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Die externe Kontrolle biologischer Phinomene verlangt eine
moglichst hohe Zeit- und Ortsauflosung auf Makromolekiil-
ebene. In den letzten Jahren wurden zu diesem Zweck un-
terschiedliche Ansitze verfolgt, z. B. durch die Verwendung
photochemischer Werkzeuge wie Photoschalter oder Photo-
trigger (,,cages“).! Bei der Caging-Strategie werden Schliis-
selpositionen in Molekiilen durch photolabile Gruppen blo-
ckiert, um diese zum gewiinschten Zeitpunkt am gewiinsch-
ten Ort freizugeben.

Ein Problem in diesem Zusammenhang ist die gezielte
Steuerung einer Proteinaktivitdt mit Licht. Regulatorische
Epitope, z.B. zur Steuerung der Proteinfunktion, konnen
kleine katalytische Zentren, aber auch grofie Interaktions-
flichen fiir makromolekulare Komplexe sein. Die meisten
Proteine sind aufgrund ihrer Grofe nicht fiir die Festpha-
sensynthese geeignet, und der translationale Einbau von
nichtnatiirlichen ,,caged“ Aminosduren ist daher die Methode
der WahlL.”! Die Interaktion der Proteine mit Makromolekii-
len erfolgt iiber eine Vielzahl schwacher Wechselwirkungen
mit oft unbekannten Oberflichen, was die gezielte Steuerung
dieser Prozesse zu einer Herausforderung macht. Die Her-
stellung eines lichtaktivierten Proteins mit einer Vielzahl von
zufillig verteilten ,,caged” Aminosduren ist strategisch nicht
sinnvoll, da es oft zu einer unspezifischen Blockierung aller
Proteinfunktionen fiihrt.”!

Als Zielprotein dieser Studie wihlten wir die Serinpro-
tease Thrombin aufgrund der Vielzahl an Moglichkeiten, ihre
Funktion zu kontrollieren (Abbildung 1). Zusédtzlich zum
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Abbildung 1. Vergleich von a) Standard-Caging eines einzelnen Amino-
sdurerests mit einem limitierten Wechselwirkungs-Inhibitions-Radius
und b) Apta-Caging zur Maskierung von Proteindominen. Apta-Cages
ahneln einem Gipsabdruck und sind in der Lage, regulatorische Pro-
teinoberflichen mit der Aptamerdomine und der darauf folgenden ko-
valenten, aber photolabilen Verkniipfung zu blockieren. Durch Bestrah-
lung wird die kovalente Verbindung von Aptamer und Protein gespal-
ten und die Oberfliche des Epitops freigegeben.

katalytisch aktiven Zentrum koordiniert Thrombin seine
vielféaltigen Wechselwirkungen mit verschiedenen makromo-
lekularen Substraten durch seine Subdominen , Exosite I
und ,,Exosite II*. So stabilisiert z.B. Exosite I die Bindung
von Fibrinogen, wihrend Exosite II unter anderem die
Wechselwirkung von Antithrombin iiber Glykosaminoglyka-
ne vermittelt.

Die Anwendung von Aptameren ist eine hervorragende
Technik zur Adressierung individueller Subdominen von
Proteinen.”! Aptamere sind wie ein Gipsabdruck eines Teils
ihres Zielmolekiils. Fiir ihre Entwicklung ist keine struktu-
relle Information notig, dennoch kénnen individuelle Sub-
doménen durch angepasste Selektionsschemata adressiert
werden. Wir beschreiben hier die Verwendung eines Apta-
mers, HD1, um die inhdrente Limitierung lokaler Cages zu
iberwinden. Das Aptamer HD1 wird mittels einer lichtge-
steuerten Freisetzungsstrategie zu einem effizienten Supra-
cage (,,Apta-Cage®), der zur verlidsslichen, aber temporiren
Maskierung einer regulatorischen Proteinoberfldche einge-
setzt wird. In fritheren Studien wurde gezeigt, dass HD1 die
Exosite 1 bedeckt und die Bindung von Fibrinogen an
Thrombin blockiert.”! Das Aptamer hat eine Interaktions-
fliche von ca. 915 A2, wihrend ein klassischer Nitrophenyl-
ethyl(NPE)-Cage eine Oberfldche von 110 A? abdeckt. Dies
verdeutlicht die Uberlegenheit des Apta-Caging in der re-
versiblen Epitop-Blockierung.

