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Ein intrinsisch 5-Fluor-2’-desoxyuridin beinhaltendes Aptamer fir die

gezielte Chemotherapie™*
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Abstract: Ein Aptamer, das spezifisch an den Interleukin-6-
Rezeptor bindet und intrinsisch mehrere Einheiten des Nu-
kleosidanalogons 5-Fluor-2'-desoxyuridin beinhaltet, ist in der
Lage, gezielt einen zytostatischen Effekt auf Zellen auszuiiben,
die diesen Rezeptor tragen. Das Aptamer kann in einem ein-
zigen enzymatischen Schritt synthetisiert werden und bindet an
einen Zelloberflichenrezeptor, der in das Lysosom transpor-
tiert wird. Ausschliefilich dort in den Zielzellen fiihrt der
Abbau durch intrazellulire Nukleasen zur Freisetzung des
aktivierten Wirkstoffs. Dadurch erfiillt das Aptamer als Pro-
drug zwei grundlegende Voraussetzungen eines Systems zur
gezielten Pharmakotherapie: das spezifische Ansteuern von
Zielzellen und die durch einen endogenen Stimulus ausgeloste
kontrollierte Wirkstoff-Freisetzung.

Aptamere sind invitro selektierte Oligonukleotide, die
spezifisch an Zielmolekiile wie etwa bestimmte Zelloberfla-
chenrezeptoren binden und daher fiir therapeutische Ansitze
als Werkzeuge zur gezielten Wirkstoff-Freisetzung geeignet
sind. Ubliche Strategien des aptamerbasierten Wirkstoff-
transports bedingen meist mehrstufige Synthesen kovalenter
oder nichtkovalenter Konjugation des Aptamers mit dem
Wirkstoff oder Wirkstoff tragenden Nanomaterialien. Ein
wichtiger Aspekt besteht darin, dass Aptamer-Wirkstoff-
Konjugate unwirksam bleiben, sofern der Wirkstoff nicht aus
einem endozytotischen Vesikel freigesetzt werden kann, oder
falls er durch lysosomalen Abbau in einen inaktiven Meta-
boliten umgesetzt wird. Vielseitige Bemiihungen wurden be-
reits unternommen, um die intrazelluldre Freisetzung typi-
scher Wirkstoffe fiir die gezielte Therapie (z.B. siRNAs oder
Anthracycline) sicherzustellen.!” Ein Schliissel zu dieser
Problematik kann dabei in der sorgfiltigen Wahl eines The-
rapeutikums liegen, das keiner zusétzlichen ,,Endosomal-
escape”“-Unterstiitzung bedarf, im Unterschied zu beispiels-
weise siRNAs.?

Therapeutische Nukleosid- oder Nukleobasenanaloga
stellen eine Klasse derartiger Wirkstoffe dar.’! Einer dieser
Stoffe, 5-Fluoruracil (5-FU), wird seit tiber fiinfzig Jahren als
Zytostatikum in der Krebstherapie und zur Behandlung
vieler anderer Krankheiten eingesetzt.! Die Wirksamkeit
von 5-FU beruht dabei auf drei Angriffspunkten auf die Vi-
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talitdt oder Proliferation der betroffenen Zellen (Abbil-
dung S1)."! So bewirkt der Einbau von 5-FU-Metaboliten in
RNA oder DNA (FUTP oder FAUTP) eine fehlerhafte RNA-
Reifung® beziehungsweise DNA-Strangbriiche.”! Den signi-
fikantesten Einfluss tibt 5-FU nach dessen Umsetzung zum
Desoxyribonukleotid (FAUMP) aus, das als starker Inhibitor
der Thymidylat-Synthase (TS) fungiert, dem Schliisselenzym
der De-novo-Biosynthese des Desoxythymidinmonophos-
phates (dTMP).®

