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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung

Die Hamostase ist ein fir das Uberleben wichtiger Prozess, der den Wundverschluss garantiert.
Die wichtige Funktion fur den Organismus besteht in der Vermeidung eines groReren Blutverlus-
tes und der Erzeugung einer Grundlage fir die Wundheilung. Zugleich muss eine Gber den Endo-
theldefekt hinausgehende, unkontrollierte Gerinnung verhindert werden. Dieses Gleichgewicht
zwischen den gerinnungsfordernden, -hemmenden und fibrinolytischen Prozessen ist VVorausset-
zung dafir, dass das Blut seinen physiologischen Aufgaben als Transportmedium nachkommen
kann (Bajzar, 2000). In Falle einer Stérung dieses Gleichgewichtes kann es entweder zu einer
Thromboseneigung oder zu einer erhohten Blutungsgefahr kommen (Rau et al., 2007).

Der Prozess der Hamostase ist aus einer Reihe von unterschiedlichen Komponenten zusammen-
gesetzt, die Uber eine Vielzahl von Verbindungen in Bezug zueinander stehen. Die Hamostase
lasst sich in drei Hauptbestandteile einteilen: die vaskuldre, die zelluldre und die plasmatische
Komponente (Barthels et al., 2008). Eine weitere Mdoglichkeit, die komplexe Blutgerinnung di-
daktisch vereinfacht einzuteilen, ist die Gliederung nach dem zeitlichen Ablauf. Hier unterschei-
det man eine primare Hamostase (Hauptbestandteil sind die vaskuléren und zellularen Kompo-
nenten, die eine vorlaufige Blutstillung erzeugen) von einer sekundaren Hamostase (mit den
Hauptbestandteil der plasmatischen Gerinnung). Nur das Zusammenspiel aller Komponenten
fuhrt zu einer ausreichenden Blutstillung (Gerlach et al., 1993).

Die Serinprotease Thrombin stellt das zentrale Enzym der sekunddren Hamostase dar, welches
sowohl den entscheidenden Schritt der Fibiringenerierung katalysiert (Mosesson, 2005) als auch
zahlreiche Feinabstimmungen zwischen der plasmatischen Gerinnung und den zelluldaren Kom-
ponenten der Blutstillung dirigiert (Coughlin, 2005). Diese Bedeutung von Thrombin findet auch
in der therapeutischen Modulation der Blutgerinnung Ausdruck, da eine Reihe von Medikamen-
ten Thrombin als Zielmolekil besitzen, so zum Beispiel Heparin und Bivalirudin (Nutescu et al.,
2008; Warkentin, 2004).

Mit der Entwicklung von DNA-Aptameren (einzelstrangige DNA Molekule), die hochspezifisch
an Molekule binden und sie beeinflussen kdnnen, ist es nun moglich, gezielt einzelne Oberfla-
chenstrukturen des Thrombinmolekils zu blockieren, die fir die unterschiedlichen Interaktionen

von Bedeutung sind (Bode, 2005). So konnte in einer Reihe von funktionellen Tests die Inhibition



11

der Thrombinaktivitat durch die Aptamere HD1 (Bock, 1992; Griffin, 1993) bzw. HD22 (Tasset,
1997) dargestellt werden. 2007 entwickelte eine Bonner Forschergruppe ein Fusionsaptamer
(HD1-22), welches aus diesen beiden Aptameren zusammengesetzt wurde und konnte damit ein
Aptamer konstruieren, welches in dem Bindungsverhalten und der modulierenden Wirkung auf
das Zielmolekul Thrombin den einzelnen Aptameren tberlegen war (Miller et al., 2007).

Durch die hohe Spezifitat der Aptamere an den Bindungsstellen des Thrombins (Exosite 1 und 2)
wird das Thrombinmolekul nicht einfach vollstandig blockiert, wie etwa durch Antithrombin
(AT), sondern in seiner Funktion, in Abhangigkeit der Aptamerkonzentration, mit den unter-
schiedlichen Bindungspartnern moduliert. Aus diesem Gund ist es fir die antikoagulative Apta-
mertherapie von Bedeutung, die Wirkung der Aptamere auf die unterschiedlichen Bindungspart-

ner des Thrombins zu verstehen.

Ziel dieser Arbeit war es, einerseits die aptamerabhéngige Beeinflussung der Thrombinbindung-
spartner Antithrombin (AT), Thrombomodulin und Heparin darzustellen in Verbindung mit der
Untersuchung der Stabilitdt der Aptamer-Thrombin-Komplexe unter pysiologischen Bedingun-
gen und so eine genauere Charakterisierung der Aptamerwirkung auf die gesammte Hamostase
zu konstruieren und anderseits mit der Fahigkeit der Aptamere, geziehlt nur einzelne Exosites des
Thrombinmolekils zu beeinflussen, genauere Erkenntnisse iber die intramolekulare Funktionen

der Hauptbindungsstellen (Exosite 1 und 2) zu erlangen.

1.2 Grundlagen
1.2.1 Blutgerinnung: Physiologie

Wenn es im Koérper zu einer Verletzung kommt und Gefél3e beschadigt werden, ist es fur das
Uberleben des Organismus wichtig, dass diese Blutung innerhalb kurzer Zeit gestoppt wird und
die GefaRe dauerhaft verheilen. Den Vorgang dieser Blutstillung nennt man Hamostase. Er l&sst
sich einteilen in die priméare und die sekundére Hamostase. In der priméren Hamostase sind die
korpuskuldren und vaskuldren Anteile vorherrschende Hauptbestandteile, in der sekundaren Ha-
mostase die plasmatische Gerinnung, welche eine effektive Blutstillung bewirken. Nachdem der
Defekt verschlossen wurde, muss der Thrombus wieder aufgeldst werden konnen. Dies geschieht
mittels eines fibrinolytischen Systems, damit ein regelhafter Blutfluss gewéhrleistet werden kann

(Cesarman-Maus und Hajjar, 2005). Das Blut kann seiner Hauptaufgabe, ndmlich als Transport-
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medium zu dienen, nur entsprechen, wenn diese beiden gegensatzlichen Systeme in Balance ste-
hen und es weder zu einem groBRen Blutverlust noch zu einem Uberschuss an intravasaler Gerin-

nung kommt.
1.2.1.1 Priméare Hamostase

Nach einer Verletzung des Endothels kommt es innerhalb von 2 bis 4 Minuten zu einer vorlaufi-
gen Blutstillung (Silbernagel und Despopoulos, 2007). Verantwortlich hierflr sind in dieser fru-
hen Phase hauptsachlich zwei Mechanismen: die VVasokonstriktion und die Thrombozytenfunkti-
on. Die Vasokonstiktion wird durch eine auf den Verletzungsreiz reagierende, reflektorische
Kontraktion glatter Muskelzellen in den Arterien und Arteriolen ausgel6st und durch die Aus-
schuttung vasokonstriktorischer Substanzen (Thromboxan A,, Serotonin, Katecholamine) aus der
verletzen Gefalwand und von aktivierten Thrombozyten noch verstarkt (Barthels et al., 2008).
Diese Verengung der vorgeschalteten BlutgefaRe erzeugt einen langsameren Blutfluss und er-
leichtert so den Ablauf der priméren und sekundaren Hdmostase.

Thrombozyten sind kernlose, scheibenférmige Abschnilirungen aus den Megakaryozyten im Kno-
chenmark mit einem Durchmesser von lediglich 1-3 Mikrometern. Die Thrombozyten zirkulieren
auf Grund der hydrodynamische Margination am dufReren Rand des Blutflusses, in unmittelbarer
N&ahe zum Endothel und kénnen somit bei Vorliegen einer Endothelschadigung schnell aktiviert
werden (Gawaz, 2004). Subendotheliale Kollagenfasern, die im Falle einer Endothelschédigung
mit den Thrombozyten in Kontakt geraten, werden entweder direkt Gber Glykoproteine auf der
Thrombozytenmembran (GP la/lla) oder tber den im Plasma zirkulierenden und subendothelial
deponierten von-Willebrand-Faktor (VWF) gebunden (Nurden und Nurden, 1993). Der VWF,
sezerniert von den Endothlezellen und Megakaryozyten, festigt die Adhédsion der Thrombozyten,
indem er die Bindung zwischen Kollagen und dem GP Ib/IX auf der Thrombozytenmembran
verstarkt (Hoylaerts, 1997). Nach dieser Adhésion kénnen die Thrombozyten hoheren Stro-
mungskraften widerstehen und die Bindung der Glykoproteine setzt intrazellulére Signalkaskaden
in Gang, die zu einer Aktivierung der Thrombozyten flihren. Hierbei unterstiitzen eine Reihe von
Substanzen die Aktivierung der Thrombozyten (z.B. Thrombin, Thromboxan A2, ADP, Komp-
lementfaktoren und Vasopressin die Aktivierung der Thrombozyten (Kehrel, 2008).

Nach der Aktivierung verandern die Thrombozyten ihre Form, so dass kugelartige Zellen entste-
hen, die mit cytoplasmatischen Fortsétzen oder Pseudopodien ineinander greifen (Andrews et al.,

1998). Im Zuge dieser Aktivierung kommt es zu einer Konformationsanderung des GP llb/llla
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Rezeptors auf der Thrombozytenmembran, so dass dieser auch l6sliche Liganden mit einer hohen
Affinitat binden kann, wie zum Beispiel Fibrinogen und vWF (Steinhubel et al., 2005). Diese
beiden Molekile dienen als Verbindungsbriicken zwischen den aktivierten Thrombozyten. Des
Weiteren werden, vor allem aus den Alpha-Granula und den Lysosomen der angehefteten
Thrombozyten, verschieden Mediatoren sezerniert, die die Adhéasivitdt und Aktivierung der
Thrombozyten verstarken, wie zum Beispiel ADP und Thromboxan A, (Stegner und Nieswandt,
2011). Die aktivierten Thrombozyten nehmen auch Einfluss auf die plasmatische Gerinnung
durch die Expression von Phospholipiden (PL), die als Matrix fir die Faktoraktivierung wirken.
Fur die Wundheilung, Angiogenese und letztendlich fiir die Wiederherstellung eines intakten
Endothels werden Kallikrein, fiir die Bradykinin Synthese (Entziindungsmediator) und PDGF als
Aktivator fur den Zellwachstum sezerniert (Gao et al., 2010).

Die Adhéasion und Ausbildung von Preudopodien zwischen den Thrombozyten ist zundchst noch
reversibel. Das kombinierte Wirken von Thrombin (auch hier wird die Vernetzung von zellul&rer
und plasmatischer Gerinnung deutlich) und ADP auf die Zellen fiihrt jedoch zu einer Membra-
nauflésung und damit irreversiblen Verschmelzung (Baruch, 2006). Der gesamte Prozess der
Thrombozytenaktivierung, der schlieRlich in der irreversiblen Aggregation endet, mit allen mor-
phologischen, chemischen und funktionellen Verénderungen, wird als viskdse Metamorphose
bezeichnet (Jackson et al, 2009).

Aus dem vorbeistrémende Blut lagern sich, ahnlich einem Schneeballeffekt, mehr und mehr
Blutplattchen an das wachsende Aggregat an und es entsteht eine hdmostatischer Pfropf (weiller
Thrombus ohne eingelagerte Erythrozyten), der bei einer ausreichenden Grof3e in der Lage ist,
den Endotheldefekt nach ein bis drei Minuten provisorisch zu verschlieBen. Es folgen Umbau-
prozesse, die mit der Einwanderung und dem Einbau von Leukozyten und Erythrozyten zu einem

schwer auflésbaren roten Pfropf fuhren (Potzsch und Madlener, 2002).
1.2.1.2 Sekundare Hamostase

Die Thrombozyten, die Hauptkomponenten der primdren Hamostase, sind zwar in der Lage, den
Endotheldefekt vorlaufige zu decken und eine Blutstillung herbeizufiihren, der wei3e Thrombus
kann jedoch nicht einen endgultigen Verschluss herbeifiihren. Hier spielt nun die sekundare Héa-
mostase, die zeitgleich ablauft, eine wichtige Rolle, indem sie fiir den endgultigen Verschluss der

Lasion sorgt. Als Bestandteile dieser Phase des Wundverschlusses kénnen 15 Faktoren beschrie-
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ben werden, die in einem kaskadenartigen System interagieren (siehe Abbildung 1) und in der
Bildung von Fibrin miinden, welches fiir die Organisation und Festigkeit des Thrombus essentiell
ist. Eine Einteilung in drei Schritte (exogene und endogene Thrombinbildung, Fibrinbildung und
der Bildung des roten Thrombus) ist fur das Verstandnis erleichternd, aber nicht zwingend vonei-
nander abgrenzbar, da es zahlreiche positive und negative Feedack-Schleifen gibt, die zwischen
den einzelnen Schritten wirken (Norris et al., 2003).

Die einzelen Faktoren (Proteine/Enzyme) des plasmatischen Gerinnungssystems werden (iber-
wiegend in der Leber synthetisiert. Einige Faktoren (11, VII, 1X und X) sind in ihrer Synthese
Vitamin K-abhédngig, welches als Cofaktor an der posttranslationalen gamma-Carboxylierung
einer Reihe von N-terminalen Glutamatresten mitbeteiligt ist (Wu et al. 1991). Diese entstehen-
den Carboxylglutamylgruppen sind starke Ca®*-Chelatoren und wirken bei der Ca®* vermittelten
Verankerung der Faktoren an Phospholipidflachen mit (Huang et al., 2003).

Die Phospholipide (PL), in erster Linie saure Phosphatidylserine, werden im Zuge der Thrombo-
zytenaktivierung durch einen Flip-Flop-Mechanismus auf die &uBere Membran transportiert
(Sims et al., 1989). Diese PL dienen im Komplex als Matrix fur die durch Calcium vermittelte
Verbindung mit den Gerinnungsfakoren und sind in mehreren Schritten der Kaskade von ent-
scheidender Bedeutung (Thomas, 2002). So kann man durch Einsatz von Citrat oder EDTA, wel-
che Ca?*-lonen binden, die gesamte Blutgerinnung unterbinden. Dieser Effekt wird in einer Reihe

von Blutuntersuchungen ausgenutzt (Banfi et al., 2007).

Nach der Synthese zirkulieren die meisten Faktoren in ihrer inaktiven Form (Zymogen) mit ver-
schiedenen biologischen Halbwertszeiten (je nach Faktor zwischen 5 und 250 Stunden) im Blut,
um erst am Ort des Bedarfs aktiviert zu werden (Loew 1990). Die meisten Faktoren besitzen ei-
nen enzymatischen Charakter oder wirken als Cofaktor in der Gerinnungskaskade (Stassen et al.,
2004). Die Aktivierung erfolgt hierbei meist mittels limitierter Proteolyse. Typischerweise ent-
stehen aus einer Polypeptidkette zwei Ketten, die tber eine Disulfidbriicke verbunden sind und
erst in dieser Form das Aktive Zentrum als zuganglich prasentieren (Chen et al., 2006).

Das Endprodukt, das durch die Gerinnungskaskade mit den unterschiedlichen Aktivierungswegen
entsteht, ist ein kovalent gebundenes Fibrinnetz, dessen Aufgabe in dem Zusammenhalt des
Thrombus liegt.