Nach unserer Meinung ist Thrombin ein ideales Modell,
um die Fahigkeit des Apta-Caging zur Blockierung einer re-
gulatorischen Doméne und deren Reaktivierung mit Licht zu
demonstrieren. Um dies zu erreichen, synthetisierten wir eine
funktionalisierte Variante von HD1, fHD1, mit einer photo-
spaltbaren Erweiterung am 3'-Ende gefolgt von einer termi-
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Schema 1. a) Herstellung des fHD1-Aptamer-basierten Reagens und
b) die templatierte Reaktion fiir das Apta-Caging von Thrombin.

c) Durch Bestrahlung wird der Verkniipfer (Linker) gespalten und lasst
aktiviertes Thrombin entstehen. PDB: 4DI| (Exosite | ist blau markiert,
die Lysin-Gruppen sind orange dargestellt).

nalen Aminogruppe (Schema la). In fritheren Studien
konnten wir zeigen, dass die Modifikation am 3’-Ende und
nicht am 5’-Ende erfolgen muss, da bei letzterem die Aktivitat
des Aptamers drastisch reduziert wird.”! Im aktuellen Fall hat
die fHD1-Modifikation keinen Einfluss auf die Affinitdt des
Aptamers zu Thrombin (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S1). Die zusétzliche Funktionalisierung mit Sulfo[ethy-
lenglycol-bis(succinimidylsuccinat)] (EGS), das zwei Sulfo-
NHS-Gruppen beinhaltet, fiihrt zu einem Aptamer-basierten
Reagens (Schema 1a), das nach der Bindung an Thrombin
einen kovalenten Komplex mit einer der benachbarten Ly-
singruppen bildet. Diese photolabile Verkniipfung ist essen-
tiell, da in einem nichtkovalenten Komplex aus Aptamer und
Thrombin aktive Protease freigesetzt wiirde, sobald die lokale
Konzentration in die Ndhe oder unter die Dissoziationskon-
stante fillt, welche in diesem Fall bei ca. 100 nMm liegt (Ab-
bildung S1).

Die Visualisierung der Bildung des kovalenten Komple-
xes (fHD1-Thrombin) und dessen lichtinduzierter Spaltung
wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und an-
schlieBende Western-Blot-Analyse erreicht (Abbildung 2).
Als Kontrollexperimente wurden die Reaktionen einmal mit
einer Punktmutation des Aptamers mit reduzierter Affinitét
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Abbildung 2. Western-Blot-Analyse des Apta-Cage von Thrombin. Apta-
mer fHD1 (Bahnen 1-4), die Punktmutante fHD1-T4A (Bahnen 5-8)
und kein Aptamer (Bahnen 9-12) wurden fiir die Aptamer-gesteuerte
Bildung des Apta-Cages von Thrombin eingesetzt. Der EGS-Verkniipfer
und UV-Licht (=365 nm) wurden wie angegeben verwendet. Zur
Quantifizierung siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S2.