Um Nebenwirkungen zu vermeiden, kann 5-FU als Pro-
drug verabreicht werden, welches nur in bestimmten Zellty-
pen, z.B. Prostatakrebszellen, in eine aktive Form tiberfiihrt
wird.’) Eine andere Strategie zur Vermeidung der Schidigung
von Nicht-Zielzellen stellt der gezielte Wirkstofftransport
dar. Derzeit befinden sich Nanopartikel, Nanogele oder Na-
nopolymere im Fokus des Interesses am aktiven Transport
von 5-FU.'! Hier stellen wir die Anwendung eines zellspe-
zifischen zytotoxischen Aptamers vor, das in einer enzyma-
tischen Einschrittreaktion unter Einbau mehrerer Einheiten
eines Nukleosidanalogons in ein Zytokinrezeptor-bindendes
Aptamer hergestellt werden kann. Die kontrollierte Wirk-
stoff-Freisetzung innerhalb der Zielzellen wird durch die in-
trazelluldre nukleolytische Hydrolyse des Aptamers initiiert.
In unserem Ansatz wird der nichtphosphorylierte Vorldufer
des FAUMP, 5-Fluor-2'-desoxyuridin (5-FUdR), verwendet
und anstelle aller Uridine (30 pro Molekiil) in das Aptamer
selbst integriert. Wir zeigen, dass eine Exposition der Ziel-
zellen mit diesem modifizierten Aptamer zu Wachstums-
hemmung und Zelltod fiihrt.

Kiirzlich berichteten wir iiber die Selektion des RNA-
Aptamers AIR-3 zur spezifischen Bindung an den humanen
Interleukin-6-Rezeptor (hIL-6R) mit einer Dissoziations-
konstante im nanomolaren Bereich.'"'! Nach Bindung an hIL-
6R-positive Zellen wird das Aptamer durch Endozytose in-
ternalisiert. Diese rezeptorvermittelte Endozytose beruht auf
Rezeptor-Recyclingvorgédngen. In den meisten Fillen fiihrt
der intrazelluldre Stoffwechselweg von ligandgesteuerten
Rezeptoren zum lysosomalen Abbau des assoziierten Ligan-
den oder sogar des ganzen Rezeptor-Liganden-Komplexes.!'”

Zytotoxische Nukleosid- und Nukleobasenanaloga wie 5-
FUdR représentieren geeignete Wirkstoffe fiir die gezielte
rezeptorvermittelte Pharmakotherapie, da der erwéhnte in-
trazelluldre Umsatz sich positiv auf deren Wirksamkeit aus-
wirkt. Wir nehmen an, dass der kontrollierten intrazelluldren
Freisetzung des Wirkstoffs der natiirliche Abbau durch lyso-
somale Nukleasen zugrunde liegt."®! Aus der Hydrolyse des
Aptamers ginge 5-FUdR hervor, welches aus dem Lysosom
iiber aktive Nukleosidtransporter, z.B. ENT3," entweichen
konnte. Diese dienen normalerweise als Recyclingportale fiir
lysosomal abgebaute Nukleinsduren (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Selektiver Wirkstofftransport durch AIR-3-FdU. a) 2D-
Struktur von AIR-3-FdU auf Grundlage der Strukturvorhersage des AIR-
3-Templats. Jedes Aptamermolekiil enthilt 30 5-FUdR-Einheiten. Der
grau unterlegte Bereich umfasst das minimale Bindemotiv AIR-3A, das
einen G-Quadruplex bildet.""! b) Das 5-FUdR-modifizierte Aptamer
(AIR-3-FdU) bindet an den humanen Interleukin-6-Rezeptor an der
Zelloberfliche und wird internalisiert. Durch den lysosomalen Abbau
des Aptamers wird 5-FUdR frei und durch Phosphorylierung in FdUMP
umgesetzt, einen starken Inhibitor der Thymidylat-Synthase (TS), die
fiir die Biosynthese von dTMP und somit auch der DNA verantwortlich
ist.

Unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase-Variante
Y639F™ stellten wir eine 5-FUdR-modifizierte Variante von
AIR-3 her, wobei die Transkription in Gegenwart von 5-
FAUTP anstelle von UTP durchgefiihrt wurde (Abbil-
dung 1a). Das resultierende modifizierte Aptamer AIR-3-
FdU wies noch eine effektive und spezifische Bindung an hIL-
6R auf, wobei die Affinitdt (Ky;=151+3 nM) im Vergleich
zum nichtmodifizierten Aptamer (K;=21+3nM; Abbil-
dung 2) verringert war. Daraus kann abgeleitet werden, dass
der Austausch aller 30 in AIR-3 enthaltenen Uridine gegen 5-
FUdR keinen erheblichen Einfluss auf die Tertidrstruktur
hat. Da sowohl AIR-3 als auch AIR-3-FdU in vergleichbarer
Weise an ihr Zielmolekiil binden, ist anzunehmen, dass beide
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Abbildung 2. Bindungsanalyse von AIR-3-FdU. Die konzentrationsab-

hiangige Bindung von AIR-3-FdU wurde mittels Filterretentionsanalyse
ermittelt. Die Affinitit des modifizierten Aptamers (Dreiecke) war im

Vergleich zu dem nichtmodifizierten Aptamer AIR-3 (graue Quadrate)
reduziert. Die 5-FUdR-modifizierte SELEX-Ausgangsbibliothek diente

als Negativkontrolle (weifle Quadrate).