Die Thrombingenerierung

Prinzipiell kann die Aktivierung des Thrombins auf zwei unterschiedlichen Wegen ablaufen,
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welche als extrinsische und intrisische Wege bezeichnet werden. Beide Wege laufen mit der Ak-
tivierung des Faktors X zusammen. Eine schematische Darstellung der Gerinnungskaskade findet
sich in Abbildung 1.

Zu Beginn des intrinsischen (endogenen) Weges steht die Kontaktaktivierungsphase, in der Fak-
tor XIlI im Komplex mit hochmolekularen Kinogen (HMWK), Prékalikrein und Kallikrein an
negativ geladenen Oberfldchen zu Faktor Xlla aktiviert wird. Dies geschieht in vivo zum Beispiel
an negativ geladenen subendothelialen Kollagenfasern oder in vitro an einer Glasoberflache
(Colman und Schmaier, 1986). Faktor Xlla aktiviert in einer positiven Rickkopplung Prakalik-
rein zu Kallikrein und verstarkt somit die Aktivierung seiner selbst (Silbernagel und Despopou-
los, 2007). Als nachstes aktiviert Faktor Xlla proteolytische den Faktor XI, dieser aktiviert wie-
derum den Faktor IX. Der Faktor 1X bildet mit dem durch Thrombin aktivierten Faktor Vllla,
Ca®* und Phospholipiden, auf der Membran aktivierter Thrombozyten, den Faktor-X-
Aktivatorkomplex (endogene Tenase), der Faktor X zu Faktor Xa aktiviert (Baglia et al., 2002).
In diesem Komplex hat der Faktor Vllla keine Enzymfunktion, aber er beschleunigt als Cofaktor
die Aktivierung von Faktor X um das 1000-fache (Rawala-Sheikh et al., 1990).

Der extrinsische (exogene) Weg der Gerinnungsaktivierung ist schneller und beinhaltet initial nur
einen Aktivierungsschritt. Der Gewebefaktor (Tissue Factor [TF]) aktiviert den Faktor VII und
bildet die exogene Tenase (Faktor-X-Aktivierungskomplex) (Morrissey, 2001), bestehend aus
Faktor Vlla, TF, PL und Ca®*. Der Tissue Factor, ein Komplex aus einem Protein und einem
Phospholipid-Anteil, ist der einzige membrangebundene Faktor des plasmatischen Gerinnungs-
systems (Breitenstein et al., 2009). Er wird bei Gewebsverletzungen aus beschadigten Zellen
freigesetzt und kommt im Blut zirkulierend nur in geringer Konzentration vor (McVey et al.,
1999). Faktor Vlla aktiviert nicht nur Faktor X und miindet in den gemeinsamen Aktivierungs-
weg von Thrombin, sondern aktiviert auBerdem den auch in der endogenen Aktivierung vor-
kommenden Faktor 1X (Mackman et al., 2007). Hier kommt es zu einer Interaktion zwischen
dem endogenen und exogenen Aktivierungsweg und vermutlich ist dieser Schritt ein wichtiger
Auslésemechanismus fir die Gerinnung, da ein Faktor IXa-Mangel zu schweren Stérungen in der

Blutgerinnung fiihren kann (Schmidt und Bajaj, 2003).

Mit der Bildung von Faktor Xa Uber den endogenen und den exogenen Weg ist die gemeinsame
Strecke der Gerinnungskaskade erreicht, die in der Aktivierung von Prothrombin miindet. Faktor

Xa bildet einen Komplex, vermittelt durch Ca**, auf Phospolipidoberflachen, der durch die Anla-
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gerung des aktivierten Kofaktors Faktor Va in seiner Aktivitdt um das 1000-fache beschleunigt
wird (Tans et al., 1997). Dieser Komplex, bestehend aus Faktor Xa, Faktor Va, Ca?*, PL, wird
Prothrombinase genannt und aktiviert Prothrombin (Faktor Il) zu Thrombin (Faktor Ila) (Steen,
2002).

Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

Freisetzung von
Tissue Factor (Gewebsfaktor)

— l TFPT
XIT XIIa PO e
AR VIIa VII
XI XIa — VIIT
: ~ T » |Tissue factor «=——Trauma
. IX IXa VIIIa ; .

e ANtithrombin

X " o
Prothrombin_—< Xa ~_» Thrombin ... Gemeinsame
o Va 7 (IIq) . Endstrecke
sN_~ ...~ Fibrinogen Fibrin :
T @ (Ta) H

Aktives Protein C XIITa XIIT

Protein S
quervernetzter

N A
Protein C + Fibrinthrombus

Thrombomodulin

Abb. 1. Schematische Darstellung der sekundaren Hamostase, bestehend aus dem intrinsischen und
extrinsischen Weg. Dargestellt sind zusétzlich die Inhibitoren der Gerinnung: TFPI, Antithrombin und das

Protein C/Protein S System. Quelle: www.commons.wikimedia.org

1.2.2 Thrombin

Wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, lauft die gesamte sekundare Hamostase auf die Ak-
tivierung des Prothrombins hinaus. Thrombin ist aber nicht nur in der Lage Fibrinogen zu aktivie-
ren und somit den Schlissel fir eine dauerhafte Blutstillung in Form der vernetzen Fibrinfaden zu
generieren, sondern wirkt modulierend auf die gesammte Gerinnungskaskade (beschleunigend

und hemmend), auf die Thrombozytenaktivitat und eine Vielzahl anderer Zellen (Coughlin,
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2005). Auf Grund der zentralen Rolle in der Blutgerinnung und der Bedeutung fiir diese Arbeit
wird das Thrombin hier in einem seperaten Kapitel vorgestelit.

Wie ein tberwiegender Teil der trypsindhnlichen Serinproteasen besteht auch Thrombin aus zwei
Proteinketten, einer leichten Kette (aus 36 Aminosauren bestehend) und einer schweren Kette
(259 Aminosduren), die ber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Es befinden sich
mehrere ladungsbedingte Oberflachenstrukturen auf dem Molekdil, die fur die Interaktion mit
Substraten, Rezeptoren und Kofaktoren nétig sind (Bode, 2005).

Das Aktive Zentrum besteht aus einer eng geformten Tasche, auf deren Boden sich die Carboxy-
latseitenkette des Aspartats 189 befindet. Diese Tasche wird auf der einen Seite durch eine anti-
parallele Faltblattstruktur, auf der anderen Seite durch eine b-Schleife begrenzt. Im Gegensatz zu
dem unspezifischen Verdauungsenzym Trypsin, welches eine ahnliche Struktur besitzt und auch
zu der Klasse der Serinproteasen gehort, bilden eine Reihe von zusatzlichen Ketteninsertionen
eine Bindungstasche, die die ,,active-site” verengen und vertiefen und so eine hohere Substrat-
spezifitat erzeugen (Stubbs und Bode, 1993). Die molekulare Struktur des Thrombins findet sich
in Abbildung 2 dargestellt.

An der Oberflache des Thrombins befinden sich zwei positiv geladene ,,Exosites” (auch Anio-
nenbindungsregionen genannt), die das Aktive Zentrum flankieren und fir die Orientierung der
Substrate, aber auch fir die Inhibition von Thrombin verantwortlich sind:

Exosite 1, als positiv geladene Struktur, auch Fibrinogenbindungsstelle genannt, bindet folgende
Molekiile und Substanzen: Fibrinogen, Faktor XI, Faktor XIII, Faktor V, Fakor VIII und Throm-
bomodulin (Kretz, 2006). Zuséatzlich bindet an diese Exosite auch der Thrombininhibitor Hirudin.
Exosite 2, oder Heparinbindungsstelle, bindet Heparin, GPIb/IX, und sie ist an der Aktivierung
der Faktoren V und VIII beteiligt (Adams, 2006). Die stark elektropositive Wirkung der Exosite 2
kommt durch die Aminoséuren Arginin und Lysin zustande, die bevorzugt mit den sulfatierten
Polysacchariden des Heparins elektrostatische Wechselwirkungen eingehen (Bode, 1992). Beide
Exosites liegen etwa 3,4 Nanometer voneinander entfernt (Hasegawa et al., 2008). Zusatzlich
befindet sich eine Na‘'Bindungsstelle 15 A von dem Aktiven Zentrum entfernt (Di Cera et al.,
1995). Die Bindung von Na® scheint groBe Auswirkungen auf die Funktion und allosterische
Konfiguration des Molekiils zu haben; so unterscheidet man eine langsame Na’-freie Form (in
vivo etwa 40 % vorkommend) von einer Na*-gebundenen schnellen Form (60 % in vivo) (Gandhi
et al., 2008).
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Exoslte 1

Exogite 2

Abb. 2: Molekularstruktur des Thrombins.Dargestellt in Form einer Bandstruktur. In den Kasten hevorge-
hoben sind die beiden Exosites. Quelle: Miller J, Wulffen B, Pdtzsch B, Mayer G. Multidomain targeting

generates a high-affinity thrombin-inhibiting bivalent apatmer. Chembiochem. 2007; 8: 2223-2226

Ahnlich wie andere Gerinnungsfaktoren ist auch Thrombin die aktivierte Form eines Zymogen
mit dem Namen Prothrombin, ein einkettiges Glykoprotein, aus 579 Aminosauren bestehend
(Potsch und Madlener 2010). Prothrombin wird als Pré-Pro-Zymogen Vitamin-K-abhangig syn-
thetisiert und nach posttranslationaler Modifizierung ins Blut abgegeben. Die Konzentration fur
Prothromin im Plasma betragt 1,2 uM (Mankovich, 1984). Die Aktivierung des Prothrombins
geschieht nun tber zwei Spaltungen durch Faktor Xa zwischen Arg271 und Thr272, welches die
Abldsung der Prodoméne (37 kDa) von der katalytischen Domane (37 kDa) bewirkt und die Ent-
stehung eines Vorlauferenzyms, Prathrombin-2, hervorruft. Eine erneute Spaltung innerhalb der
katalytischen Doméne zwischen den Aminosauren Arg320 und lle321 erzeugt eine leichte Kette
und eine schweren Kette, die iber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind und so die
aktive Form des Thrombins bilden (Anderson et al., 2003). Hervorzuheben ist noch die Tatsache,
dass die Exosite 1 im Prothrombinmolekil teilweile zuganglich ist, wérend die Exosite 2 erst

nach Abspaltung der Prodomaéne fur Bindungen frei wird (Kretz et al., 2006).
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Fibringenerierung

Mit Hilfe der Exosite 1 und dem Aktiven Zentrum spaltet Thrombin von der Aa- und Bb-Kette
des langkettigen Fibrinogens die Fibrinopeptide A und B ab (Mosesson, 2005). Die dadurch ge-
offneten Enden des Fibrins polymerisieren nicht-kovalent zu einer dreidimensionalen Fibrinstruk-
tur. Uber die Exosite 1 aktiviert Thrombin auBerdem Faktor XIIl, der mit Einfiigung von kova-
lenten Bindungen fur eine irreversible Aggregation des Fibrinnetzes sorgt (Kehrel, 2003).

Die Aktivierung von Faktor V und Faktor VIII durch Thrombin an beiden Exosites (Esmon 2003)
erzeugt eine positive Feedbackschleife, die es ermdglicht, die Thrombingenerierung um ein Viel-
faches zu verstarken. Diese Verstarkung kommt durch die Kofaktor-Funktion der beiden Fakto-
ren zu Stande. Faktor Vlla ist hierbei Teil des Tenase-Komplexes, wéhrend Faktor Va Bestand-
teil des Prothrombinase-Komplexes ist. Die Beschreibung der antikoagulatorischen Wirkungen,
die von Thrombin ausgehen, insbesondere die Thrombomodulin vermittelten, findet sich im Kap-
tiel 1.2.3.

Bildung des roten Thrombus

Das nun entstandene Maschenwerk aus kovalent verbundenem Fibrin bewirkt, dass sich weitere
Thrombozyten und Erythrozyten an den Thrombus anlagern und eingebaut werden.

Eine weitere Wirkung von Thrombin, neben der Interaktion mit Plasmaproteinen, ist die Signal-
wirkung auf Zellen des vaskuldren Systems. Thrombin bindet an Protease-aktivierte Rezeptoren
(PAR-1/PAR-3) auf der Membran von Thrombozyten und fiihrt Gber ein G-Protein-vermittelten
Aktivierung zu eine Plattchenadhdsion und Aggregation. Thrombin aktiviert ebenso iber PAR-1
glatte Muskelzellen, Endothel-, Nerven- und Tumorzellen (Coughlin, 2005). Mit Hilfe dieser
Bindung werden Proliferations- und Migrationsprozesse aktiviert, die den roten Thrombus um-
bauen und die bei dem Wundverschluss, der Angiogenese, aber auch bei atherosklerotischen Pro-

zessen eine Rolle spielen (Stouffer et al., 1998).
1.2.3 Hemmende Faktoren der Blutgerinnung

Neben den proagulatorischen Faktoren spielen Inhibitoren zur Verhinderung von Gerinnungsvor-
gangen im physiologischen Blutfluss eine wichtige Rolle. Diese Inhibitoren regulieren und be-
grenzen die Gerinnungsvorgéange auf eine lokale Reaktion. Therapeutisch werden auRerdem noch

eine Reihe von Stoffen eingesetzt, die die kdrpereigenen gerinnungshemmenden Faktoren unters-



20

titzen, auf andere Weise die Gerinnungsfaktoren deaktivieren oder sogar schon deren Synthese
blockieren.

Das normale GefaRendothel wirkt antithrombogen. Diese Wirkung basiert auf Glykoproteinen in
der Glykokalix, welche die Anheftung der Thrombozyten und die Aktivierung von kontaktsensib-
len Gerinnungsfaktoren unterbinden. Zuséatzlich werden gerinnungshemmende Substanzen von
den Endothelzellen luminal sezerniert, wie Adenosin, Prostacyclin und NO (Wu und Thiagarajan,
1996). Einige dieser Substanzen bewirken einen intrazellularen Anstieg von CAMP und cGMP in
den Thrombozyten. Dieser Anstieg hat eine verminderte Thrombozytenaktivierung, -aggregation
und -sekretion zur Folge (Walter et al., 1995).

Wichtige Vertreter antikoagulatorisch wirkender Plasmaproteine bzw Systeme sind das Protein

C-System, der ,, Tissue Factor Pathway Inhibitor* (TFPI) und das Antithrombin-Heparin-System.

Der tissue factor pathway inhibitor (TFPI) ist ein Polypeptid welches in der Lage ist, die Ge-
rinnungskaskade lokal vollstandig zu unterbrechen (Golino et al., 2004). Dies geschieht tber die
Inhibition von Faktor Xa und dem katalytischen Komplex Faktor VIla/TF, wodurch TFPI eine
wichtige Funktion in der Regulierung der Gerinnungskaskade einnimmt (Lwaleed und Bass,
2006).

