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Gegen unerw�nschte Nebenwirkungen einer Arzneimittel-
therapie oder einer �berdosierung ist die Antagonisation
eine wichtige Behandlungsoption. Dies ist insbesondere bei
antikoagulatorisch (gerinnungshemmend) wirkenden Medi-
kamenten wichtig, da hier relative oder absolute �berdosie-
rungen zu lebensbedrohlichen Blutungen f�hren k$nnen. Von
den zurzeit im klinischen Einsatz befindlichen Antikoagu-
lantien ist unfraktioniertes Heparin das einzige, das die Be-
dingung einer schnellen und effektiven Antagonisierbarkeit
erf�llt. F�r alle neuentwickelten Antikoagulantien, wie z.B.
synthetische Heparine, Faktor-Xa- und Thrombininhibitoren,
ist kein spezifisches Antidot verf�gbar. Dies limitiert ihren
klinischen Einsatz, obwohl sie oft effektivere Antithrombo-
tika sind und gegen�ber unfraktioniertem Heparin weitere
Vorteile aufweisen.[1] Daher ist unfraktioniertes Heparin
weiterhin das Mittel der Wahl bei Patienten mit hohem Blu-
tungsrisiko und in klinischen Anwendungen, die eine schnelle
Aufhebung der antikoagulatorischen Wirkung erfordern,
obwohl dessen Verwendung mit m$glichen Nebenwirkungen
wie Immunreaktionen einhergeht.
Ein alternatives Konzept zur Antagonisation von Anti-

koagulantien wurde k�rzlich von Sullenger et al. vorgestellt.[2]

Als Antikoagulans verwendeten sie Aptamere gegen den
Gerinnungsfaktor IXa. Aptamere sind kurze einzelstr5ngige
Nucleins5uren, die definierte Konformationen ausbilden.[3]

Sie binden mit hoher Affinit5t und Spezifit5t an ihre Ziel-
molek�le und k$nnen z.B. als potente Inhibitoren eingesetzt

werden. Zur Antagonisierung machten sich Sullenger et al.
die intrinsischen Eigenschaften von Nucleins5uren zunutze
und verwendeten einen Gegenstrang als Antidot, der mit dem
Aptamer zusammen einen Duplex bildet und so dessen in-
hibitorische Funktion beendet.
Ein weiteres Aptamer, das als Antikoagulans verwendet

werden kann, ist das einzelstr5ngige DNA-15mer AW

(Schema 1), das an Thrombin bindet und dieses inaktiviert.[4]

Thrombin ist ein Schl�sselprotein der Blutgerinnungskaska-
de. Das Antithrombinaptamer liegt unter physiologischen
Bedingungen als stabiles G-Quartett vor und besteht aus
sechs Thymidin- und neun Guanosineinheiten. In unseren
Studien zur Entwicklung von Methoden f�r die $rtlich und
zeitlich aufgel$ste Steuerung von biologischen Prozessen
hatten wir bereits gezeigt, dass die Aktivit5t eines Aptamers
mit Licht eingeschaltet werden kann, nachdem entweder
dessen Bindungsstelle vor�bergehend mit einer photolabilen
Schutzgruppe blockiert[5] oder durch ebensolche Modifikati-
on einer Schl�sselstelle die Bildung der aktiven Konformati-
on verhindert wurde.[6] Hier beschreiben wir die Entwicklung
eines Oligonucleotids, das eine Aptamerdom5ne und eine
vor�bergehend inaktivierte Gegenstrangdom5ne in demsel-
ben Molek�l vereint und daher sowohl als Antikoagulans als
auch als dessen Antidot verwendet werden kann. Die Anti-
dotaktivit5t wird dabei durch Lichtexposition generiert. Dazu
nahmen wir an, dass Aptamervarianten mit einer am 5’- oder
3’-Ende verl5ngerten komplement5ren Region inaktiv sind,
da sie die Nucleins5ure dazu zwingen, statt der aktiven G-
Quartett-Struktur eine Haarnadelkonformation zu bilden
(Schema 1b). Wenn diese komplement5re Region dann
„vor�bergehende Fehlpaarungen“ enth5lt,[7] wird die Haar-