Molekiile iibereinstimmende minimale Bindemotive aufwei-
sen, ndmlich parallele G-Quadruplexe, die einen Bereich von
19 nt mit nur 3 Uridinen umfassen. In dem Aptamer (106 nt)
befinden sich zudem doppelstringige Regionen, die einen
stabilisierenden Stamm mit Ausbuchtungen bilden™ und
dadurch die korrekte Faltung dieses G-Quadruplexes unter-
stiitzen und den Einbau modifizierter Nukleoside ermogli-
chen.[']

Die Stammstruktur sollte durch das Nukleosidanalogon 5-
FUdR nicht beeinflusst werden, da dieses in der Lage ist, die
gleichen Watson-Crick-Basenpaarungen einzugehen wie die
ersetzten kanonischen Nukleoside."® Wir stellten weiterhin
eine AIR-3 Variante her, die anstelle von 5-FUdR 5-Fluor-
uridin (5-FUR) enthielt. Dieses modifizierte Aptamer (AIR-
3-FU) wies mit einem K; von 74+8nM (Abbildung S2)
dhnliche Bindungseigenschaften wie das Ausgangsaptamer
auf. Im Unterschied zu AIR-3-FdU konnte fiir diese Variante
jedoch kein zytotoxischer Effekt nachgewiesen werden.

Durch konfokale Laserrastermikroskopie (kLSM) konn-
ten wir nachweisen, dass ein wesentlicher Anteil des inter-
nalisierten Aptamers zum Lysosom transportiert wird (Ab-
bildung 3¢). Dies erginzt die Ergebnisse vorangegangener
Experimente, nach denen AIR-3 sowie die verkiirzte Form
AIR-3A, an BaF3_hIL-6R Zellen binden. Vorherige Arbei-
ten zeigten bereits, dass das Aptamer fiir die Internalisierung
verschiedener Effektoren wie Fluoreszenzfarbstoffe, Proteine
oder Photosensibilisatoren nach deren Konjugation mit dem
Aptamer geeignet ist.!"]

Auch AIR-3-FdU bindet, mit einem K, von etwa 20 nMm,
an BaF3_hIL-6R Zellen (Abbildung 3a). Nach Exposition
mit 250 nm AIR-3-FdU konnten wir bei hIL-6R prisentie-
renden Zellen einen signifikanten Proliferationsriickgang von
25 % durch Inkubation mit dem FAUR-Aptamer beobachten
(Abbildung 3b). Um weiterhin nachzuweisen, dass dieser
Effekt nicht durch extrazellulire Abbauprodukte der RNA
bedingt war, wurde ein Kontrollexperiment mit hIL-6R-de-
fizienten BaF3-Zellen durchgefiihrt. Hier wurde kein Effekt
nachgewiesen.

Um festzustellen, ob dieser antiproliferative Effekt auf
einen der zuvor genannten Antimetaboliten des 5-FU zu-
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Abbildung 3. Zellulire Bindung, Aufnahme und Toxizitit bei BaF3_hlL-
6R Zellen. a) Bindungsanalyse von AIR-3-FdU, FdU-RNA-Bibliothek und
AIR-3A (Positivkontrolle) an hIL-6R-prasentierenden BaF3-Zellen. Die
Fluoreszenz wurde mittels Durchflusszytometrie anhand einer zweiten
Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem AIR-3A ermittelt. Bindende Spe-
zies fiihrten einen konzentrationsabhingigen Riickgang der Fluores-
zenzintensitit herbei. b) Antiproliferativer Effekt von AIR-3-FdU auf
hIL-6R-présentierende Zellen. BaF3-Zellen, die entweder hIL-6R-positiv
oder -negativ waren, wurden mit AIR-3-FdU inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen gewaschen und in wirkstofffreiem Medium weiter
kultiviert. Die Proliferation wurde aus zwei unabhingigen Experimen-
ten ermittelt, die beide in Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden
(n=6). Ein Stern kennzeichnet eine statistische Signifikanz von

p <0.05. ) cLSM-Lebendzellanalyse zur Visualisierung von AIR-
3A_atto647N in BaF3_hIL-6R. Maf3stabsbalken: 10 um.