Antithrombin, ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 58 kDa, welches zu der
Gruppe der Serinproteasen-Inhibitoren (kurz SERPIN) gehort, hemmt viele Gerinnungsfaktoren
des exogenen, endogenen und auch des gemeinsamen Weges: die Serinproteasen Thrombin,
FXlla, FXla, FIXa, FVlla, Kallikrein, uvm.. Zusétzlich hat AT eine antiinflamatorische Funktion,
indem es an den Zellrezeptor Syndecan-4 bindet und so die intrazelluldre Signaltransduktion
proinflamatorischer Mediatoren, wie z.B. der Lipopolysaccharide, herunter reguliert (Roemisch et
al., 2002). Die hochste Affinitat besitzt AT gegen Thrombin und FXa. AT wirkt dabei wie ein
Pseudosubstrat, welches zundchst von der Serinprotease als Substrat erkannt wird und mit dem
Aktiven Zentrum interagiert. Fur die Erkennung des Substrates und die Reaktion an dem Aktiven
Zentrum ist der ,reactive site loop” (RSL) des AT verantwortlich. Durch die nun folgende Spal-
tung einer Aminosduresequenz im AT-Molekil wird AT in einem sogenannten Michaeliskomp-
lex fixiert. In einem zweiten Schritt ensteht dann eine kovalente Esterbindung zwischen beiden
Molekilen (Pike et al., 2005). Hierbei stellt Heparin einen Kofaktor dar, der die Wirkung des
Antithrombin um das 1000-fache verstérkt.
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Protein C ist eine Vitamin K-abhéngige Serinprotease. Es kommt im Plasma als Zymogen vor
und wird durch an endothelstandig fixiertem Thrombomodulin gebundenen Thrombin aktiviert
(Dahlbéack und Villoutreix, 2005). Protein C wird von dem Thrombomodulin-Thrombin-Komplex
in die aktive Form (APC) Uberflhrt und inaktiviert, in Zusammenarbeit mit dem Kofaktor Protein
S, die Faktoren Va und Vllla. Zudem spielt initial durch APC gespaltener FV (FVac) eine tra-
gende Rolle bei der APC-vermittelten Inaktivierung von FVIlla (Dahlback und Villoutreix,
2005).

Dementsprechend hemmt Protein C den Ablauf der Gerinnungskaskade tber einen negativen
Feedbackmechanismus, spielt zusatzlich aber auch bei antiinflamatorischen und antiapoptoti-

schen Prozessen ein Rolle (Bernard et al., 2001).

1.2.4 Therapeutische Mdglichkeiten in der Antikoagulation

Die therapeutische Verwendung von direkten Enzym-Inhibitoren, Heparin und Vitamin K-
Antagonisten basiert auf der Hemmung der Gerinnung Uber drei folgende Mechanismen: 1. die
direkte Molekdlblockierung, 2. eine Beschleunigung der inaktivierenden Komplexbildung (Hepa-
rin) und 3. die verminderte Biosynthese funktionell aktiver Faktoren (Vitamin K-Antagonisten)
(Girolami et al., 2008).

Zu den direkten Enzym-Inhibtoren gehoren: Hirudin, Bivalirudin, Argatroban und Rivaroxaban.
Hirudin wurde im letzten Jahrhundert in den Speicheldriisen des Blutegels (Hirudo medicinalis)
entdeckt. Mit der Einflihrung der molekularen Biotechnologie war es mdglich, ein rekombinates
Hirudin in grolRen Mengen herzustellen. Hirudin verbindet sich in Anwesenheit von Thrombin zu
einem Komplex, der die Wirkung des Thrombins irreversibel inaktiviert und auch noch auf3erhalb
des physiologischen pH-Bereichs stabil ist (Greinacher und Warkentin, 2008). Die Inaktivierung
beinhaltet nicht nur die Blockierung der proteolytische Fibrinogenspaltung, sondern alle Interak-
tionen, die Thrombin normalerweise katalysiert, so zum Beispiel die Aktivierung der Faktoren V,
VI, X1l und die PAR-1/PAR-3 vermittelte Thrombozytenaktivierung (Mureebe, 2007). Obwohl
die Starke des Hirudins in einer schnellen direkten Inhibition des Thrombins besteht, ohne auf
einen Co-Faktor, wie es z.B. bei Heparin und Antithrombin der Fall ist, angewiesen zu sein, birgt
die therapeutische Nutzung jedoch die Risiken einer komplizierten, nur schwer zu beherrschen-

den Blutung (Markwardt, 2002). Dieses Risiko birgt natiirlich jede antikoagulatorische Therapie,
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doch durch die Weiterentwicklung des Hirudin zu Bivalirudin, welches nur reversibel an Throm-
bin bindet und mit einer geringen Halbwertszeit von 25 bis 80 Minuten gut zu steuern ist, konnte
ein breiterer Einsatzbereich erschlossen werden (Warkentin, 2004). Agratroban ist ebenfalls ein
reversibler direkter Hemmstoff, der das Thrombinmolekil hemmt. Dieser kann in der Antikoagu-
lation bei Erwachsenen mit einer heparininduzierten Thrombozytopenie Typ Il eingesetzt werden
(Babuin und Pengo, 2010). Rivaroxaban ist ein neuer, oral verabreichter direkter Faktor Xa Inhi-
bitor, der zur Klasse der Oxazolidinone gehort (Perzborn et al., 2007).

Das Heparin wirkt als Co-Faktor bei der AT Inhibition, indem es einen Komplex mit AT an der
Heparinbindungsstelle eingeht und eine Konformationsanderung induziert, die eine bessere Zu-
ganglichkeit des RSL (im AT Molekil) an die Serinprotease (z.B. Thombin) bewirkt (Nutescu et
al., 2008). Als weitere Wirkungsweise des Heparin ist ein so genannter Template Effekt be-
schrieben, bei dem grélRere Heparinmolekiile (langer als 26 Monosaccharide) in der Lage sind,
eine molekulare Bricke zwischen Thrombin und AT zu bilden, welche die Anlagerung des AT
erleichtert (Huntington, 2003). Abhéngig von der Kettenldnge des Heparinmolekdils unterscheidet
man zwischen niedermolekularem Heparin (5-17 Glykosaminoglykanen) und unfraktioniertem
Heparin (ab 18 Glykosaminoglykane). Das niedermolekulare Heparin hemmt (in Kombination
mit AT) dabei den Prothrombinasekomplex (bestehend aus Faktor X, Faktor V, Ca** und PL),
wohingegen unfraktioniertes Heparin zusatzlich auch die AT-vermittelte Inaktivierung von
Thrombin fordert. Die Wirkungsverstarkung des AT kommt dabei in erster Linie (iber den Temp-
late-Mechanismus, der eine Briicke zwischen Thrombin und AT formt, zustande (Gettins, 2002).
Das Polysaccharid Heparin kommt zum einen in den Granula der basophilen Granulozten und
den Mastzellen vor, es kann aber auch therapeutisch verabreicht werden. Heparin hemmt auRer-

dem die Plattchenadhasion und Plattchenaggregation (Lillmann und Mohr, 1999).

Die Vitamin-K-Antagonisten (die Cumarine) stellen eine weitere bedeutende Gruppe in der
Antikoagulantientherapie dar. Cumarine greifen in einen Schritt der Biosynthese der Vitamin K
abhangigen Gerinnungsfaktoren (Faktor I1, VII, IX und X, als auch Protein C und S) ein (Olden-
burg et al., 2008). In der Biosynthese dieser Faktoren kommt es normalerweise zu einer g-
Carboxylierung am C-Atom der Aminoséaure Glutamat. Diese Carboxylierung erhéht die negative
Ladung der Faktoren und verbessert die Komplexbildung mit Calciumionen und Phospolipiden,
welche positiv geladen sind (Bandyopadhyay, 2008). Cumarine, die eine Vitamin K-ahnliche

Struktur aufweisen, binden kompetitiv an das Enzym Vitamin-K-Epoxid-Reduktase und blockie-
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ren so die g-Carboxilierung. Die Wirkung zu Beginn einer Antikoagulationstherapie hat ihr Ma-
ximum allerdings erst nach 36 bis 48 Stunden, da die Hemmung nur bei neu synthetisierten Ge-
rinnungsfaktoren einsetzt (Stehle et al., 2008).

Wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben wurde, ist das Thrombin also das zentrale Molekiil
der Blutgerinnung, da es sowohl den eigentlichen fibrinbildenden Schritt katalysiert als auch fur
zahlreiche pro- und antikoagulatorische Stoffe der Bindungspartner ist. AuRBerdem binden in der
Antikoagulationstherapie Stoffe wie Hirudin das Thrombin und blockieren es direkt oder be-
schleunigen die Blockierung (im Fall des Heparins). Diese zentrale Rolle des Thrombins macht
es zu einem priméren Ziel, wenn man in die Blutphysiologie schnell und kontrolliert eingreifen
maochte. Seit 1992 besteht auch die Mdoglichkeit mit Aptameren, die gezielt an Thrombin binden,
das Thrombinmolekil zu beeinflussen (Bock, 1992; Griffin, 1993).

1.2.5 Fibrinolyse

Eine ungehindert fortschreitende Gerinnung wirde einen Verschluss (Thrombose) des Gefales
oder eine Thrombenverschleppung (Embolie) als Folge haben. Auch unter physiologischen Be-
dingungen kommt es vermutlich konstant zu kleineren Gerinnungsvorgangen und Fibrinablage-
rungen. Um einen Blutfluss dennoch gewahrleisten zu kdnnen, kann das Fibrinolyse-System ge-
bildete Fibringerinnsel wieder auflésen und ein Ausufern der Hamostase durch negative
Feedback-Mechanismen und Hemmfaktoren von vornherein unterbunden werden (Arnout et al.,
2006). Die zentrale Serinprotease der Fibrinolyse ist das Plasmin, welches Fibrin in FDP (Fib-
rinspaltprodukt) umwandelt und den Thrombus, der durch die Fibrinstrdnge zusammengehalten
wird, zum Zerfall bringt. Bei dieser Spaltung der Fibrin Gamma-Kette entstehen D-Dimere, die
eine wichtige Rolle in der Labordiagnostik spielen (Wada und Sakuragawa, 2008). Die Aktivie-
rung der Fibrinolyse ist im Wesentlichen weniger komplex als die Gerinnungskaskade. Sie be-

steht hauptséchlich in der Uberfithrung des inaktiven Plasminogen in das Plasmin.

Endothelzellen sezernieren Aktivatoren und Proaktivatoren der Fibrinolyse, insbesondere tPA
(tissue Plasminogenaktivator) und Pro-Urikinase. Die freigesetze Pro-Urikinase wird durch im
Plasma schwimmende Aktivatoren in die Urokinase umgewandelt. Bei diesen Aktivatoren han-
delt es sich um zwei Faktoren aus der sekundéren Hamostase, Faktor XII und Kallikrein. Dass
das Kallikrein-Kininsystem sowohl bei der Gerinnungsaktivierung als auch bei der Fibrinolyse
am Anfang steht, verdeutlicht, dass sowohl die Entstehung des Thrombus als auch dessen Aufl6-



24

sung standig parallel ablaufen. Das aktivierte Plasmin bindet an diverse plasminsensitive Schnitt-
stellen (Rijken und Lijnen, 2009) der vernetzten Fibrinpolymere und katalysiert die Aufspaltung
in l6sliche Fibrinpeptide (FDP).

1.3 Aptamere

Aptamere sind einzelstrangige DNA- oder RNA-Oligonukleotide mit einer Lange von 25 bis 70
Basen. Sie zeichnen sich durch eine hohe Spezifitat und Affinitat aus, mit der sie an Molekiile
durch Ausbildung einer dreidimensionalen Struktur binden und die Funktion der Bindungspart-
ner modulieren (Yan und Levy, 2009). In ihren Eigenschaften und Féhigkeiten sind Aptamere mit
monoklonalen Antikdérpern zu vergleichen, bieten dartiber hinaus aber noch eine Reihe von Vor-
teilen, z.B. geringe Kosten und fehlende Immunogenizitéat, die in Zukunft eine Alternative zu
Antikorpern aufzeigen konnten (Levy-Nissenbaum et al., 2008). Als modgliche Bindungspartner
kommen Aminosduren, Proteine, niedermolekulare Stoffe, Peptide, organische Molekile und
Viruspartikel in Betracht (Shaman et al. 2008). Die gezielte Beeinflussung und hochspezifische
Bindung an diese unterschiedlichsten Zielmolekiile kommt durch die dreidimensionale Anlage-
rung, unter Bildung von Helices, Tripel-Helices und Haarnadelschleifen, der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen zustande. Zusatzlich zu
der hohen Variabilitat und der hohen Selektivitat der Zielmolekdile (so kénnen sogar Isoenzyme
differenziert werden (Takemura et al., 2006)) binden Aptamere mit einer hohen Affinitat, die im

pico- bis nanomolaren Bereich liegt (Proske et al., 2005).

Hergestellt werden Aptamere chemisch, in vitro, mit einem Verfahren Namens SELEX (selection
of ligands by exponential enrichment), welches 1990 zum ersten Mal beschrieben wurde (Elling-
ton und Szostak, 1990; Tuerk und Gold, 1990). Anwendung finden die Oligonukleotide zur Zeit
in der Therapie der feuchten altersbedingten Makula-Degeneration (AMD) in Form des VEGF-
Inaktivators Pegaptamib sodium injection (Macugen®), in der Diagnostik, in Aufreinigungspro-
zessen, in der Seperation und in der Funktionsanalytik (Famulok und Mayer 2007; Yan und Levy,
2009). Fir die Herstellung der Aptamere wird keine kostenreiche und zeitaufwendige Zucht von
Labortieren oder Zellkulturen benétigt, wie es bei der Produktion von Antikdrpern der Fall ist.
Dies spiegelt sich in einem deutlichen Kostenvorteil gegenliber Antikérpern wieder (Ng et al.,
2006).

Ein weiterer Vorzug gegenuber Antikorpern ist die Moglichkeit, mittels Antisense-Technologie
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die Wirkung der Aptamere zu antagonisieren (Alvarez-Salas, 2008). In dem Fall, dass zum Bei-
spiel ein antikoagulierter Patient einer operativen Therapie unterzogen werden muss, kann inner-
halb kurzer Zeit die antikoagulatorische Wirkung der Aptamere aufgehoben werden. Das macht

die Aptamere zu einem gut steuerbaren Medikament (Famulok und Mayer, 2007).
1.3.1 SELEX-Verfahren und Modifizierung von Aptameren

Die Produktion der Aptamere geschieht vereinfacht beschrieben in drei Teilschritten nach der
Methode der Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX): Selektion,
Seperation und Amplifikation (Yan und Levy, 2009). Eine schematische Darstellung des SELEX
Verfahrens findet sich in Abb. 3.

Ausgangspunkt des SELEX Verfahrens ist eine einzelstrdéngige RNA- oder DNA-Bibliothek, die
aus Oligonukleotiden in randomisierter Basenfolgen besteht. Die Oligonukleotide bestehen aus
zwei konstanten Abschnitten am 5°-Ende und am 3"-Ende, welche als Primerregionen fir die
PCR dienen (Beaudry und Joyce, 1992) und einem zwischen den konstanten Regionen liegenden
randomisierten Abschnitt, der zwischen 20 und 220 Nukleotide enthélt (Bartel und Szostak,
1993). Diese einmalig hohe Variabilitat der Oligonukleotidebibliothek erreicht theoretisch bis zu
10" verschiedenen Sequenzen (Yan und Levy, 2009).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Selex Verfahrens

Aus einer chemisch synthetisierten ssDNA-Bibliothek werden tber den wiederholten, zyklischen Prozess
von Bindung an das Zielmolekiil, Entfernung der nicht bindenden Spezies und Amplifikation der eluierten,
targetspezifischen Spezies affine DNA-Molekile angereichert.

