung gelang
der Nachweis �ber eine direkte Messung von Schwankungen
des Offenkreispotentials (OCP).

Affibody-Molek�le sind ebenfalls hinsichtlich ihrer Eig-
nung als Affinit�tssonden f�r das Protein-Mikroarray-Format
untersucht worden. So wurden Affibody-Molek�le mit Affi-
nit�ten f�r IgA, IgE, IgG, TNFa, Insulin und Taq-Polymerase
auf Thioldextra-Mikroarraytr�gern immobilisiert, gefolgt von
einer Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Analysesub-
stanzen. Dabei ergab sich eine spezifische Bindung des be-
treffenden Zielproteins ohne beobachtbare Kreuzreaktivit�t
mit einer Nachweisgrenze von nur 70 fm im Fall der besten
Affibody-Molek�le.[96] Affibody-Molek�le wurden hinsicht-
lich ihrer Eignung als Einfangagentien in einem Sandwich-
Array mit unmarkiertem Zielprotein und monoklonalen
Antikçrpern f�r die Detektion evaluiert; es zeigte sich eine
Spezifit�t in einer komplexen Serumprobe.[96]

Friedman et al. entwickelten ein Affibody-Molek�l, das in
der Lage ist, gleichzeitig zwei verschiedene Zielanalytika zu
binden; dies waren HER2 (Humaner Epidermaler Wachs-
tumsfaktorrezeptor-2) und EGFR (Epidermaler Wachs-
tumsfaktorrezeptor).[225] Die simultane Bindung an zwei Zell-
Linien, die die Rezeptoren exprimierten, wurde sowohl im
Mikroarray-Format wie auch durch Echtzeitanalyse von Zell-
Zell-Wechselwirkungen nachgewiesen.

Affibody-Molek�le sind zur Detektion von Analytika in
Lçsung auch mit einem resonanten Fluoreszenzenergie-

Abbildung 8. Beispiele f�r Immobilisierungsprozeduren mit cystein-
modifiziertem STM (STMpep9

cys+) als Aptamer: a) Schemazeichnung
des His6-Cys-STM-Fusionsproteins, die die Lage des zus�tzlich einge-
f�hrten Cysteinrests am Aminoterminus von STM anzeigt (nach
Lit. [221]); b) Schemazeichnung des �ber eine S-Au-Bindung an einer
Oberfl�che immobilisierten ausgerichteten STMpep9

cys+-CDK2-Komple-
xes;[223] c) Oberfl�chenaktivierung nach dem PDEA-Protokoll.[222] In
diesem Fall wurde die Goldoberfl�che mit einer gemischten selbstorga-
nisierten Monoschicht aus (1-Mercapto-11-undecyl)tri(ethylenglycol)
und HS(CH2)10(OCH2CH2)3OCH2COOH (100:1) pr�aktiviert.
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transfer (FRET) kombiniert worden. In Lit. [226] wird �ber
die Produktion zweier verschiedener Affibody-Molek�le f�r
IgA oder IgG durch Festphasensynthese berichtet, die die
ortsspezifische Konjugation verschiedener Fluorochrome an
entgegengesetzte Enden der Affibody-Molek�le ermçglichen
soll. Die Zugabe von Zielproteinen zu den doppelt markier-
ten Affibody-Molek�len f�hrt zu einer konzentrationsab-
h�ngigen Verschiebung des Fluoreszenzquotienten, induziert
durch das Binden des Zielproteins und die Verminderung im
FRET zwischen dem Akzeptor und dem Donorfluorophor. In
einer �hnlichen Studie derselben Gruppe[227] kamen zwei
verschiedene anti-idiotypische Affibody-Paare – bestehend
aus einem idiotypischen Antiziel-Affibody-Molek�l und
einem anti-idiotypischen Affibody-Molek�l, die um dieselbe
Bindungsstelle am Zielprotein konkurrierten – zur Detektion
des unmarkierten Zielproteins in Lçsung zum Einsatz.

Xu et al.[110] beschreiben die Detektion von TNF-a und
Leptin mithilfe von Fibronectin III. Ger�stproteine wurden
an festgelegte Positionen auf Glasobjekttr�gern durch spezi-
fische Basenpaarung zwischen an die Oberfl�che angehefte-
ten Oligodesoxynucleotiden und komplement�ren DNA-
Linkersequenzen von mRNA-Proteinfusionen immobilisiert,
die unmittelbar aus dem Selektionsansatz hervorgingen.
Unter Einsatz eines Sandwich-Detektionsformats (das sich
Cy3-markierter monoklonaler Antibiotin-Antikçrper be-
dient) konnte gezeigt werden, dass die beiden untersuchten
Fibronectinvarianten ihre jeweiligen Positionen fanden und
ihre Ziele selektiv banden.