riickzufiihren ist, analysierten wir die Zellzyklusverteilung
nach Behandlung mit AIR-3-FdU. Das 5-FUdR-modifizierte
Aptamer bedingte einen anteiligen Zuwachs der S-Phase-
Population von 31.3 + 1.8 % (unbehandelte Zellen) auf 44.2 +

FdU-RNA-Bibliothek
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7
533 %
31.9% 34.4%
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1.1% (Abbildung 4). Zudem verzeichneten wir einen Anteil
von apoptotischen Zellen (hypodiploide Zellen, gekenn-
zeichnet als subG1 mit 14.3+0.5%). Ein solcher S-Phase-
Arrest ist ein typischer Effekt, den FAUMP durch Inhibition
der TS erzeugt. Freies 5-FUdR wirkte sich in Konzentratio-
nen von 5 uM auf BaF3 Zellen bei einer Inkubation fiir min-
destens Sh in gleicher Weise aus.’” Der S-Phase-Arrest
konnte verhindert werden, wenn das Experiment in Gegen-
wart von 10 um 2’-Desoxythimidin (TdR), einem Antidot zu
FdUMP, durchgefiihrt wurde. Unter diesen Bedingungen
verursachte AIR-3-FdU im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen keine Verdnderungen in der Zellzyklusverteilung.
Daraus leiten wir ab, dass 5-FAUMP als aktiver Antimetabolit
im Zellinneren fungiert, indem es die dTMP-de-novo-Syn-
these durch Inhibition der TS behindert. Die Verarmung an
2'-Desoxythymidin-5-monophosphat (dTMP) fiihrte zu
einem verlangsamten Ubergang in die S-Phase (DNA-Re-
duplikation) und DNA-Schédigungen aufgrund von Nukle-
otid-Ungleichgewichten. Diese Effekte konnten durch eine
extern gespeiste dTMP-Quelle wie TdR kompensiert
werden.?!! Wir versuchten auch, den antiproliferativen Effekt
durch Zusatz von Leucovorin (LV), einer Vorstufe von 5,10-
Methylentetrahydrofolat (CH,THF), des Cosubstrats der TS,
zu verstdrken. Allerdings iibte LV keinen signifikanten Effekt
auf die Proliferation aus, sondern es fiihrte nur zu einer
leichten Erhohung des Anteils apoptotischer Zellen (15.5 +
0.8%). Sowohl TdR als auch LV alleine hatten keinen Ein-
fluss auf die Zellen.

Diese Ergebnisse implizieren, dass FAUMP der aktive
Hauptantimetabolit ist, der in den betroffenen Zellen zur
Inhibition der TS fiihrt (Schema 1). Die beobachtete Apop-
tose kann entweder aus dem Einbau von 5-FUdR oder, als
Folge der Verarmung an dTMP, aus dem Einbau von 2'-
Desoxyuridin in die DNA resultieren. Gleichwohl wird die
Vermutung der TS-Inhibition als zentraler Angriffspunkt
durch folgende Fakten gestiitzt: 1) FAUMP ist mit einem K;
von 5 nM der bei weitem effektivste Metabolit zur Inhibition
der TS.”? 2) Das Aptamer zeigte keinen zelluliren Effekt
wenn statt 5-FU-2'-desoxyribonukleosiden 5-FU-Ribonu-
kleoside enthalten waren. Fiir 5-FU-Ribonukleoside (wie
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Abbildung 4. Zellzyklusanalysen von BaF3_hIL-6R-Zellen nach Exposition mit AIR-3-FdU. Die Zellen wurden in Gegenwart von 100 nm AIR-3-FdU fiir 3 h

inkubiert, gewaschen und anschliefend in wirkstofffreiem Medium fiir weitere 4 h kultiviert. Die Zellzyklusverteilung wurde durchflusszytometrisch analy-