Modifiziert nach Quelle: www.commons.wikimedia.org

1. Die Selektion

Im ersten Schritt wird ein Molekul, fur das ein passendes Aptamer gefunden werden soll, mit der
Olignukleotid-Bibliothek inkubiert. Die groRte Zahl der Oligonukleotiden kann nicht an das Mo-
lekil binden, nur eine geringe Anzahl besitzt eine ausreichende Affinitat, um eine Bindung mit
dem Molekdl einzugehen.

2. Die Seperation

Im zweiten Schritt werden die Oligonukleotiden, die frei sind, von den gebundenen, welche an

das Zielmolekdl gebunden und somit flr den weiteren Prozess relevant sind, getrennt.
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3. Die Amplifikation

Im dritten Schritt wird das Zielmolekul von den Aptameren getrennt und letztere tUber ein PCR-
Verfahren amplifiziert. Die Primerregionen am 5°- und 3"-Ende dienen hier als Ansatzstelle. Im
Fall eines RNA-Stranges wird zuerst die RNA mit einer reversen Transkriptase in cDNA umge-
schrieben. Durch die Vervielfaltigung aller Oligonukleotide, die eine Affinitat und Bindungsfa-
higkeit an das Zielmolekdl besitzen, entsteht ein neuer Pool, der sich im Vergleich zu der Aus-

gangsbibliothek durch einen verbesserten Bindungscharakter auszeichnet.

Eine Wiederholung des Zyklus ist zwischen 6- und 20-mal erforderlich und fihrt im Falle eines
Erfolges zu einem spezifisch bindenden Oligonukleotid mit einer Dissoziationskonstante im mi-

tunter sub-nanomolaren Bereich (Famulok und Mayer, 2007).

Nachdem sich ein Aptamer durch eine hohe Affinitat und Spezifitat herauskristallisiert hat, wer-
den die nicht an der Bindung beteiligten Regionen von diesem abgetrennt und das Molekil kann
am 5°-Ende bzw. 3"Ende modifiziert und stabilisiert werden. So kann eine verbesserte Resistenz
gegen DNAsen im Blut erzeugt werden, ohne das die Funktion und Affinitat der Aptamere verlo-
ren geht (Mayer et al., 2007).

Die Spaltung der Aptamere im Blut durch Nukleasen ist nicht der einzige limitierende Faktor fir
die biologische Halbwertszeit. Die Metabolisierung und die Exkretion der Aptamere erfolgt (auf
Grund ihrer kleinen GroRe von 5-25 kD) nephrogen, so dass die biologische Halbwertszeit gerade
einmal 3-5 Minuten betragt. Diese Halbwertszeit ist jedoch sehr kurz, deshalb besteht die Mdg-
lichkeit Ankerproteine anzuheften. Als Ankerproteine kdnnen beispielsweise Cholesterin oder
PEG (Polyethylenglykol) dienen (Rusconi et al., 2004).

1.3.2 Aptamere gegen Thrombin

1992 beschrieben Bock et al. ein Aptamer mit antikoagulatorischer Wirkung: HD1
(5"GGTTGGTGTGGTTGG-3"). Hierbei handelt es sich um ein aus 15 Basen bestehendes DNA-
Aptamer, welches in der Lage ist, gezielt an alpha-Thrombin zu binden und spezifisch dessen
proagulatorische Funktion zu inhibieren (Bock, 1992; Griffin, 1993). Die Inhibition geschieht

uber die Ausbildung einer stabilen G-Quadruplex-Struktur des Aptamers und der Anlagerung an
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die Exosite 1 des Thrombins uber einen sogenannten T-loop (Macaya, 1993). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass HD1 auch mit &hnlicher Affinitat an Prothrombin bindet und so die
Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin hemmt (Kretz, 2006). In einer Phase-1-Studie der
Firmen Archemix und Nuvelo ist diese antikoagulatorische Wirkung untersucht und bestatigt
worden, jedoch zeigten die hohen Konzentrationen an bendtigten Aptameren ein suboptimales
Dosierungsprofil (Schwienenhorst, 2006).

1997 beschrieben Tasset et al. ein weiteres Aptamer, welches an Thrombin bindet: HD22
(5GTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT-3"). Dieses Aptamer bindet an die elektropo-
sitive Exosite 2 des Thrombins. Es besitzt im Vergleich zu HD1 eine h6here Affinitat, aber auf
Grund der Bindungspartner der unterschiedlichen Exosites (siehe Kapitel 1.2.2.) ist es nur in der
Lage, moderate Effekte bei der Blockierung der Fibrinbildung hervorzurufen. Jedoch konnte eine
Inhibition der Thrombin-vermittelten Plattchenaktivierung und der Aktivierung der Faktoren V

und VIII, die auch Uber die Exosite 2 vermittelt werden, bewiesen werden (Tasset, 1997).

1.3.3 Fusionsaptamere

Aus dem Gebiet der Antikorperforschung ist die lIdee bekannt, dass multivalente Antikorper zu
einer hoheren Affinitat und Selektivitat gegentber ihren Zielmolekiilen f&hig sind (Adams, 1999;
Neri, 1995 Viti, 1999). Mulivalent bedeutet in diesem Fall, dass ein Antikdrper mehrere Bin-
dungsmaglichkeiten fur Zielmolekile hat, unter Umstédnden auch unterschiedliche Oberflachen-
strukturen erkennen kann (multidomain targeting). Da es sich bei Aptameren um DNA- oder
RNA- Einzelstrange handelt, ist eine Verknupfung der beiden Aptamere HD1 und HD22 uber
unterschiedliche Linker-Nukleotide leicht mdglich. Somit erdffnet sich ein Weg, die Aptamere in
ihrer Affinitdt und Spezifitat deutlich zu erhohen, wenn das SELEX- Verfahren ab einem be-

stimmten Zeitpunkt keine signifikanten Optimierungen mehr ermdglicht.

Basierend auf dieser Theorie wurde (wie in Abbildung 4 zu sehen ist) ein bivalentes Fusionsap-
tamer, bestehend aus HD1 und HD22, verbunden Uber eine poly-dA-linker mit dem Namen HD1-
22, hergestellt (Miller et al., 2007):
(5"GGTTGGTGTGGTTGGAAAAAAAAAAAAAAAAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGG
TGACT-3")
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Abb. 4: Der Aminosaureaufbau des Fusionsaptamers HD1-22. HD1 ist am 5 Ende lokalisiert und Gber
einen poly dA linker mit HD22 verbunden. Thymidin ist mit T abgekirzt, Cytidin mit C, Adenosine mit A
und Guanosin mit G. Quelle: Muller J, Wulffen B, P6tzsch B, Mayer G. Multidomain targeting generates a
high-affinity thrombin-inhibiting bivalent apatmer. Chembiochem. 2007; 8: 2223-2226

Das Ziel dieser Fusion bestand darin, die Affinitat des Aptamers zu steigern und durch die simul-
tane Bindung an beide Exosites die proagulatorische Funktion des Thrombins effizienter zu inhi-
bieren. Mit Hilfe der surface plasmon resonance (SPR) konnte das Bindungsverhalten der Apta-
mere dargestellt werden. Es wurde deutlich, dass HD1-22, im Vergleich zu HD1, eine zehnmal
hohere Bindungsaffinitat an Thrombin aufweist, wahrend eine vierfach gesteigerte Bindungsakti-
vitat im Vergleich zu HD22 vorlag. In unterschiedlichen funktionalen Tests zeigte sich die Uber-
legenheit von HD1-22 in der Beeinflussung der Thrombinaktivitat (Muller et al., 2008). Andere
Forschungsgruppen bestétigen die Eigenschaften des Fusionsaptameres, auch wenn sie poly-dT-
linker verwendeten, was die Eigenschaften des Fusionsaptamers aber nicht signifikant veranderte
(Hasegawa et al., 2008; Kim et al., 2008).
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Thrombin, als das zentrale Molekil der Gerinnungskaskade, ist nicht nur fur die Spaltung von
Fibrinogen zusténdig, sondern es steht auch mit vielen anderen Faktoren in Interaktion, die pro-
und antikoagulatorisch wirken, aber auch in das inflammatorische- und Wundheilungsgeschehen
eingreifen (Coughlin, 2005).

Diese zentrale Rolle macht auch verstandlich, dass in der antikoagulatorischen Therapie eine
Reihe von Medikamenten (z.B. Bivalirudin und Argatroban) gezielt Thrombin blockieren, um die
Blutgerinnung zu inhibieren (Warkentin, 2004).

Mit der Entwicklung der Aptamere HD1 und HD22 ist es gelungen, antikoagulatorisch wirksame
Molekule zu schaffen, welche selektiv an die Hauptbindungsstellen des Thrombinmolekdils bin-
den (Exosite 1 und 2) und diese blockieren (Bock, 1992; Miiller et al., 2007; Tasset, 1997). Diese
Eigenschaften qualifizieren die untersuchten Aptamere als potentielle Antikoagulanzien. Die
Entwicklung eines Fusionsaptamers (HD1-22), welches die beiden Aptamere HD1 und HD22
uber einen poly-A-linker verbindet, erzeugte ein Aptamer mit einer besseren Bindungsfahigkeit
und einem stérkeren Inhibitionspotenzial (Muller et al., 2008). Die alleinige Kenntnis Uber die
Inaktivierung des Thrombinmolekiils durch die drei Aptamere (HD1, HD22 und HD1-22) ist je-
doch, wenn man die Komplexitat des Gerinnungssystems und die vernetzte Funktion des Throm-
bins in sowohl pro- als auch antikoagulatorische Abl&ufe bedenkt, nicht ausreichend. Da die Wir-
kung der Aptamere sich nicht durch eine komplette Inhibition des Thrombinmolekdls auszeichnet
(wie in Falle des Hirudin), sondern mit der selektiven Blockierung der einzelnen Exosites nur
einzelne Funktionen des Thrombins gehemmt werden, ist eine Untersuchung der einzelnen Bin-
dungspartner und die Wirkung der Aptamere auf diese Bindung von grofRer Bedeutung, um das
Potentzial der Aptamere vollstandig zu verstehen und ausnutzen zu kénnen.

Diese Arbeit soll dazu beitragen, den Effekt der drei vorstehend beschriebenen Thrombin-
Aptamere auf die Bindung der verschiedenen Reaktionspartner des Thrombins zu verstehen, um
so eine genauere Charakterisierung der Aptamerwirkung auf die gesamte Blutgerinnung zu er-
maoglichen. Als Bindungspartner des Thrombins wurden AT, Heparin und Thrombomodulin un-
tersucht.

Durch die selektive Blockade der Exosites am Thrombinmolekil durch HD1 und HD22 war es
aulRerdem mdglich, die Funktionen der beiden Exosites auf die Konformationsanderungen inner-
halb des Thrombinmolekdils zu untersuchen. Zu erwarten war also, dass HD 1 und HD 22 nur die

Bindungspartner blockieren kdnnen, die auch an die gleiche Exosite binden. HD 1 diirfte also nur
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Thrombomodulin (welches ebenfalls an die Exosite 1 bindet) blockieren, und HD 22 nur AT und
Heparin (an Exosite 2 bindend).

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Untersuchung der Stabilitdt der Aptamer-Thrombin-

Komplexe im zeitlichen Verlauf unter physiologischen Bedingungen im Blutplasma.
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2 Material und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Chemikalien

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg

Aqua dest. Ampuwa®

KMF Laborchemie, Lohmar
Natronlauge 1 mol/l (NaOH)
Salzsédure 1 mol/l HCL

Merck GmbH, Darmstadt
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2 x 2H20)
Magnesiumchlorid- Dihydrat (MgCly)
Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Natriumcarbonat (Na;COg)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Tris-HCI 1 M (pH = 8,0)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Natriumcarbonat (Na,COg)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO53)
Tris-HCI 1 M (pH =8,0)

2.1.2 Verwendete Reagenzien

Bachem, Weil am Rhein, Germany
Fluorogenes Peptidsubstrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC
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Branch Pentapharm, Basel, Schweiz
Refakit Reptilase

Enzygnost TAT micro der Firma Siemens Healthcare Diagnostics
Probenpufferldsung: Tris-Pufferlosung (1L00mmol/l), Tween (10ml/l), EDTA (37g/l)
Wachlésung: Tweenhaltige Phosphatpufferldsung

Substratpuffer: H,0, in Citrat-Pufferlosung

Chromogen POD: o-Phenylendiamin-dihydrochlorid

Schwefelsdure 0,5 N

Anti-Human-AT |11, Peroxidase konjugiert

In-house Produktion, Hamatologie und Transfusionmedizin Bonn
Poolplasma (gepooltes Cirtatplasma, hergestellt aus 4 entsprechend antikoagulierten Vollblut-

spenden)

Roche GmbH, Mannheim
Liqguemin® 5000 Einheiten/ml

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany
BM Chemiluminiscence ELISA Substrat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Tween 20
Bovine Serum Albumin, min 90 % (BSA)

Thrombinoscope B.V., Maastricht, Niederlande
TF-Reagenz (25 pM TF, 20 pM Phospholipide [PPP-Reagenz])

Thrombin Calibrator



Verwendete Pufferlésungen
Tris-Puffer:

PBS-Puffer:

TBS Puffer:

Fluo-Puffer:

2.1.3 Verwendete Materialien

Eppendorf GmbH, Hamburg

Reaktionsgefale, verschieden Grolen

34

10 mM Tris

50 mM NacCl

1 mM CaCl,

1 mM MgCl,
0,1 % Tween 20
pH = 8,0

137 mM NacCl
2,7mM KCI

9,6 mM NayHPO,4
1,5mM KH;PO,
pH=7,4

10 mM Tris
1 m M MgCl,

140 mM NaCl
5 mM CacCl
0,1 % BSA
10 uPL
pH=74

20 mM Hepes
6 % BSA (60 mg/ml)
pH =7,35
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Nunc GmbH & CO KG Thermo Fischer Scientific, Wiesbaden
Flouronunc 96-well-Mikrotiterplatten (weil3)

2.1.4 Verwendete Gerate

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall
Plattenfluorometer FLX 800

Cenco instrumenten B.V., Breda, Niederlande

Vortex Gerat

Eppendorf GmbH, Hamburg
Centrifuge 5804

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel
Wasserbad

Gilson, Ohio, USA
Kolbenhubpipetten (P10, P20, P200, P1000, P5000)

Methrom Deutsche GmbH & CO, Filderstadt
PH-Meter 744

Mettler Toledo GmbH, Giessen
Digitalwaage (Modell PL 1200)

Nunc GmbH & CO KG Thermo Fischer Scientific, Wiesbaden

Plattenfourometer FlouroScan

SLT Labinstruments Deutschland GmbH, Crailsheim
Tecan SLT-washer fir Mikrotiterplatten
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2.2 Methodik

Der experimentelle Teil gliedert sich in zwei Abschnitte: In der ersten Versuchsserie wurde die
Aptamerwirkung auf die Interaktion zwischen Antithrombin / Heparin und Thrombin untersucht,
wéhrend im zweiten Teil die Wirkung der Aptamere auf das Protein-C System im Vordergrund

stand.

Die Untersuchung der Stabilitat der Aptamer-Thrombin-Komplexe erfolgte jeweils in Abhangig-

keit von den Bindungspartnern des Thrombins (Antithrombin und Thrombomodulin).