zu Thrombin (fHD1-T4A), einmal ohne EGS-Verkniipfer
und schlieBlich ohne jedwedes Aptamer durchgefiihrt. Die
Komplexe wurden mittels Gelfiltration gereingt und die
daraus resultierenden Proben mithilfe eines Thrombin-spe-
zifischen Antikorpers analysiert. Die leichte (6 kDa) und
schwere Kette (31.5kDa) von Thrombin sind durch eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden, die durch die redu-
zierenden und denaturierenden Bedingungen im SDS-PAGE-
Gel gespalten wird. Die kovalente Verbindung aus Aptamer
(5.5 kDa) und der schweren Kette von Thrombin resultiert in
einer Bande bei 37 kDa. Wie in Abbildung 2 gezeigt, bringt
die Reaktion einen Aptamer-Thrombin-Komplex (Bahn 1)
hervor, der durch Bestrahlung mit UV-Licht (1 =365 nm)
gespalten werden kann (Bahn 2). Wenn die Punktmutation
fHD1-T4A in die Reaktion eingesetzt wird, ist ebenfalls ein
kovalenter Komplex zu erkennen (Bahn5), allerdings in
deutlich schwicherer Ausprigung (zur Quantifizierung siche
Abbildung S2). Dieser Komplex ist ebenfalls lichtspaltbar
(Bahn 6). Bei Verzicht auf entweder das Aptamer oder den
EGS-Verkniipfer ist keine Bandenverschiebung zu beobach-
ten (Bahnen 3 und 4 sowie 7-12). Aktuelle Studien zeigen,
dass HD1 nicht nur an Exosite I bindet, sondern auch eine
schwache Wechselwirkung mit der basischen Exosite II von
Thrombin eingeht.®! Unsere Western-Blot-Ergebnisse er-
bringen neue Erkenntnisse zu diesem Phénomen. Die Bil-
dung des Komplexes resultiert in einer dominanten Bande
entsprechend dem 1:1-Komplex und einer zusitzlichen,
langsamer wandernden Bande, die héchstwahrscheinlich den
terndren Komplex aus zwei fHD1-Molekiilen in kovalenter
Bindung zum Thrombin reprisentiert (Abbildung S3a).
Beide Banden verschwinden nach Bestrahlung. Weder die
Zugabe von dquimolaren Konzentrationen von nichtmodifi-
ziertem HD1 noch die Zugabe von HD1-T4A waren in der
Lage, die Bildung des terndren Komplexes mit Exosite I und
II zu verhindern. Die Zugabe von HD22, einem Aptamer,
welches Exosite II spezifisch erkennt,”’ reduziert hingegen
eindeutig die Bildung des terniren Komplexes (Abbil-
dung S3a). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir den fHD1-T4A-
Komplex beobachtet (Abbildung S3b).

Wie in Abbildung 2 zu erkennen, ist die Bildung des ko-
valenten Komplexes nicht quantitativ, es verbleibt eine
Restmenge an freiem Thrombin (Abbildung 2, Bahn 1). Eine
weitere Abreicherung von freiem Thrombin wurde mithilfe
eines Bead-Aufreinigungsansatzes untersucht. Magnetische
Beads mit angekuppeltem HD1, die mit dem freien Thrombin
in der Losung interagieren sollten, wurden mit dem Reakti-
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onsprodukt inkubiert. Wahrend dies sehr gut mit Losungen
von freiem Thrombin funktioniert, ist eine vollstindige Ab-
reicherung von freiem Thrombin in den fHD1-Thrombin-
Komplex-Proben nicht moglich (Abbildung S4). Dies weist
darauf hin, dass das verbleibende Thrombin nicht mit HD1 zu
interagieren vermag und damit in Koagulationstests inaktiv
sein wird.

Um die erfolgreiche Maskierung der Exosite I im kova-
lenten Komplex zu untersuchen, verwendeten wir ein
amidolytisches Testsystem in An- und Abwesenheit von
Hirudin (Abbildung S5). Hirudin erkennt gleichzeitig Exosite
I und das aktive Zentrum von Thrombin mit einer sehr hohen
Affinitdt (K-Wert von 0.2 pm) und blockiert dadurch die
amidolytische Aktivitit.'""! Die Ergebnisse des amidolyti-
schen Testsystems sind in Abbildung 3 und in den Hinter-
grundinformationen Abbildung S6-S8 gezeigt. Grundséitzlich
behilt der kovalente Komplex einen Teil der Spaltungsakti-
vitdt in Gegenwart von Thrombin, wihrend Bestrahlung eine
vollstindige Hemmung der Peptidspaltung zur Folge hat.
Dies weist eindeutig auf die Maskierung der Exosite I durch
das Aptamer hin. Kontrollexperimente mit fHD1-T4A oder
ohne Aptamer zeigen eine lichtunabhéngige

gngewamcih

100 =

—_—

0

von Thrombin/! %
[42]
o

> amidolytische Aktivitét

I
3
c
=]
S
1
+

==
- + + - + +
+

[
<
1
1

Aptamer wlo fHD1 fHD1-T4A

Abbildung 3. Die amidolytische Aktivitdt von Thrombin wird durch die
Spaltung eines fluorogenen Peptidsubstrats gemessen. Der Apta-Cage
von Thrombin [7 nm] wurde mit Hirudin [15 nm] und dem fluorogenen
Peptidsubstrat vor und nach Bestrahlung mit einer UV-LED

(A=356 nm) inkubiert. Der zeitabhingige Anstieg des Fluoreszenz-
signals wird gemessen und auf das Signal in Abwesenheit von Hirudin
und LED-UV-Licht normalisiert. Hirudin und UV-Bestrahlung wurden
wie angegeben eingesetzt. Die Bildung des Apta-Cages wurde entwe-
der ohne Aptamer (w/o), mit fHD1 oder mit fHD1-T4A wie angegeben
durchgefiihrt. Es ist ein reprisentativer Datensatz gezeigt, die Fehler-
balken geben die intra-experimentelle Varianz an (siehe auch Hinter-
grundinformationen, Abbildung S7).