Schema 1. a) Das Aptamer AW bindet selektiv an Thrombin und wirkt
als Antikoagulans. b) Unser Konzept eines Aptamers, das sein eigenes
– vor(bergehend inaktiviertes – Antidot mit sich f(hrt; die Antidotakti-
vit-t wird durch Bestrahlung mit Licht freigesetzt. c) Daf(r wurde der
photoaktivierbare Nucleins-urebaustein dCNPE hergestellt, der wie eine
vor(bergehende Fehlpaarung wirkt. NPE=1-(2-Nitrophenyl)ethyl.
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nadel erst gebildet, wenn das Molek�l bestrahlt und die
photolabile Gruppe entfernt wurde.
Um die ideale L5nge der Gegenstrangregion herauszu-

finden, stellten wir die Aptamer-Varianten A1–A3 her (Ab-
bildung 1a). Die jeweiligen komplement5ren Regionen sind

an das 5’-Ende vonAW �ber eine GAAA-Sequenz angeh5ngt,
die eine stabile GNRA-Schleife bildet. In Filterbindungsex-
perimenten wurde dann bestimmt, welche der Varianten noch
an Thrombin binden k$nnen (Tabelle 1). Die Verl5ngerung

von AW mit dem schleifenbildenden Motiv (!A1) f�hrt be-
reits zu einer gewissen Verringerung der Affinit5t. F�gt man
zwei weitere dC-Nucleotide an (!A2), reduziert sich die
Affinit5t drastisch. Fast keine Affinit5t wurde mehr festge-
stellt f�r das Aptamer A3 mit zwei weiteren dA-Nucleoti-
den.[8] Daraus schließen wir, dass bereits das Aptamer A3 in
�berwiegendemMaße als Haarnadel vorliegt und nicht als G-
Quartett.
Ferner testeten wir die Aptamervarianten in der throm-

binvermittelten Blutgerinnung im humanen Plasmasystem.
Wie in Abbildung 1b zu sehen, ist das AptamerA1 noch aktiv.
Jedoch konnte derselbe Effekt im Vergleich zu AW erst bei
h$heren Aptamerkonzentrationen erreicht werden. Dies ist

zur Beurteilung der lichtabschaltbaren Aptamere wichtig, die
vor der Bestrahlung h$chstens so aktiv sein k$nnen wie A1.
Das Aptamer A2 zeigte nur noch eine geringe Aktivit5t,
w5hrend A3 im Rahmen der Messgenauigkeit praktisch in-
aktiv war. Daher stimmen die Ergebnisse der Gerinnungs-
untersuchungen gut mit denjenigen der Wechselwirkungs-
studie �berein.
Auf der Grundlage dieser Ergebnisse beschlossen wir,

unser Set aus lichtaktivierbarenDesoxynucleotiden um dCNPE

(siehe Schema 1c) zu erweitern.[9] Mit einem gesch�tzten
Phosphoramidit von dCNPE wurden die Aptamer-Antidot-
Chim5renA4 undA5 hergestellt (Abbildung 2a, zur Synthese
siehe Hintergrundinformationen).

Als N5chstes wurden die F5higkeiten von A4 und A5 un-
tersucht, an Thrombin zu binden und die thrombinabh5ngige
Fibrinbildung zu inhibieren. Wie in den Abbildungen 2b und
c zu sehen, ist A4 tats5chlich in der Lage, die Gerinnungszeit
konzentrationsabh5ngig zu verl5ngern – mit nur unwesentlich
geringerer Effizienz als A1. Wie erwartet, wird A4 nach Be-
strahlung inaktiv – außer bei sehr hohen Konzentrationen, bei
denen noch Restaktivit5t detektiert werden konnte. Das
AptamerA5 jedoch war sowohl vor als auch nach Bestrahlung
inaktiv (Daten nicht gezeigt). CD-Spektren der Aptamere
dieser Studie sind in den Hintergrundinformationen hinter-
legt. Vom photochemischen Standpunkt aus war es interes-

Abbildung 1. a) Die Sequenz der am 5’-Ende verl-ngerten Aptamere
A1–A3. b) Ergebnisse von Gerinnungsstudien mit den Aptameren AW

und A1–A3 (relative Gerinnungszeit gegen Aptamerkonzentration, expe-
rimentelle Details siehe Hintergrundinformationen).

Tabelle 1: Dissoziationskonstanten (in nm) der Aptamervarianten, be-
stimmt in Filterbindungsexperimenten.

ohne
Bestrahlung

nach
Bestrahlung[a]

AW 124�16 n.b.
A1 155�23 n.b.
A2 333�44 n.b.
A3 >5000 n.b.
A4 166�12 >5000
A5 297�44 >500

[a] n.d.=nicht bestimmt.