Alle Konzentrationsangaben in dieser Arbeit werden in finaler Konzentration angegeben, bezie-
hen sich also auf die Konzentration in dem Volumen des kompletten Testansatzes, nach Zugabe

aller Bestandteile des Testansatzes.
2.2.1 Bestimmung der amidolytische Aktivitat des Thrombins

Versuchsprinzip

Mit Hilfe eines synthetischen Peptidsubstrats, welches durch Thrombin gespalten wird, ist es
maoglich, die amidolytische Aktivitat des Thrombins zu bestimmen. Der Umsatz eines fluoroge-
nen Peptidsubstrats kann mit Hilfe eines Plattenflourometers gemessen werden. Wichtig fur die-
ses Testsystem ist die Tatsache, dass die amidolytische Aktivitdt des Thrombins gegentber Klei-
nen Peptidsubstraten durch die Aptamere nicht blockiert wird (Mdller et al., 2008). Das Substrat
ist ein kurzkettiges Peptid, welches aus drei Aminosauren (AS) besteht und mit einem Indikator
verbunden ist. Der Indikator ist in diesem Falle die flourogene Gruppe 7-Amino-4-
methylcoumarin (AMC), verbunden mit der Struktur: Z-Gly-Gly-Arg-AMC. Die Aminoséuren
sind verantwortlich fir die Spezifitat gegeniber dem Zielprotein. Nachdem das Substrat proteoly-
tisch durch Thrombin gespaltet wurde, kommt es zu der Freisetzung des Indikators, der fluoro-
metrisch mit Licht einer Wellenlédnge von I = 360 nm angeregt und dann mit einer Emissionswel-
lenldnge von I = 460 nm gemessen wird. Die Floureszensemission pro Zeiteinheit ist im Falle
eines Substratiiberschusses proportional zur vorhandenen Menge an aktivem Thrombin. Gemes-
sen wurde, gemal der apparativen Gegebenheiten, mit dem Plattenflourometer FlouroScan ber
einem Zeitraum von 60 Minuten (alle 30 Sekunden). Die Messung der Thrombinaktivitat fand in
96-well-Mikrotitierplatten (MTP) statt.
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Durchfihrung

Der Einfluss der Aptamere auf die amidolytische Thrombinaktivitdt wurde in TBS Puffer in
Kombination mit 5 mM CaCl und 10 uM PL untersucht. Der Puffer wurde verwendet, um eine
halblogarithmische Aptamerverdiinnungsreihe in einem Konzentrationsbereich von 0,5 bis 500
nM herzustellen. Diesem Ansatz wurde Thrombin hinzugefigt, in einer Konzentration, so dass
im finalen Volumen (nach Zugabe des Substrates) eine Konzentration von 90 ng/ml bestand. Der
Ansatz inkubierte 10 Minuten bei Raumtemperatur und wurde dann in einem Volumen von je-
weils 100 pl auf eine MTP ubertragen. Die Zugabe von 100 pl Substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC in
einer Konzentration von 500 pM, verdlnnt in TBS Puffer, startete die Reaktion, die im Fluoro-
meter eine Stunde lang kinetisch gemessen wurde. Es wurden generell mindestens Doppelwerte

bestimmt.

2.2.2 Antithrombin im gereinigtem System

In den Experimenten zur Untersuchung der Inhibition von Thrombin durch Antithrombin und
Heparin wurde jeweils 50 pl Thrombin, in TBS Puffer, in einer finalen Konzentration von 90
ng/ml in insgesamt 36 Positionen der Mikrotitierplatte (MTP) vorgelegt. Jeweils 50 pl Heparin
wurden nun auf die 36 Positionen verteilt, wobei die Heparinkonzentration mit jeder Spalte halb-
logarithmisch abnahm (beginnend mit 0,25U/ml). Ein Gemisch (100 ul) aus AT (auch hier wurde
eine halblogaritmische Verdiinnungsreihe in TBS Puffer, beginnend mit 0,5 U/ml AT, angelegt).
AnschlieBend wurde das Substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC, in einer finalen Konzentration von 100
mM, mit einer 8-Kanalpipette in alle Positionen pipettiert. Die Zugabe des Substrates startet das
Experiment und die amidolytische Thrombinaktivitdt wurde eine Stunde im Plattenfluorometer

gemessen.

Die Darstellung der konzentrationsabhéngigen Aptamerwirkung auf die Inhibition von Thrombin
durch AT (und Heprain) wurde die Verdunnungsreihe der Aptamere und die Platzierung auf der
MTP wie folgt angeordnet: In 8 Eppendorfcups wurde die halblogarithmische Aptamerverdin-
nungsreihe (beginnen mit 1000 nM) durchgefihrt, so dass in jedem Cup ein Volumen von 16,7 ul
vorlag. Hier hinein wurde das Gemisch aus Thrombin (90 ng/ml) und bei den Heparinversuchen
zusétzlich Heparin (0,005 U/ml) mit einem Volumen von insgesamt 233 ul gegeben. Dieses Ge-
misch inkubierte bei Raumtemperatur fir 5 Minuten, so dass die Aptamere Komplexe mit dem

Thrombin eingehen konnten. Die Inkubationsdauer von 5 Minuten wurde auf Basis der Ergebnis-
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se aus dem SPR Versuchen und der ermittelten on-rate gewahlt (Mdller et al., 2008). Danach
wurde jeweils 100 pl aus der Eppendorfcups auf die MTP Ubertragen. Zum Start der Reaktion
erfolgte die Zugabe von 100 pl Substrat (in TBS Puffer verdiinnt) Z-Gly-Gly-Arg-AMC (100
mM) und AT (ohne die Anwesenheit von Heparin 0,5 U/ml AT und in Kombination mit Heparin

nur 0,016 U/ml AT). Die Konzentrationen beziehen sich auf die finalen Volumina.

Diese Experimente wurden jeweils mit und ohne Phospholipide (PL) durchgefiihrt, um den Ein-
fluss der PL auf die Aptamerwirkung dazustellen. Die PL dienen als Matrix fur die durch Cal-
cium vermittelte Verbindung der Gerinnungsfakoren und ist in mehreren Schritten der Kaskade
von entscheidender Bedeutung (Ruf et al., 1991; Thomas, 2002). Daher war eine weitere Frages-
tellung, die sich im Laufe der Arbeit entwickelte, ob die PL die Wirkung der Aptamere verandern
(Siehe dazu Kapitel 3.2.2).

Die Untersuchung der zeitlichen Aspekte der Aptamerwirkung auf den Schutz Thrombins vor der
Inhibition durch AT konnte mit folgendem Versuchsaufbau durchgefiihrt werden:

In eine MTP wurde in jede Position 50 pl TBS Puffer mit 5 mM CaCl und 10 uM PI gegeben.
Hierzu werden 25 pl Thrombin in einer finalen Konzentration von 90 ng/ml pipetiert. In den Ap-
tameransatz (eine Spalte) wurden 60 nM (finale Konzentration) Aptamere (25 pl) und in die
Leerwerte (zweite Spalte) 25 ul TBS Puffer hinzugefiigt. Es wurde eine Aptamerkonzentration
von 60 nM gewéhlt, da hier eine eindeutige Wirkung der Aptamere auf die Thrombin-AT-
Interaktion zu sehen war (siehe Abb. 8) Durch diesen Aufbau ist es méglich, den Aptamereinfluss
zu jedem Zeitpunkt mit dem entsprechenden Leerwert zu vergleichen und so einen Unterschied in
der Thrombinaktivitat darzustellen, welche auf den Schutz der Aptamere vor AT zurlickzufiihren
waére. Es folgt die simultane Zugabe von 50 ul AT (finale Konzentration 1 U/ml) nach einem
Zeitschema in zwei Positionen, jeweils im Aptameransatz und im Leerwert. So ergabe sich eine
Inkubationszeit zwischen Aptameren, Thrombin und Antithrombin in der ersten Reihe der MTP
von 20 Minuten und in der letzten Reihe von 0 Minuten. Das Zeitschema der AT Zugabe betrug:
0; 5; 10; 12; 15; 18; 19; 20 (min). Nach insgesamt 20 Minuten, beginnend mit der ersten AT Zu-
gabe, wurde simultan in allen Positionen die Reaktion durch die Zugabe von 50 pl (in TBS Puffer
gelostes) Substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC (500 uM finale Konzentration), mittels einer 8 Kanalpi-
pette gestartet.
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2.2.3 Antithrombin im Plasma
2.2.3.1 Herstellung von defibrinisierten Plasma

Verwendet wurde gepooltes Cirtatplasma (In-house Produktion, Institut fir Exp. Hamatologie
und Transfusionmedizin). Damit die funktionellen Experimente im Pooplasma (TGA, siehe Punkt
2.2.3.2) mit der strukturellen Untersuchung im TAT-ELISA zu vergleichen sind, musste das
Poolplasma defibrinisiert werden, da die Fibrinbildung eine Messung der TAT-Komplexe un-
maoglich machen wiirde.

Zur Herstellung von defibrinisiertem Plasma wurden 900 pl Poolplasma mit 100 ul Pefakit Repti-
lase Time der Firma Pentapharm gemischt, 5 Minuten bei RT inkubiert und dann 3 min bei 14000
Umdrehungen/min zentrifugiert. Der fibrinfreie Uberstand wurde abpipetiert und erneut 3 min bei
14000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Dieser fibrinfreie Uberstand konnte nun fir die Experi-

mente verwendet werden.

2.2.3.2 Thrombingenerierungs-Assay (TGA)
Versuchsprinzip

Der Thrombingenerierungs-Assay dient unter anderem zur Bestimmung des endogenen Throm-
binbildungspotentials (ETP) in einer Citratplasmaprobe (Poolplasma). Durchgefiihrt wird der
Assay in einem Plattenflourometer (FlouroScan) und anschlieRend ausgewertet mit der Thrombi-
noscope™ Software. Dieser Test findet in der Routinediagnostik Bedeutung in der Abschétzung
des Blutungs- oder Thromboserisikos, zur Messung einer Antikoagulantientherapie oder einer
Substitutionstherapie mit Faktorenkonzentraten. In diesem Versuchsansatz wird Citratplasma mit
einem aus Phospholipiden (4 puM) und Tissue Factor (5 pM) bestehendem Reagenz (PPP-
Reagenz) verwendet, welches parallel zu einem Calibratoransatz auf der gleichen 96-well-Platte,
Mikrotitierplatte (MTP), angesetzt wird. Dieser Calibrator besteht aus einem Gemisch aus Cit-

ratplasma und Thrombin-Calibrator (alpha 2M-Thrombin).

Die Gerinnungskaskade und somit die Thrombingenerierung kann durch die Zugabe eines Gemi-
sches aus CaCl und einen thrombinspezifischen fluorogenen Substrat (iber den exogenen Akti-
vierungsweg ausgeltst werden. Die Funktion der Calibratoransétze ist es, die gemessenen Werte
aus den unterschiedlichen Plasmaproben in Bezug zu dem ,,inner-filter Effekt, den Fluoroszenz-

charakter und den Substranzverbrauch zu normalisieren, da in den Proben im Calibratoransatz
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das Peptidsubstrat konstant umgesetzt wird. Dadurch ist eine Vergleich zwischen unterschiedli-
chen Messungen moglich. Die amidolytische Aktivivitat des entstandenen Thrombins wird ge-

messen anhand der Kinetik der Spaltung des fluorogenen Peptidsubstrates.

Die Kinetik des Substratumsatzes wird in einem Plattenfluorometer bestimmt und im Folgenden
mit Hilfe der ThrombinoscopeTM Software berechnet (siehe Abb. 5). Mit diesem Verfahren kann
man die absolute Thrombinentstehung bestimmen. Die Messparameter, die automatisch durch die
Thrombinoscope™ Software berechnet werden, sind: der peak der Messung (héchster Throm-
binwert), die time to peak (Zeit bis zum peak), die lagtime (Zeit bis zum Beginn der Thrombin-
generierung), die start tail (Zeit bis zum Abfall des Signals auf 0) und das ETP, das endogene
Thrombinbildungspotential (ergibt sich aus der Flache unter der Kurve). Dieser Wert gibt Aus-

kunft Uber die absolute Menge an Thrombin, welches im Verlaufe des Versuches aktiviert wird.

S —

Abb. 5: Beispielgraph einer TGA-Messung. Durchgefuhrt im Fluoroscan und graphisch ausgewertet mit
der ThrombinoscopeT"’I Software. Eingezeichnet sind die relevanten Parameter: A) lagtime; B) ttpeak; C)

peak; D) start tail; Das ETP enspricht der FlAche unter dem Graphen.

Durchfiihrung

GemaR den Vorgaben des Herstellers (Thrombinoscope B.V.) wurden fir die Durchfihrung des
Versuches jeweils 20 ul PPP-Reagenz fur den Testansatz und 20 pl Thrombin Calibrator fir den

Kalibrationsansatz in die Vertiefungen einer 96-well-Platte (MTP) pipetiert. AnschlieRend wer-
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den 80 pl des Plasmas zu den Test- und Kalibratoransatzen zugefiigt. Bis zum Start des Versu-
ches wurde die MTP in der auf 37°C vorgewarmten Messkammer des Fluorometers inkubiert.
Das Gerédt musste vor Zugabe des Startreagenz, welches durch das Fluorometer automatisch ge-
schieht, mit der ebenfalls auf 37°C vorgewdrmten Washing Solution (100 mM CacCl,) gespult
werden. Anschliefend wird die Washing Solution in mehreren Schritten aus dem Fluorometer
entfernt und die FluCa-L6sung eingefiillt. Diese Losung beinhaltet 1225 ul Fluo Buffer, 140 pl
CaCl (1 M) und 35 pl fluorogenic substrate (2,7 mM). Daraus ergibt sich im finalen Testansatz
eine Konzentration von 0,16 M CaCl und 45 uM fluorogenic substrate. Mit einem gesamt Volu-
men von 1400 pl musste diese Losung vor jedem Experiment neu angesetzt und vorgewarmt
werden, dabei musste das in DMSO gel6ste florogene Substrat erst kurz vor Beginn der Messung
mit den anderen Reagenzien vermischt werden. Durch den Start der Messung wird Uber einen
Dispenser jeweils 20 ul FluCa Lésung in die Vertiefungen hinzugegeben. Auf Grund der appara-
tiven Vorraussetzungen findet die Messungen alle 20 Sekunden in den befiillten Vertiefungen der
MTP statt.

Fur die Durchfuhrung des Thrombingenerierungs-Assays wurde in defibrinisiertem Plasma je-
weils eine halblogarithmische Aptamerverdinnungsreihe aller Aptamere angesetzt (mit einer
maximalen Aptamerkonzentration von 666 nM), bevor das Plasma, geméal3 den vorstehend be-

schriebenen Angaben, dem Testsystem zugefiihrt wurde.
2.2.3.3 Bestimmung der Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT-ELISA)

Als Nachweis, dass die Aptamere die AT-Thrombin-Komplexbindung inhibieren kdnnen, sollte
mit Hilfe des TAT-ELISAs ein Testsystem verwendet werden, welches eine strukturelle Analyse
der TAT-Bindung ermdglichte. Hierzu wurden aus den vorhergehenden TGA-Experimenten eini-
ge charakteristische Zeiten verwendet, um fiir diese Zeitpunkte die TAT-Komplexe zu ermitteln.
Die Probenzusammensetzung ist identisch mit dem TGA-Experimentenaufbau, es wurde ledig-
lich Hirudin und NaCitrat verwendet, um die AT-Thrombin-Komplexbildung und Thrombingene-

rierung zu stoppen.
Prinzip des angewandten TAT-ELISAs

Die proagulatorischen Eigenschaften des Thrombins werden unter physiologischen Gegebenhei-

ten durch Antithrombin inaktiviert. Die Bindung dieser Komplexe ist irreversibel, kann daher gut
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gemessen werden und ist ein guter Biomarker fur die Bildung und die daraus resultierende Inak-

tivierung des Thrombins.