Hemmung der amidolytischen Aktivitdit von  a) 0.65- b) 0.65-
Thrombin abhidngig von der Hirudin-Konzen- 0.60- 0.60- -
traqon. Er.hohte. lel?dln-KonZ.er.lt{atlonen re- T 0.554 10.55_ 11l
duzieren die amidolytische Aktivitdt des kova- IS € 050
lenten Komplexes (Abbildung S6). Dies ist N 0-501 N
- . . - ® .45 R (454
moglicherweise durch eine Kompetition von g 497 8 -
fHD1 durch Hirudin, welches eine 500000-fach QS 0.404 O 0.46]
hohere Affinitit als HD1 hat, aus dem Komplex 0.35 . . . 0.35 . . .
oder durch eine geringe residuale Wechselwir- 0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
o . . t/'s —> t/'s —»
kung von Hirudin mit dem aktiven Zentrum ¢) g65- d) 0.65- -
selbst in Anwesenheit Von.fHDl begriindet. 0.604 0.604 ~TTTTT]
Als nichstes haben wir untersucht, ob der 1055 1055 T
Apta-Cage aus Thrombin und fHD1 in einem g 1 g
Testsystem verwendet werden kann, welches auf S 9507 S 0.501
lichtabhingiger Gerinnselbildung basiert. Um & 0.454 & 0.451
dies zu erreichen, verwendeten wir ein sensitives 8 0.404 8 0.404
spektrometrisches Testsystem, das die erhohte 0.35 0.35 . i .
Absorption von UV-Licht von Plasma-Gerinn- 0 500 1000 1500 0 500 }000 1500
seln nutzt (das schwache UV-Licht des Platten- e) 0651 tls : f) 065 t/'s
lesers des Testsystems ist nicht ausreichend fiir
o NN SRR 0.604 T 0.60
jegliches Uncaging).""! Wenn die Fibrinogen- 1 M
Bindestelle durch den kovalenten Komplex e 0.55+ g 0.55+
zwischen fHD1 und Thrombin maskiert ist, ver- < 0.50+ é 0.504
. . [
ursacht dessen Zugabe keine Koagulation des $ 0.45- & 0.45-
; _ Q
Plasmas .(Abb1ldung 4a). Be.strahh.lng A= 8 0.40- 3 0.40]
365 nm) hingegen verursacht die Freigabe von
. . . . . 0.35 T T T 0.35 T T T
Thrombin, was zu einer Gerinnselbildung fiihrt 0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
tls —» tls —>

(Abbildung 4b), veranschaulicht durch die Ab-
sorptionserhohung. Demgegeniiber wird bei der
Reaktion mit fHD1-T4A kein signifikanter Un-
terschied zwischen der Gerinnungsaktivitit vor
und nach Bestrahlung erkennbar (Abbil-
dung 4c¢,d). Gleiches gilt fiir die Kontrollreakti-
on ohne Oligonukleotid und ohne Verkniipfer
(Abbildung 4e,f). Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der Western-Blot-Analysen wird
die Gerinnselbildung auch in Proben ohne Ap-
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Abbildung 4. Gerinnungsstudien von Plasma. Die Absorption bei 360 nm wird in An-
wesenheit des Apta-Cages von Thrombin in Abhingigkeit von LED-UV-Bestrahlung
gemessen. Ein Plasma-Gerinnsel fiihrt zu einer Erhéhung der Absorption, es wurde
fiir 30 min gemessen. a) Thrombin-fHD1-Apta-Cage vor UV-Bestrahlung, b) Throm-
bin-fHD1-Apta-Cage nach UV-Bestrahlung, c) Thrombin-fHD1-T4A-Apta-Cage vor UV-
Bestrahlung, d) Thrombin-fHD1-T4A-Apta-Cage nach UV-Bestrahlung, e) Thrombin in
Reaktionslésung ohne Aptamer und Verkniipfer vor UV-Bestrahlung, f) Thrombin in
Reaktionslésung ohne Aptamer und Verkniipfer nach UV-Bestrahlung. Ein reprisenta-
tiver Datensatz ist gezeigt. Fehlerbalken kennzeichnen die Abweichung zwischen den
Experimenten (siehe auch Hintergrundinformationen).
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tamer oder ohne Verkniipfer nicht gehemmt (Abbildun-
gen S9 und S10). Diese Daten zeigen eindeutig, dass der ko-
valente Komplex zwischen Thrombin und fHD1 die Exosite I
maskiert und dass dieses Epitop durch Bestrahlung reakti-
viert wird.