Abbildung 2. a) Die Sequenzen der photoaktivierbaren Aptamer-Anti-
dot-Chim-ren A4 und A5. b) Ergebnisse von Gerinnungsstudien mit
den Aptameren A1, A3 und A4 (vor und nach Bestrahlung, relative Ge-
rinnungszeit gegen Aptamerkonzentration, experimentelle Details
siehe Hintergrundinformationen). c) Zum besseren Vergleich zeigt
dieses Diagramm die Werte des Graphen (b) bei einer Aptamerkon-
zentration von 1500 nm.
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sant f�r uns zu sehen, wie gut sich DNA mit einem dCNPE-
Nucleotid entsch�tzen ließ. Nach der Literatur w�rde man
eher erwarten, dass die Photoentsch�tzung mehr Schwierig-
keiten bereitet, da die photochemische Spaltung von C-N-
Bindungen nicht unproblematisch sein kann.[10] Mit unserer
Bestrahlungsapparatur (360 nm aus drei UV-LEDs mit je ca.
100 mW) wurden 100 pmol A4 in 7 s entsch�tzt, und die
Entsch�tzungsreaktion verlief erstaunlich sauber.
In den bisher beschriebenen Experimenten wurden alle

Aptamere vor Beginn des Experiments entsch�tzt. Noch
ungekl5rt war die Frage, inwieweit auch der gebildete Kom-
plex aus A4 und Thrombin durch Belichtung zerst$rt werden
kann. Abbildung 3 zeigt die zugeh$rigen Gerinnungs- und

Filterbindungsexperimente. Es ist klar zu sehen, dass die
Photodesaktivierung auch dann noch funktioniert, wenn A4

bereits an Thrombin gebunden hat – eine Tatsache, die f�r
Anwendungen in vivo von großer Wichtigkeit sein wird.
Nachdem wir gezeigt hatten, dass es m$glich ist, ein Ap-

tamer mit Licht anzuschalten,[5,6] haben wir nun nachgewie-
sen, dass es unter Verwendung einer photoaktivierbaren
Gegenstrangdom5ne auch m$glich ist, Aptamere mit Licht
auszuschalten. Vor der Lichtinaktivierung hatte das photo-
aktivierbare chim5re Molek�l etwa die H5lfte der Aktivit5t
des unmodifizierten Wildtyps, aber dies kann leicht durch
eine Konzentrationserh$hung kompensiert werden. Viel
wichtiger ist, dass durch Bestrahlung das Aptamer praktisch
inaktiv wird. Wie zuvor[6] war auch hier wieder die Position

der photoaktivierbaren Gruppe (in diesem Fall an einem dC)
von ausschlaggebender Wichtigkeit. Das hier vorgestellte
neue Aptamer vereint die Vorteile eines hochspezifischen
Antikoagulans mit einer schnellen und effektiven Inaktivie-
rung. Aufgrund dieser Eigenschaften ist dieses neue Anti-
koagulans besonders gut zur Behandlung von Patienten ge-
eignet, die durch die Schwere ihrer Erkrankung ein hohes
Blutungsrisiko tragen. Eine weitere Indikation f�r ein Anti-
koagulans mit derartigen Eigenschaften sind extrakorporale
Therapieverfahren, wie z.B. die Herz-Lungen-Maschine. In
diesem Indikationsfeld muss zur Vermeidung von postope-
rativen Blutungen die antikoagulatorische Wirkung nach
Beendigung des kardiochirurgischen Eingriffs schnell aufge-
hoben werden. Ferner ist dieser Ansatz generell anwendbar
f�r die r5umliche und zeitliche Kontrolle Nucleins5ure-ba-
sierter Modulatoren von Proteinfunktion.
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Abbildung 3. a) Ergebnisse von Gerinnungsstudien, in denen der Kom-
plex aus Thrombin und A4 bestrahlt wurde, sowie Kontrollversuche mit
A3 und ohne Aptamer (Aptamerkonzentration 3 mm). b) Ergebnisse
von Filterbindungsexperimenten, in denen entweder vor oder nach der
Komplexbildung mit Thrombin bestrahlt wurde (y-Achse: relative
Menge gebundenes A4, Thrombinkonzentration 150 nm).
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