Verwendet wurde der Enzygnost TAT micro der Firma Siemens Healthcare Diagnostics, ausge-
wertet wurde der Test durch den MRX-Reader von Dynatech Laboratories. Das Prinzip der Me-
thode beruht auf einem Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip zur in-vitro Bestim-
mung des Human-Thombin/Antithrombin-Komplexes. In der klinischen Routinediagnostik hat
dieser Test lediglich eine untergeordnete Rolle, er wird aber in der Grundlagenforschung und in

klinischen Studien verwendet.

Zuerst bindet der in der Probe vorhandene TAT-Komplex an die gegen Thrombin gerichteten
Antikorper, die auf der Mikrotitrationsplatte fixiert sind. Nach dreimaligem Waschen mittels Te-
can SLT Washer werden in einer zweiten Reaktion Peroxidase-konjugierte AntikOrper gegen
humanes AT an die freien AT Determinanten gebunden. Es folgt erneut eine Inkubation, nach der
die Uberzdhligen enzym-konjugierten Antikérper wieder abgewaschen werden. Im néchsten
Schritt folgt die enzymatische Umsetzung eines Substrates OPD/Wasserstoffperoxid, welche
durch den Zusatz von verdunnter Schwefelsdure nach 30 Minuten unterbrochen wird. Die der
Konzentration von TAT proportionale Farbintensitdt wird photometrisch bestimmt. Ermittelt
wurde die TAT-Konzentration bei einer Wellenlange von 1 = 490 nm mit einer Referenzwellen-
lange von I = 630 nm. Die ermittelten Werte wurden an der zu jedem Test erstellten Standard-
kurve abgelesen und vom MRX-Reader automatisch in ng/ml ausgegeben. Der Konzentrationsbe-
reich von 2 bis 60 ng/l wird durch Standards abgedeckt. Bei hoheren Konzentrationen muss die

Probe mit Konjugat-Puffer verdinnt werden.
Durchfihrung

In den Experimenten zur Bestimmung der TAT-Komplexe wurde 20 pl PPP-Reagenz in die Ver-
tiefung der MTP Platte gegeben, dann folgten 80 pl defibrinisiertes Plasma mit einer finalen Ap-
tamerkonzentration von 666 nM. Diese Konzentration wurde gewahlt, weil hier in den TGA Ex-
perimenten eine eindeutige Wirkung der Aptamere zu erwarten ist (vgl. Kapitel 3.2.4.1). Die
Reaktion wurde mit der manuellen Zugabe von FluCa-Ldsung gestartet und mit der Zugabe von 8
pl NaCitrat pro Vertiefung (um eine finale Konzentration von 20 mM zu erreichen) und 6 pl Hi-
rudin (um eine finale Konzentration von 50 pg/ml zu erziehlen) zu den speziellen Zeitpunkten

gestoppt. NaCitrat unterbindet die Neubildung von Thrombin und Hirudin blockiert irreversibel
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das freie Thrombin und verhindert eine weitere Bildung von AT-Thrombin-Komplexen (Greina-
cher und Warkentin, 2008). Im Fall des Zeitpunktes O min wurde zuerst NaCitrat und Hirudin
dem Plasma zugegeben und dann die FluCa-Ldsung. Das Zeitschema orientierte sich nach dem
typischen Verlauf im Thrombingenerierungs-Assay und wird im Ergebnissteil genau beschrieben.

In jedem Ansatz befanden sich: 20 pl PPP-Reagenz
+80 ul defibrinisiertes Plasma mit 666 nM
finaler Aptamerkonzentration
+20 ul FluCa-L6sung
+8 ul NaCitrat (20 nM finale Konzentration)
+6 pl Hirudin (50 pg/ml finale Konzentration)

Die Proben wurden bei -20°C gelagert und mit Proben-Puffer auf 1:5000 verdinnt, bevor sie fiir
den TAT-ELISA verwendet wurden. Es wurden Doppelwerte bestimmt. Der Ablauf des TAT
Elisas beinhaltet die unten beschriebenen Schritte und richtet sich in der Durchfiihrung nach Vor-

gaben des Versuchsprotokolls des TAT micro der Firma Siemens Healthcare Diagnostics.
Auf die mit Kaninchen-Antikérper beschichtete Mikrotitierplatte wurden hinzugegeben:
a) 50 pul Probenpuffer + 50 pl Probe bzw. Standard, Inkubation: 30 min bei 37°C

Entfernung der nicht gebundenen TAT Komplexe im SLT-Washer von Tecan (beinhaltet
3 Waschzyklen)

b) Hinzugabe von 100 pl Konjugatlésung, welche 15 min bei 37°C auf der MTP inkubiert
erneuter Waschzyklus

) Zugabe von 100 pl Substratpuffer, welches 30 min bei RT lichtgeschiitzt inkubiert

d) Stopp der Reaktion mit 100 pl Schwefelsdure

Auf Grund der Komplexstabilitdt und gemal den Herstellervorgaben musste die Probe innerhalb

einer Stunde im MRX-Reader gemessen werden.
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2.2.4 Aptamerwirkung auf die Thrombomodulin-Thrombinbindung

In folgender Versuchsserie wurde nun die Thrombomodulin-vermittelte Thrombinmodulation
und die Beeinflussung dieser Interaktion durch die Aptamere untersucht. Dazu kamen, wie vor-
stehend flr AT beschrieben, zuerst eine Versuchsserie im gereinigtem System und dann ein

Thrombingenerierungs-Assay im Plasma zum Einsatz.
2.2.4.1 Thrombomodulin-vermittelte Thrombinmodulation im gereinigtem System

Im Folgenden sollen die Fuorometerversuche zur Untersuchung der Beeinflussung der Throm-
bomodulin-Bindung an Thrombin durch die Aptamere (Kapitel 3.3 Einfluss der Aptamere auf die

Bindung von Thrombin an Thrombomodulin im gereinigtem System) beschrieben werden.
Versuchsprinzip

Im ersten Teil des Thrombomodulinkapitels sollte, so wie in der ersten Versuchsserie die funtio-
nelle Untersuchung der amidolytischen Thrombinaktivitadt im Fluorometer gemessen wurde, die
Aktivitat eines Enzyms durch den Umsatz eines fluorogenen Substrates gemessen werden. Im
Falle des Thrombomodulins bietet es sich an, den Substratumsatz des APC zu messen, denn Pro-
tein C wird nur aktiviert, wenn Thrombin an Thrombomodulin bindet und dieser Komplex dann
Protein C aktiviert. Die gemessene APC Aktivitat kann also Rickschliisse Gber die Bindung zwi-
schen Thrombin und Thrombomodulin geben. Thrombin bindet an Thrombomodulin und akti-
viert, in Form eines Komplexes mit PL und Ca**, Protein C zu aktiviertem Protein C (APC). Die-
ses kann das fluorogene Peptid PEFA 5791 umsetzen und dann im Fluorometer gemessen
werden. PEFA 5791 ist ein fluorogenes Peptid-Substrat mit der Formel Pyr-Pro-Arg-AMC-
AcOH und besitzt eine Ky, von 0,56 mM. In den folgenden Experimenten wurde also die Aktivi-
tdt des APC gemessen, welche proportional zur Effektivitat der Bindung von Thrombin an
Thrombomodulin ist. Da Protein C in Anwesenheit von Ca**-lonen effektiv nur durch Thrombin
in Verbindung mit Thrombomodulin aktiviert werden kann (Esmon, 2004), kénnen mit den ge-
messenen Werten jedoch Aussagen tber das Bindungverhalten und die Blockierung der Throm-

bomodulinbindung durch die Aptamere gemacht werden.
Durchfihrung

In dem Experiment, welches den Einfluss der Aptamere auf die Bindung von Thrombin an
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Thrombomodulin im gereinigtem System untersuchen sollte, wurde zuerst die Wirkung unter-
schiedlicher Aptamerkonzentrationen ermittelt. Hierzu wurde eine halblogarithmische Verdin-
nungsreihe der Aptamere mit der hochsten Konzentration von 666 nM in 8 Eppendorfcups ange-
legt, mit einem Volumen von 60 pl. In diesem Ansatz befand sich aulRerdem Thrombin in einer
finalen Konzentration von 90 ng/ml. Als Puffer kam TBS Puffer mit 5 mM CaCl und 10 uM PL
zum Einsatz. In diese Eppendorfcups wurden dann, nach 5 Minuten Inkubationszeit bei Raum-
temperatur, 60 pl eines Gemisches aus Protein C und Thrombomodulin hinzugegeben, so dass
eine finale Konzentration von 0,87 U/ml Protein C und 0,175 U/ml Thrombomodulin erreicht
wurde. Der Ansatz wurde gevortext und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend die-
ser Zeit aktivierte Thrombin, wenn es nicht durch die Aptamere beeinflusst wird, mit Thrombo-
modulin zusammen Protein C zu APC. Nach 30 min wurde diese Reaktion gestoppt durch die
Zugabe von 10 mM NaCitrat und 50 uM Argatra. NaCitrat bindet die freien Calciumionen und
verhindert so eine weitere Aktivierung von Protein C. Argatra inhibiert die amidolytische Aktivi-
tat des Thrombins, da dieses auch PEFA 5791 umsetzen wirde. Aus diesen Eppendorfcups wur-
den jeweils 50 pl in eine MTP pipetiert, mit 50 pl des Substrates Pyr-Pro-Arg-AMC-AcOH (50
MM finale Konzentration, in TBS Puffer geldst) versetzt und im Fluorometer gemessen. Alle An-
gaben beziglich der Konzentrationen beziehen sich wieder auf die Konzentration im finalen Vo-
lumen des Reaktionsansatzes. In jeder Position befinden sich also 100 pl mit folgenden finalen

Konzentrationen: Thrombin (90 ng/ml)
+Protein C (0,87 U/ml)
+Thrombomodulin (0,175 U/ml)
+NaCitrat (10 mM)
+Argatra (50 uM)
+Aptamere (0 bis 666 nM)
+Pyr-Pro-Arg-AMC-AcOH (50 uM)

Das nachste Experiment sollte den zeitabhangigen Einfluss der Aptamere darstellen: Als Apta-
merkonzentration wurde 666 nM ausgewahlt, da hier ein deutlicher Effekt bei allen Aptameren zu
sehen war (siehe Abb. 24 in Kapitel 3.3.1). Dazu wurden jeweils ein Eppendorfcup mit einem
Volumen von insgesamt 550 pl und einer finalen Konzentration von 90 ng/ml Thrombin mit den

drei Aptameren (666 nM) in TBS Puffer vermischt und 10 min inkubiert. In einem zweiten Eppe-
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dorfcup lagen die 0,87 U/ml Protein C und 0,175 U/ml Thrombomodulin mit einem Volumen von
550 pl vor. Fur den Leerwert ist der gleiche Ansatz durchgefiihrt worden, nur ohne Aptamere. Im
Moment des Zusammenfiigens dieser beiden Ansétze (jeweils 500 pl) wurde die Zeitmessung
gestartet. Zu den Zeiten: t =0, 1, 2, 5, 10, 15, 30 min wurden dann jeweils 120 pl aus dem Ansatz
genommen und in Eppendorfcups tberfiihrt, in denen 13,3 pl NaCitrat (L0mM final) vorgelegt
waren. Als néchstes folgte die Zugabe von 3,4 ul Argatra (50 uM final). Die Aktivierung des
Protein C im Eppendorfcup war somit gestoppt. Argatra inhibiert die amidolytische Thrombinak-
tivitat, die das fluorogene Peptidsubstrat auch umsétzen wiirde. Nach 30 min wurden jeweils
50 pl in zwei Positionen auf die MTP (berfiihrt, so dass flr jeden Zeitpunkt zwei Anséatze mit
Aptameren und zwei ohne Aptamere zur Verfugung standen. Der Start der Reaktion ist auch in
diesem Versuch die Zugabe von 50 pl Pyr-Pro-Arg-AMC-AcOH, verdiinnt in TBS Puffer, so

dass eine finale Konzentration von 50 M im Testansatz vorlag.
2.2.4.2 Thrombingenerierungs-Assay (TGA)

Nach der Untersuchung der Aptamerwirkung im gereinigtem System ist auch in dieser Versuchs-

erie die Charakterisierung im Plasma mittels des TGA erfolgt.
Das Versuchsprinzip des TGA wurde in Kapitel 2.2.3.2 (TGA) dargestellt.
Durchfihrung

In dem Experiment zur Untersuchung des Einflusses der Aptamere auf die Bindung von Throm-
bin an Thrombomodulin in der Plasmamatrix wurde in einem Vorversuch die Thrombomodulin-
wirkung auf die Parameter des TGA mittels einer Thrombomodulin-Verdinnungsreihe dargetellt,
die im defibrinisiertem Plasma angelegt wurde. Folgende Konzentrationen kamen zum Einsatz:
26 1,3 0,7 0,3 0[U/ml] Thrombomodulin. Diese Plasmathrombomodulin-Verdiinnungsreihe
wurde dann, wie im Kapitel 2.2.3.1 beschrieben, im Thrombinoscope untersucht.

Aus diesem Vorversuch war ersichtlich, dass 1,3 U/ml Thrombomodulin die Thrombingenerie-
rung und Aktivitét stark senkten, aber nicht vollstandig inhibierten, deshalb wurde diese Konzent-
ration verwendet, um eine halblogarithmische Aptamerverdiinnungsreihe mit einer maximalen
Konzentration von 666 nM anzulegen. Dieser Testansatz (Aptamerverdinnungsreihe und 1,3
U/ml Thrombomodulin) wurde parallel zu einem anderen Testansatz, bestehend aus einer Apta-

merverdinnungsreihe in reinem Plasma (ohne Thrombomodulin), angesetzt. Ziel dieses Ansatzes
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war es, die Aptamerblockierung des Thrombomodulineffektes gegen den ,,Leerwert” der Apta-

merverdinnungsreihe in reinem Plasma darzustellen.
2.2.5 Software und Datenananalyse

Die Darstellung der Graphen in Abb. 7 im Kapitel 3.2.1 (Inhibition von Thrombin durch Antith-
rombin und Heparin), die Abb. 15, 16 und 17 im Kapitel 3.2.4.1 (Thrombingenerierungs-Assay)
und die Abb. 27 bis 31 im Kapitel 3.3.3 (Einfluss der Aptamere auf die Bindung von Thrombin
an Thrombomodulin in der Plasmamatrix) wurden mit Hilfe der Software Microsoft Excel ® 2007

angefertigt. Fir alle weiteren Graphen kam die SigmaPlot® 9 Software zur Anwendung.