In einem letzten Experiment wollten wir die lichtgesteu-
erte Freisetzung von Thrombin und die darauffolgende Ge-
rinnselbildung visualisieren. Dazu inkubierten wir Fibrinogen
mit dem kovalenten Komplex in zwei Glaskapillaren und
bestrahlten eine davon in einem kleinen Bereich mit UV-
Licht (1 =365 nm), wihrend die andere unbestrahlt blieb. Wir
zeichneten die Gerinnselbildung durch Lichtmikroskopie
(Hintergrundinformationen Movie S1) sowie ein repriasenta-
tives Bild vor (Abbildung 5a) und nach Bestrahlung (Abbil-
dung 5b) auf.

Zusammenfassend haben wir eine neue Caging-Methode
vorgestellt, die die selektive Maskierung von Proteindoma-
nen ermoglicht. Wir haben die Synthese eines Aptamer-ba-
sierten Reagens beschrieben, welches nach spezifischer In-
teraktion mit seinem Zielprotein einen stabilen Komplex
bildet. Bestrahlung dieses Komplexes mit Licht stellt das
aktive Protein wieder her. Dieser ,,Apta-Caging“-Ansatz
kann fiir jedes Zielprotein angewendet werden, fiir welches
Aptamere existieren oder generiert werden konnen. Apta-
mer-gesteuerte Chemie hat sich kiirzlich als duflerst geeignet
fiir die spezifische Maskierung von reaktiven Gruppen von
Aminoglykosiden herausgestellt, welches die spezifische
Modifikation bestimmter Positionen ermoglicht.'? In dieser
Arbeit verfolgten wir einen anderen Ansatz, indem wir su-
pramolekulare Chemie anwendeten, um einen kovalenten
Komplex zu generieren, welcher orts- und zeitaufgelost ge-
spalten werden kann. Die Verwendung von Thrombin hat
nicht nur Modellcharakter, sondern ermoglicht auch eine
Vielzahl an biomedizinischen Anwendungen. Lokal indu-
zierte Blutgerinnung kann ein sehr potentes Werkzeug zur
Einschriankung der Blutzufuhr von Tumoren oder aber zur
Unterbindung von unkontrollierten Blutungen in Notfall-Si-
tuationen sein. Aktivierbares Thrombin konnte gegeniiber

a)

b)

Abbildung 5. Mikroskopiebilder der Gerinnungsbildung in Glaskapilla-
ren a) vor und b) 28 min nach UV-Bestrahlung mit einer UV-Hg-
Lampe, Bestrahlungszeit 1 min (A =365 nm). Beide Kapillaren sind mit
8 mgmL™' Fibrinogen und 0.1 pgmL™" Thrombin-Apta-Cage befiillt.
Die weif gestrichelten Kreise definieren den Bestrahlungsbereich.
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dem Einsatz himostatischer Mittel, wie rekombinanter akti-
vierter Faktor VII, von Vorteil sein, da es unerwiinschte Ne-
beneffekte wie lebensbedrohliche thromboembolische Kom-
plikationen minimiert. Zukiinftige Experimente mit fiir In-
vivo-Anwendungen geeigneten photospaltbaren Schutzgrup-
pen werden zeigen, ob dieser Ansatz auf patientenrelevante
klinische Bedingungen iibertragen werden kann. Auflerdem
wird der hier beschriebene Ansatz Einfluss auf die syntheti-
sche und systematische Biologie haben, indem er dort zur
Maskierung und Freigabe von Proteindominen verwendet
werden wird, welche zellulire Netzwerke und Kreisldufe
kontrollieren.

Eingegangen am 31. Juli 2013,
verdanderte Fassung am 30. August 2013
Online veroffentlicht am 14. Oktober 2013
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