Allgemein gesprochen, boten „Peptidaptamere“ aus
mehreren, vorangehend beschriebenen Gr�nden eine ver-
besserte Selektivit�t bei Nachweisanwendungen, die im
Prinzip aber auf ihrer spezifischen Bindung beruhen.[110]

Dar�ber hinaus sollte einem im Vergleich zu Antikçrpern
kleine Oberfl�che des Ger�streagens zu einem verminderten
Signalhintergrund f�hren, der durch unspezifische Wechsel-
wirkungen mit Bereichen entsteht, die nicht unmittelbar mit
der Erkennung des Analytikons zusammenh�ngen.[110] Bei
Assay-Formaten, die eine Immobilisierung des ersten Affi-
nit�tsreagens f�r den Einfang des Analytikons beinhalten,
kann die Verwendung eines solch kleinen Reagens im Prinzip
zu einer hçheren molaren Bedeckungsdichte (mehr Bin-
dungsstellen pro Fl�cheneinheit) im Vergleich zu großen
Antikçrpern f�hren. Soweit wir wissen, erçrtern nichtsdes-
toweniger nur wenige Verçffentlichungen das Verhalten
dieser Molek�le in komplexen Matrizes wie biologischen
Fl�ssigkeiten, und eine detailierte Evaluierung des Verhal-
tens des Großteils dieser Molek�le in realem Probenmaterial
steht noch aus.

6. Gegenw�rtige Herausforderungen und aktuelle
Trends

Wie in den vorangegangenen Abschnitten dargelegt,
dringen Aptamere (sowohl Nucleins�uren als auch Peptide)
nach und nach in das Gebiet klassischer Antikçrperanwen-
dungen vor. Dies wird durch die kommerzielle Verwertung
einiger dieser Molek�le f�r verschiedene Anwendungen un-
terstrichen. Die medizinische Therapie und Diagnostik sind

noch immer das Hauptinteressens- und -einsatzgebiet.
Andere biotechnologische Felder wenden sich jedoch auch
dieser neuen Klasse von Reagentien zu.

Die Mçglichkeit, Nucleins�ure- und Peptidaptamere als
Biorezeptoren in Bioassays einzusetzen, wird durch die ge-
waltige Zahl an Publikationen demonstriert. Ein großer Teil
dieser Studien berichtet allerdings nur �ber Analysen und
Standardbedingungen; wesentliche Informationen hinsicht-
lich des Verhaltens in „realen“ Matrizen fehlen noch.
Nichtsdestoweniger gehen einige j�ngere Untersuchungen in
diese Richtung und zeigen, dass Aptamere erfolgreich an
klinischem Probenmaterial eingesetzt werden kçnnen. Aus
der Auswahl der �brigen heben wir die Verçffentlichungen
von Gold et al.[80] und von Ostroff et al. hervor,[228] in denen
SOMAmere f�r die Multiplexproteomik-Technik zur Bio-
markersuche eingesetzt wurden. In Lit. [228] beschreiben die
Autoren die Identifizierung von 44 Biomarkern durch Ver-
gleich der Blutseren von starken Rauchern ohne bekanntes
kleinzelliges Bronchialkarzinom mit Seren von Rauchern mit
gutartigen Knoten und solchen von starken Rauchern mit
bekanntem kleinzelligen Bronchialkarzinom in einem fr�hen
oder sp�ten Stadium. Die Daten f�r das Gesamtexperiment
wurden anhand von Serumproben von 1326 Patienten (mit
870 Proteinmessungen pro Probe) gewonnen. Die Serum-
proben stammten aus vier unabh�ngigen Biopsie-Material-
banken. Erst 2011 berichteten Muller et al.[229] �ber einen
interessanten Assay f�r den Nachweis von Thrombin in
Plasmaproben von 20 gesunden Blutspendern mit sorgsamer
Kontrolle der pr�analytischen Bedingungen. Tan und Mitar-
beiter[63, 230] haben wiederum die Einsetzbarkeit von Apta-
meren als Biorezeptoren sowohl f�r die Extraktion wie f�r die
Anreicherung von Tumorzellen aus Kçrperfl�ssigkeiten wie
Blut oder Sputum, sowie zu deren Detektion aufgezeigt.