Die Auswertung der TGA Messungen erfolgte mit der Thrombinoscope™ Software der Firma

Thrombinoscope BV.

Die mittlere inhibitorische Konzentration (I1Cs) ist definiert als die Konzentration eines Inhibi-
tors, bei der eine halbmaximale Inhibition erreicht wird. Die ICsq ist somit ein Ausdruck fur die
Wirkstarke eines Antagonisten und kann aus der Michaeliskonstante (Ky,), der Dissoziationskons-

tante des Enzym-Inhibitor-Komplexes K; und der Substratkonzentration [S] errechnet werden:
ICs0 = (1++0) <K

In dieser Arbeit wurde die 1Csg mit Hilfe der SigmaPIot® 9 Software errechnet. Die I1Csy wird
dabei aus einer Four Parameter Logistic Curve berechnet, die durch das Programm erstellt wurde.
Angegeben wird die 1Cso in nM.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Aptamere auf die amidolytische Thrombin-Aktivitat

Im ersten Experiment wurde die direkte Wirkung der drei Aptamere auf die amidolytische Akti-
vitat des Thrombins untersucht. Zur Darstellung dieser Wirkungen wurde eine halblogarithmi-
sche Aptamerverdinnungsreihe aller Aptamere angelegt, mit einer maximalen Konzentration von
500 nM. Der Versuchsaufbau wurde in Kapitel 2.2.1 beschrieben. Der Leerwert mit 90 ng/ml
finaler Thrombinkonzentration ist 100 % gleichgesetzt. Durchgefiihrt wurde das Experiment in
TBS Puffer.
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Abb. 6: Vergleichende Messung der konzentrationsabhéngigen Inhibition der amidolytischen Thrombinak-
tivitdt durch die Aptamere; Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin gleich 100 %.Darstellung von Doppelwerten in
TBS Puffer.

Wie sich anhand der Versuchsergebnisse herausstellt, konnen alle Aptamere die amidolytische
Thrombinaktivitdt konzentrationsabhangig inhibieren. HD1 schafft in einer Konzentration von
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500 nM eine maximale Inhibition von 10 % (bezogen auf die amidolytische Gesamtaktivitit von
90 ng/ml Thrombin), HD22 bis zu 53 % und HD1-22 vermag die amidolytische Aktivitat um
60 % zu senken. Dabei ist die Wirkung auf die amidolytische Aktivitat deutlich ausgepragter fur
HD1-22. Dies zeigt sich auch in den ICso Werten (mittlere inhibitorische Konzentration), die fur
HD1-22 0,67 nM, fur HD22 2,99 nM und fir HD1 7,46 nM betrégt.

3.2 Einfluss der Aptamere auf die Inhibition von Thrombin durch

Antithrombin im gereinigtem System
3.2.1 Inhibition von Thrombin durch Antithrombin und Heparin

Der grundlegende Versuchsablauf bei den nachfolgend beschriebenen Experimenten im Plattenf-
luorometer war, dass Thrombin durch eine ausreichende Antithrombinkonzentration und eine
Kombination aus Antithrombin mit Heparin vollstandig in seiner amidolytischen Funktion inhi-
biert wird. Durch die Zugabe der Aptamere, bei denen vermutet wurde, dass diese die Interaktion
zwischen Antithrombin und Thrombin beeinflussen kénnen, miisste Thrombin also wieder in der
Lage sein, trotz der Anwesenheit von AT und Heparin, ein fluorogenes Peptid-Substrat zu spal-
ten. Der erste Schritt lag dementsprechend in der Ermittlung der Antithrombin- und Heparin-
Konzentrationen, die Thrombin vollstandig blockieren. Dazu wurde eine halblogarithmische
Schachbrettverdiinnungsreihe mit Heparin und Antithrombin angelegt. Antithrombin und Heparin
lagen jeweils in Konzentrationen zwischen 0,25 und 0,0025 U/ml vor. Als finale Thrombinkon-
zentration wurden auch hier die schon im Experiment 3.1 verwendeten 90 ng/ml ausgewahlt. Als
fluorogenes Substrat kam Z-Gly-Gly-Arg-AMC in einer Konzentration von 100 mM zum Ein-
satz. Als Puffer wurden PBS- bzw. TBS Puffer verwendet.
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Die Ergebnisse sind nachfolgend in Abb. 7 dargestellt:

12
E
S L
= 10
L
N
= 8 mO5UAT
w
E 0,16 U AT
T 6
= m0,05UAT
Ei
w4 m 0,016 U AT
s
'E m 0,005 U AT
e 2
£ OUAT
™

O T T T T

0,25 U 0,08U 0,025 U 0,008U 00,0025 U 0U Heparin
Heparin Heparin Heparin Heparin Heparin

Abb. 7: Messung der amidolytische Thrombin-Aktivitat in Abhangigkeit von Antithrombin- und Heparin-
konzentrationen; durchgefiihrt im TBS Puffer. Darstellung von Mittelwerten.

Anhand dieser Ergebnisse konnte festgelegt werden, dass Antithrombin in einer Konzentration
von 0,5 U/ml die amidolytische Aktivitdt von 90 ng/ml Thrombin vollstdndig blockiert. Wenn
zusétzlich mindestens 0,0025 U/ml Heparin in der Losung war, kam es zu einer erwarteten Wir-
kungsverstarkung von AT. Hier war noch eine Konzentration von 0,016 U/ml AT nétig, um die
amidolytische Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin zu inhibieren. Diese Konzentrationen sind im
PBS- und TBS-Puffer gultig. In den nachfolgenden Experimenten konnten diese Konzentrationen
verwendet werden, um die Wirkung unterschiedlicher Aptamerkonzentrationen und den zeitli-
chen Verlauf der Aptamervermittelten Blockierung der Thrombininhibition zu bestimmen. In den
folgenden Versuchen wurde jedoch nur noch TBS Puffer verwendet. Der Grund hierfir ist die
Tatsache, dass Ca”" im PBS Puffer ausfallt. Da Ca®" allerdings ein wichtiger Co-Faktor in der
Blutgerinnung ist und viele Interaktionen verstérkt und tberhaupt erst mdglich macht (zum Bei-
spiel als Bestandteil des Faktor-X-Aktivierungskomplex (Ruf et al., 1991)), wurde, um den phy-

siologischen Bedingungen néher zu kommen, nachfolgend nur noch TBS Puffer verwendet.
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3.2.2 Konzentrationsabhéngige Aptamerwirkung auf die Inhibition wvon

Thrombin durch AT

In diesem Versuch sollte die Wirkung der Aptamere auf die Inhibition Thrombins durch AT und
Heparin untersucht werden. Es wurde eine Aptamerverdiinnungsreihe angelegt, beginnend bei
1000 nM halblogarithmisch verdinnt bis auf 0 nM.

Diese Verdunnungsreihen waren angelegt in TBS Puffer, mit CaCl (5 nM). Um eine Wirkung der
Phospholipide auf die Thrombininhibition durch AT und die Aptamerewirkung darzustellen, ka-
men jeweils ein Ansatz mit und einer ohne Phospholipide (10 uM) zur Anwendung. Als finale
Thrombinkonzentration wurde, wie in den Vorversuchen festgelegt, 90 ng/ml verwendet und eine
Antithrombinkonzentration, wie im vorherigen Versuch ermittelt, von 0,5 U/ml. In Kombination
mit 0,005 U/ml Heparin wurde dabei nur 0,016 U/ml AT verwendet. Alle Konzentrationsangaben
beziehen sich auf das finale Volumen, nach Zugabe von allen Volumina in den Reaktionsansatz.
Der genaue Versuchsaufbau und die Durchfiihrung wurden im Methodikkapitel 2.2.2 beschrie-
ben. Zuerst erfolgten die Durchldufe mit 0,5 U/ml AT ohne Heparin. Im ersten Ansatz befinden
sich auf’erdem keine PL (Abb. 8), in dem zweiten Durchlauf 10 uM PL (Abb. 9). Ergebnisse:
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Abb. 8: Messung der amidolytischen Thrombinaktivitat in Abhangigkeit der Aptamerkonzentration; Durch-
gefiihrt in TBS-Puffer mit 0,5 U/ml AT und keine Phospholipide. Dargestellung von Mittelwerten. Die

Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin ist gleich 100 %.



52

Diese Messwerte zeigen, dass mit steigender Aptamerkonzentration die amidolytische Aktivitat
des Thrombins erhalten bleibt und dementsprechend die Inhibition des Thrombins durch AT zu-
mindest teilweise verhindert werden konnte. HD1 steigert die amidolytischen Thrombinaktivitét
um 5 %, HD22 um 8 % und HD1-22 um maximal 28 %. Auffallend ist hier jedoch, dass hohe
HD1-22 Konzentrationen (von tiber 10 nM) wieder zu einem Abfall der gemessenen Thrombin-
Aktivitat fihren. Dies l&sst sich jedoch aus der aptamereigenen Inhibition der amidolytischen
Thrombinaktivitat erklaren, welche in Kapitel 3.1 dargestellt wurden.

35

30 A

25 - -

v ® HD1
¥ 0 HD22
v HD1-22

20 A

15 A

10 A ¥

amidolytische Thrombinakivitat in %

0 T T T T
01 1 10 100 1000 10000

Aptamerkonzentration nM
Abb. 9: Messung der amidolytischen Thrombinaktivitat in Abhangigkeit der Aptamerkonzentration. Durch-

gefiihrt in TBS-Puffer mit 0,5 U/ml AT und mit 10 M Phospholipide. Dargestellung von Mittelwerten
Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin ist gleich 100 %.

Auch in Anwesenheit der PL kdnnen die Aptamere die amidolytische Aktivitdt des Thrombins
wieder herstellen. HD1 steigert die Aktivitdt Thrombins auf 6 %, HD22 auf 7 % und HD1-22 auf
maximal 30 % wobei auch in diesem Testansatz mit PL die hohen HD1-22 Konzentrationen ab

10 nM zu einem Abfall der amidolytischen Thombinaktivitat fihren.

Nachfolgend sind Abb. 8 und Abb. 9 zusammengefasst, um den Einfluss der PL auf die Apta-

merwirkung zu verdeutlichen.
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Abb. 10: Messung der amidolytischen Thrombinaktivitat in Abh&ngigkeit der Aptamerkonzentration; Direk-
ter Vergleich der Wirkung von 10 pM PL; Durchgefihrt in TBS Puffer mit 0,5 U/ml AT; Aktivitat von 90

ng/ml Thrombin (Leerwert) gleich 100 %. Darstellung von Doppelwerten.

Aus diesen Versuchsergebnissen (Abb. 10) ist ersichtlich, dass die Aptamere in der Lage sind, die
amidolytische Aktivitat des Thrombins unterschiedlich stark vor der Inaktivierung durch AT zu
schiitzen, was einer Blockierung der AT-Thrombinbindung entspricht. Die PL nehmen dabei kei-
nen Einfluss. Die Aptamere kdnnen also nach diesen Versuchsergebnissen mit der Bindung an

den Exosites die Wirkung von AT an Thrombin beeinflussen.

Nachfolgend wurde nun die Wirkung der Kombination aus Heparin und AT im TBS-Puffer un-
tersucht, um zu beweisen, dass die Aptamere auch die Heparinbindung an die Exosite 2 blockie-
ren kdnnen. Zu erwarten wére, dass HD22 und HD1-22 Effekte zeigen, da diese direkt an die
Exosite 2 binden kénnen, HD1 jedoch nicht, da es an die Exosite 1 bindet.

Als erstes wird in Abb.11 der Reaktionsansatz ohne PL und darauf folgend der Ansatz mit 10 uM
PL (Abb. 12) dargestellt.
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Abb. 11: Messung der amidolytischen Thrombinaktivitat in Abhangigkeit der Aptamerkonzentration;
Durchgefihrt in TBS-Puffer mit 0,005 U/ml Heparin und 0,016 U/ml AT, ohne Phospholipide. Darstellung

von Mittelwerten. Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin (Leerwert) ist gleich 100 %.

Auffallend ist hier der deutliche Anstieg der amidolytischen Thrombinaktivitdt mit steigender
Aptamerkonzentration bei den Aptameren HD22 und HD1-22. HD1 steigert die Aktivitét ledig-
lich von 6 % auf 23 %, HD22 von 6 % auf 84 % und HD1-22 kann die Heparin und AT Blockie-
rung soweit blocken, dass die amidolytische Thrombinaktivitét bis auf 91 % (des Leerwertes fir
90 ng/ml Thrombin) wieder hergestellt ist. Die guten Ergebnisse fir HD22 und HD1-22 lassen
sich durch die direkte Exosite 2 Blockierung, die auch die Bindungsstelle fir Heparin ist, erkla-
ren. Der deutliche Effekt durch HD1 ist nicht mit einer direkten Blockade der Heparinbin-
dungsstelle zu erkléaren, sondern durch eine allosterische Umlagerung, die von der Exostie 1 aus-
gehend auf die Exosite 2 wirkt und eine Heparinbindung erschwert. Diese Effekte werden im

Diskussionsteil (Kapitel 4.3.2) erortert.
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Abb. 12: Messung der amidolytischen Thrombinaktivitdt in Abhangigkeit der Aptamerkonzentration im
TBS-Puffer mit 0,005 U/ml Heparin und 0,016 U/ml AT und mit 10 M Phospholipide,Darstellung von
Mittelwerten. Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin (Leerwert) gleich 100 %.

Die Anwesenheit von PL schwécht die Wirkungen der Aptamere etwas ab. HD1 bewirkt eine
Aktivitatssteigerung von 4 %, HD22 von 46 % und HD1-22 von 40 % gegenuber dem Leerwert,
bei dem die Heparin- und AT-Konzentration das Thrombin vollstdndig blockieren.

Falst man beide Ergebnisse (Abb. 11 und Abb. 12) zusammen (Abb. 13), so zeigt diese Graphik
noch einmal, dass die PL die Wirkung der Heparin- und der AT Blockierung an Thrombin durch
die Aptamere verringern. Da dieser Effekt nicht bei der alleinigen AT Blockierung zu sehen war,
mussen die PL die Wirkung des Heparins verstarken. Ob diese Wirkungsverstarkung in Anwe-
senheit der PL jedoch auf einer Verbesserung der Bindung von Heparin an Thrombin oder aber

zwischen Heparin und AT beruht, ist mit dieser Versuchstechnik nicht zu erkléren.
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Abb. 13: Messung der amidolytischen Thrombin-Aktivitat in Abhangigkeit der Aptamerkonzentration, in

TBS Puffer mit 0,016 U/ml AT und 0,005 U/ml Heparin; Direkter Vergleich der Wirkung von 10 UM PL.

Darstellung von Mittelwerten. Aktivitat von 90 ng/ml Thrombin (Leerwert) gleich 100 %.

Es konnte also gezeigt werden, dass alle drei Aptamere in der Lage sind, die Bindung von
Thrombin an AT und Heparin zu beeinflussen, wobei HD1 dem Fusionsaptamer und HD22 in der
Wirkung unterlegen ist. Die Schwéchung der Wirkung von HD1 ist in Anwesenheit von PL am
deutlichsten ausgepragt. Hier stellte sich die Frage nach der Stabilitdt der Aptamer-Thrombin-
Komplexe, wie lange also die Aptamere Thrombin vor der Inaktivierung durch AT schiitzen kon-

nen? Dies wurde im Weiteren untersucht.