Chemie

30.6 %

siert. Gezeigt sind die Mittelwerte einer Doppelbestimmung. Zellen, die dem Einfluss von AIR-3-FdU ausgesetzt waren, wiesen einen Zuwachs im prozen-
tualen Anteil der S-Phase-Fraktion auf sowie eine zusitzliche sub G1-Fraktion, die apoptotischen Zellen entsprach. Die FdU-RNA-Bibliothek diente als Nega-
tivkontrolle. Zugabe von 2'-Desoxythymidin (TdR) kompensierte den Effekt auf den Zellzyklus. Durch Zugabe von Leucovorin (LV) wurde der Anteil apoptoti-

scher Zellen leicht erhéht.
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus fur die Zytotoxizitit von AIR-3-FdU. Das 5-FUdR-modifizierte Aptamer AIR-3-FdU wird von hIL-6R-pri-
sentierenden Zellen internalisiert. Die Hydrolyse durch lysosomale Nukleasen erzeugt freies 5-FUdR, aus dem durch Phosphorylierung der Thy-
midylat-Synthase(TS)-Inhibitor FAUMP entsteht. Es kommt zur irreversiblen Inhibition der TS durch die Bildung eines kovalenten terniren Kom-
plexes der TS mit FAUMP und dem Cosubstrat CH,THF und einer daraus resultierenden S-Phase-Toxizitdt aufgrund von Verarmung an dTMP,
einer unentbehrlichen Vorstufe in der DNA-Biosynthese. Der Effekt kann durch exogenes TdR, einer dTMP-Vorstufe, aufgehoben werden. Die

CH,THF-Vorstufe Leucovorin verstirkt den Effekt.

auch fiir die freie Base 5-FU) ist der Umsatz zu FAUMP
weniger effizient, da mehrere Stoffwechselschritte durchlau-
fen werden miissen (Abbildung S1). Dies resultiert in hohe-
ren ICs;-Werten fiir 5-FU-Therapeutika. Obwohl AIR-3-FdU
ausreichend stabil fiir den Einsatz in den durchgefiihrten
Experimenten unter Zellkulturbedingungen ist, wire es fiir
zukiinftige In-vivo-Anwendungen von Vorteil, ein Aptamer
mit erhohter Resistenz gegeniiber Serumnukleasen zur Ver-
fligung zu haben. Vielversprechende Ergebnisse wurden in
dieser Hinsicht durch den Einbau 2'-F-modifizierter Cytidine
in AIR-3-FdU erzielt. Diese Derivate hatten in serumhalti-
gem Medium eine Halbwertszeit von mehreren Stunden.
Allerdings scheint diese Modifikation die antiproliferative
Wirksamkeit herabzusetzen, was vermutlich auf einen weni-
ger ausgeprigten lysosomalen Abbau zuriickzufiihren ist.
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass ein zytoto-
xisches Nucleosidanalogon in ein rezeptorbindendes Apta-
mer integriert wurde, das von Zielzellen internalisiert, zum
Lysosom transportiert und dort abgebaut wird. Wir nehmen
an, dass der Wirkmechanismus darin besteht, dass das Apta-
mer im Anschluss zu Nukleosiden abgebaut wird, wobei 5-
FUdR freigesetzt wird. Letzteres kann durch die zellulédre
Thymidinkinase phosphoryliert werden woraus 5-FdUMP
resultiert, ein starker Inhibitor der TS, das zu einem Riick-
gang der Proliferation und zum Zelltod fiihrt. Beachtenswert
ist, dass dieses zytotoxische Aptamer enzymatisch in einem
Schritt synthetisiert werden kann. Wir gehen davon aus, dass
unser Konzept nicht nur auf andere Aptamere angewendet
werden kann, die iiber einen Zelloberfldchenrezeptor inter-
nalisiert und zum Lysosom geleitet werden, sondern auch auf
andere Nukleosidanaloga wie z.B. Gemcitabin. Zudem
konnte es sich als vorteilhaft erweisen, DNA-Aptamere an-
stelle von RNA-Aptameren zu verwenden, sowohl in Bezug
auf die Stabilitdt gegentiber Nukleasen als auch angesichts
der nidheren strukturellen Verwandtschaft von 5-FUdR zu
TdR als zu Uridin. Der hier vorgestellte Ansatz konnte ins-
besondere bei Krankheiten, die mit einer erhdhten Plasma-
konzentration maligner Zellen einhergehen, wie lympho-
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proliferative Erkrankungen (z.B. Plasmazell-Leukdmie,
Multiples Myelom) oder Morbus Castleman fiir eine klinische
Anwendung in Betracht gezogen werden.*
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