Ein weiterer entscheidender Aspekt f�r eine volle Aus-
nutzung in Bioassays ist die Anwendung an Umwelt- und
Lebensmittelproben. Diesbez�glich werden einige Beispiele
f�r Nucleins�ureaptamere erw�hnt, nicht aber f�r „Peptid-
aptamere“. In Bezug auf die Peptide kçnnte der Einsatz von
Ger�sten auf der Basis von GFP oder b-Lactamase, die von
Natur aus eine definierte spektroskopische oder biochemi-
sche Aktivit�t aufweisen, in Bioassays besonders interessant
sein, da sie durch eine integrierte Bindungs- und Reporter-
funktion gekennzeichnet sind, was eine unmittelbare Quan-
tifizierung der Analysenzielsubstanz durch Messung der
Fluoreszenz oder der Enzymaktivit�t gestattet. Bis zum
heutigen Zeitpunkt ist diese Mçglichkeit jedoch noch nicht
voll ausgeschçpft. Die Herausforderungen zu erçrtern, denen
sich die Entwicklung der Aptamertechnik gegen�bersieht,
sprengt den Rahmen dieses Aufsatzes, wir wollen dennoch
darauf hinweisen, dass die Entwicklung von LNA-Aptameren
(locked nucleic acid aptamers)[231, 232] und PNA-Aptameren
(peptide–nucleic acid aptamers)[233] dem Feld der Biosensorik
durch Molek�le mit maximaler chemischer Diversit�t, mini-
maler Grçße und großer Biostabilit�t n�tzlich sein kann.
�hnliche �berlegungen lassen sich f�r Peptidaptamere mit
nichtnat�rlichen Aminos�uren anstellen, die die Biostabilit�t
erhçhen und neue Funktionalit�ten und andere Eigenschaf-
ten mit sich bringen.[234]
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Nucleins�ureaptameren und „Peptidaptameren“ ist ihr
kombinatorisches Wesen gemeinsam. Dieses Faktum ver-
grçßert die Aussicht, neue bindende Molek�le zu finden,
stark. Ihre Stabilit�t und die hohe Ausbeute bei ihrer Her-
stellung, die nicht auf den Einsatz von Tieren angewiesen ist,
sollten dabei behilflich sein, ihre Verwendung auf verschie-
denen Gebieten der Wissenschaft zu fçrdern.

W�hrend die Vorteile von Aptameren gegen�ber Anti-
kçrpern auf der Hand liegen, ist es schwierig, Nucleins�uren
mit Proteinen zu vergleichen. Proteine verf�gen �ber eine
Vielzahl funktioneller Gruppen, die bei Nucleins�uren nicht
vorkommen, und die Wechselwirkungen und somit die Affi-
nit�t f�r das Ziel verst�rken kçnnen (zum Beispiel durch die
Bildung von Wasserstoffbr�cken oder elektrostatischen Bin-
dungen). Proteine zeigen ein anderes S�ure-Base-Verhalten
als Nucleins�uren. Das im Vergleich zu Nucleins�uren star-
rere Molek�lger�st der Proteine kann ebenfalls von Vorteil
sein. Wie Wilson und Szostak �ber einen Vergleich von En-
zymen und Ribozymen geschrieben haben:[46] „Das aktive
Zentrum eines Proteins kann etwa 8 Aminos�urepositionen
aufweisen, die unmittelbar zur Substratbindung beitragen;
daher bel�uft sich die Anzahl mçglicher Kombinationen von
Seitenketten, auf die die Evolution zur�ckgreifen kann, auf
1010; das aktive Zentrum eines Ribozyms w�re dagegen hin-
sichtlich der Anzahl unterschiedlicher Kombinationen von
Seitenketten und funktionellen Gruppen, die es in Anwendung
bringen kçnnte, sehr viel eingeschr�nkter.“ Es ist offenkundig,
dass sich diese �berlegung auf alle Klassen von Nucleins�u-
reaptameren im Vergleich zu Proteinen – einschließlich der
Peptidaptamere – �bertragen l�sst. Nichtsdestotrotz ist ein
Vergleich dieser beiden Klassen von Affinit�tsmolek�len
keine triviale Angelegenheit. Um diesen Vergleich anzustel-
len, muss man verschiedene Dinge im Ged�chtnis behalten,
wie etwa die Selektion und die Herstellungsverfahren, die zu
unterschiedlichen Einsch�tzungen f�hren kçnnen.

Dar�ber hinaus d�rfen wir, von einem analytischen
Standpunkt aus betrachtet und ihren Einsatz als Reagentien
in Bioassays in Betracht ziehend, das Wesen des Probenma-
terials (das heißt, klinisches Probenmaterial oder Umwelt-
matrizes) nicht außer Acht lassen, weil auch dieser Punkt die
Leistungsf�higkeit eines Molek�ls stark beeinflussen kann.
Es ist daher unmçglich, vorherzusagen, welches Affinit�ts-
molek�l das f�r eine ordnungsgem�ße Verwendung das am
besten geeignete ist.

Es ist jedoch unsere Meinung, dass die Verf�gbarkeit
einer großen Auswahl an bindenden Molek�len wie Nucle-
ins�ure- und Peptidaptameren, die sich in der chemischen
Zusammensetzung unterscheiden und auf unterschiedlichem
Wege hergestellt werden, gewaltige Vorteile f�r die Bioana-
lyse bietet.
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