3.2.3 Aptamer-vermittelte Blockierung der Inhibition von Thrombin in Ab-

hangigkeit der Zeit

In den ersten Versuchsreihen (Kap. 3.2.2) wurden die konzentrationsabhéngigen Einflusse der
Aptamere untersucht. Mit den nachfolgenden Experimenten sollte nun der zeitliche Verlauf der
Exosite-Blockierung durch die Aptamere dargestellt werden. Dies ist wichtig, da die Bindung
zwischen Aptamer und Thrombin reversibel ist, die des Antithrombin mit Thrombin jedoch irre-
versibel. Ziel war es zu ermitteln, wie lange die Aptamere einen Erhalt der amidolytischen Akti-
vitat hervorrufen kénnen, bis die Aptamere abdissozieren und das Thrombin irreversibel von AT
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blockiert werden kann. Der genaue Versuchsaufbau und die Durchfiihrung wurden im Methodik-
kapitel 2.2.2 beschrieben. Dieses Experiment gibt Auskunft Uber die Stabilitat der Aptamer-
Thrombin-Komplexe im TBS-Puffer. Die Untersuchung der Komplexstabilitat im Plasma wird in
den TGA Experimenten mit der start tail Zeit diskutiert (siehe Abb. 23).

Dargestellt ist im folgenden Diagramm auf der x-Achse die Inkubationszeit von AT mit den be-
stehenden Thrombin-Aptamer-Komplexen. Der 20 Minuten-Wert besagt also, dass AT 20 Minu-
ten lang um den bestehenden Thrombin-Aptamer-Komplex konkurieren konnte, wobei der 0 Mi-
nuten-Wert eine fast simultane Zugabe von AT und dem Start der Reaktion ausdrtickt. Dargestellt

ist die Differenz zwischen den parallel durchgeflihrten Ansétzen: Leerwert und Aptameransatz.
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Abb. 14: Messung der amidolytischen Thrombinaktivitat, abhangig von der AT-Thrombin Inkubationszeit;
Dargestellt ist die Aktivitatsdifferenz zwischen dem Leerwert und dem Aptameransatz mit einer Konzentra-

tion von 60 nM. Darstellung von Mittelwerten.

In diesem Diagramm ist ersichtlich: Je hoher die Differenz zwischen Leerwert und Aptameran-
satz ist, desto mehr Thrombin befand sich in einem Thrombin-Aptamer-Komplex und war in der

Losung durch die Aptamere vor der AT Inhibition geschitzt. Der zeitliche Verlauf verdeutlicht
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nun, dass die Aktivitat nach 20 Minuten (HD1-22), nach 10 Minuten (HD22) und sogar nach 5
Minuten (HD1) schon aufgehoben ist. Es ergibt sich eine Halbwertszeit der Aptamer-Thrombin-
Komplexe fur HD1 von 1,5 Minuten, fir HD22 von 3,25 Minuten und fir HD1-22 von 4,5 Minu-
ten.

Dieser Versuch konnte nicht mit Heparin durchgefiihrt werden, da Heparin die Inhibition zu sehr
beschleunigt und keine Effekte mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus sichtbar gemacht werden konn-

ten.

In der n&chsten Versuchsreihe wurde untersucht, ob die Aptamere auch im Plasma eine Wirkung

erzielen konnen.

3.2.4 Einfluss der Aptamere auf die Inhibition von Thrombin durch Anti-

thrombin in der Plasmamatrix
3.2.4.1 Thrombingenerierungs-Assay (TGA)

Wie im Methodenteil (2.2.3.2) beschrieben, erfasst der Thrombingenerierungs-Assay die ber
den extrinsischen Weg gestartete Thrombingenerierung anhand des Umsatzes eines fluorogenen
Peptid-Substrats. Mit dieser Methode kann die maximale Bildungsrate (peak) und letztendlich
auch die absolut gebildete Menge an Thrombin im Plasma (ETP) Uber die Zeit dargestellt wer-
den. Da im Plasma auch antikoagulatorische Faktoren, in erster Linie AT, vorkommen und im
Verlauf der TGA-Messung Thrombin durch diese inhibiert wird, sind die ermittelten Werte der
Thrombinaktivitat sowohl ein Ergebnis der Aktivierung und der amidolytischen Aktivitat des
Thrombins als auch seiner Inhibition durch AT und andere antikoagulatorische Faktoren.

Mit diesem Testaufbau ist es also prinzipiel moglich, die Wirkung der Aptamere auf Thrombin,
aber auch auf alle anderen Bindungspartner an Thrombin (die durch die Aptamere in ihrere Bin-

dung verhindert werden und die TGA-Werte beeinflussen) darzustellen.

Um eine Vergleichbarkeit mit den darauffolgenden Versuchen (3.2.4.2 TAT-ELISA) zu ermdgli-
chen, bei denen defibrinisiertes Plasma benétigt wird (da eine Gerinnung die Messungen mittels
des TAT-Elisa unmdglich machen wiirde), musste zunéchst in einem Vorversuch der Unterschied
zwischen normalen und defibrinisierten Poolplasma im TGA dargestellt werden. Es wurden so-
wohl im Poolplasma als auch im defibrinisiertes Plasma Dreifachwerte fiir die Leerwerte und die

Aptameransatze (finale Konzentration: 333 nM) angelegt. Die Proben wurden dann (wie in Kapi-
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tel 2.2.3.2 beschrieben) auf die MTP gegeben und mit PPP und der FluCa-L6sung vermengt, um
die Reaktion zu starten. Die folgenden Abbildungen (Abb. 15, 16 und 17) zeigen zundchst die
Messergebnisse der TGA-Parameter (lagtime, ETP, Peak, ttPeak und start Tail) gegentibergestellt
im Poolplasma und im defibrinisierten Plasma. Es wurde der Einfluss des Aptamers HD1-22 in

einer Konzentration von 333 nM mit einem Leerwert verglichen:
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Abb. 15: Vergleichende Messungen der zeitabhéngigen Faktoren des TGA (lagtime, ttpeak und start tail)
in defibrinisierten Plasma und Poolplasma. Eine Konzentration von 333 nM HD1-22 ist dem Leerwert
gegenubergestellt. Darstellung von Mittelwerten.
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Abb. 16: Vergleichende Messung des peaks im TGA in defibrinisierten Plasma und Poolplasma. Eine
Konzentration von 333 nM HD1-22 ist dem Leerwert gegenuibergestellt.Darstellung von Mittelwerten.

3500

3000

2500

2000

B Poolplasma
1500

nM X min

m entfib. Plasma
1000

500

¢]

Leerwert HD1-22

Abb. 17: Vergleichende Messung der ETP im TGA in defibrinisierten Plasma und Poolplasma. Eine

Konzentration von 333 nM HD1-22 ist dem Leerwert gegeniibergestellt. Darstellung von Mittelwerten.

Mit diesem Vorversuch konnte gezeigt werden, dass im Poolplasma die Wirkung des Aptamers
HD1-22 im Vergleich zu entfirbinisierten Plasma keine auffalligen Unterschiede aufweist. Zwar
ist das Signal (vgl. Abb. 17 ETP im Poolplasma: ca 1800 nM x min zu 1100 nM x min im
defibrinisierten Plasma) insgesamt im defibrinisierten Plasma schwaécher, aber dieser Unterschied

nimmt keinen Einfluss auf die generelle Tendenz der Aptamerwirkung. Das schwéchere Signal
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des ETP und des peak-Wertes konnte durch eine teilweise Thrombinextraktion wéhrend der
Entfibrinisierung erkléart werden. Zusatzlich kénnte der fehlende Schutz des Fibrinclots, bei dem
das fibringebundene Thrombin vor der AT Inhibition geschiitz wird, einen Abfall dieser beiden

Werte erklaren.

Nun folgten die eigentlichen Experimente, um die konzentrationsabhdngige Wirkung der
Aptamere auf die Parameter des TGAs im defibrinisierten Plasma darzustellen. Zu diesem Zweck
kamen halblogarithmische Aptamerverdiinnungsreihen, in TBS Puffer angelegt, mit einer
maximalen finalen Aptamerkonzentration von 666 nM fur alle drei Aptamere zum Einsatz,

welche in den folgenden fiinf Graphen (Abb. 18- 22) dargestellt werden.
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Abb. 18: Einfluss der Aptamerkonzentration auf die lagtime im defibrinisierten Poolplasma. Darstellung

von Mittelwerten.

In Anwesenheit der Aptameren und bei steigernder Konzentration verléngert sich die lagtime
unterschiedlich stark. Im Leerwert betragt die lagtime (also die Zeit bis zum Beginn der Throm-
bingenerierung) etwa 2,2 Minuten. HD1 verlangert diese auf 2,7 Minuten, in einer Konzentration
von 666 nM, HD22 auf 3,25 Minuten und HD1-22 sogar auf 6,17 Minuten, was einer Steigerung

um das 2,8-fache entspricht.
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Abb. 19: Einfluss der Aptamerkonzentration auf die ttpeak im defibrinisierten Poolplasma. Darstellung von

Mittelwerten.

Der Zeitpunkt bis zum Erreichen des maximalen Thrombinumsatzes (ttpeak) wird durch 666 nM
HD1-22 auf rund 10 Minuten verdoppelt, wéhrend bei HD1 und HD22 kein messbarer Einfluss

nachzuweisen ist.
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Abb. 20: Einfluss der Aptamerkonzentration auf den peak im defibrinisierten Poolplasma. Darstellung von

Mittelwerten.

Der maximale Thrombinumsatz, der durch den peak-Wert ausgedriickt wird, vergrolert sich bei
steigender Aptamerkonzentration um das 1,7-fache fur HD1, um das 2,1-fache flir HD22 und um

das 2,2-fache fur HD1-22 (bei einer maximalen Aptamerkonzentration von 666 nM).



64

4500

4000 -

3500 A

3000 A

e HD1
2500 A O HDZ22
v HD1-22

nM x min

2000 -

1500 -

1000 -

500 T T
1 10 100 1000

Aptamerkonzentration nM

Abb. 21: Einfluss der Aptamerkonzentration auf das ETP im defibrinisierten Poolplasma. Darstellung von

Mittelwerten.

Die steigende Aptamerkonzentration zeigt bei allen drei Aptameren einen Anstieg des ETP. Der
Leerwert von 1150 nM x min kann mit 666 nM HD1 um das 1,3-fache, mit 666 nM HD22 um
das 1,8-fache und mit HD1-22 um das 3,4-fache (hier auf 3924 nM x min), gesteigert werden.
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Abb. 22: Einfluss der Aptamerkonzentration auf die start tail Zeit im defibrinisierten Poolplasma. Darstel-

lung von Mittelwerten.

Einen eindeutigen Einfluss auf die start tail Zeit hat nur HD1-22 mit einer maximalen Verldnge-
rung von 15 Minuten bei 66 nM. Dieser Wert beschreibt die Stabilitat der Aptamer-Thrombin

Komplexe im Plasma.

Die bisherigen Versuchsegebnisse sollen im Folgenden kurz interpretiert werden, eine ausfuhrli-
che Betrachtung findet im Diskussionskapitel statt: Die Aptamere (wobei das Fusionsaptamer den
beiden anderen Aptameren HD1 und HD22 deutlich berlegen ist) inhibieren die Aktivierung des
Thrombins (verlédngerte lagtime) vermutlich in erster Linie durch eine eigenstandige Inhibition
der amidolytischen Aktivitat des Thrombins (wie in Kapitel 3.1 zu sehen war) und durch die Blo-
ckierung der Exosites, wodurch eine weitere Bildung von Thrombin verzégert wird (Adams,
2006). Bei Kretz wurde des Weiteren fir die Aptamere HD1 und HD1-22 eine Blockierung von
Prothrombin beschrieben, was ebenfalls zu einer Verlangerung der lagtime flhrte (Kretz et al.,
2006).

Die Beeinflussung der amidolytischen Thrombinaktivitat, die in den Experimenten unter Kapitel

3.1 dargestellt werden konnte, hétte erwartungsgemaR zu einer Verringerung des peaks (Aus-
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druck der maximalen Thrmobinaktivitat) und des ETP (Gesamtaktivitat) im Plamsa fuhren mis-
sen. Dieser zu erwartende Effekt lasst sich jedoch nicht darstellen, es kommt sogar zu einer Ver-
grolRerung des peaks und des ETP. Es ist zu vermuten, dass die inhibitorisch wirksamen Bestand-
teile im Blutplasma in ihrer Funktion behindert werden. Hier wére das AT als wichtiger
Gegenspieler an erster Stelle zu nennen (Pike et al., 2005). Die Verlangerung der Thrombinakti-
vitat (start tail) ware auch mit der Blockierung der AT-Inhibition durch die Aptamere zu erklaren.
Zur Untersuchung dieser These sollten im folgenden Experiment im Kapitel 3.2.4.2 (Bestimmung
von Thrombin-Antithrombin Komplexen) die Antithrombin-Thrombin-Komplexe unter Einfluss
der Aptamere direkt in einem strukturellen Test dargestellt werden. Wenn die Aptamere die AT
Blockierung verhindern kdnnen, dann missten zu den entsprechenden Zeitpunkten (z.B. wahrend

des peaks, oder vor der start tail Zeit) weniger TAT-Komplexe nachzuweisen sein.
3.2.4.2 Bestimmung von Thrombin-Antithrombin Komplexen (TAT Elisa)

In den TGA Versuchen zeigte sich (siehe 3.2.4.1. Thrombingenerierungs Assays, TGA), dass
man die Thrombingenerierung zu den unterschiedlichen Zeiten anhand des Substratumsatzes dar-
stellen konnte. In diesem Versuch sollte nun die Thrombin-Antithrombin-Komplexbildung (TAT-
Bildung) mittels eines strukturellen Tests zu unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt werden.
Als besonders markante Zeitpunkte wurden 0 min, 4 min (in der lagtime), 8 min (kurz vor dem
peak), 12 min (kurz nach dem peak), 16 min (Anfang des tails), 20 min und 30 min (innerhalb
des tails) ausgewahlt. Der Versuchsaufbau und die Zusammensetzung der Proben waren identisch
mit denen im TGA, nur dass die Reaktion zu den bestimmten Zeitpunkten mit NaCitrat und Hiru-
din gestoppt wurde. Mit diesem Versuch kann so die VergrofRerung des ETP in einen direkten
Zusammenhang mit einer Abnahme der Thrombin-Antithrombin-Komplexen gestellt werden. Die
Ergebnisse sind in Abb. 23 dargestellt.
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Abb. 23: Bestimmung der TAT Komplexe zu ausgewdhlten Zeitpunkten in der Thrombingenerierungspha-
se. Die Minutenwerte der X-Achse beschreiben die Inkubationszeit von AT mit den Thrombin-Aptamer-

Komplexen. Die finale Aptamerkonzentration betrug 666 nM. Darstellung von Mittelwerten.

Die Darstellung der Konzentration der TAT-Komplexe zu den bestimmten Zeitpunkten macht
deutlich, dass in den HD1-22 Anséatzen zwischen 5 und 25 Minuten deutlich weniger Komplexe
gebildet werden als im Leerwert. Dieser Effekt ist fir HD1 und HD22 nur bei 8 und 12 Minuten
in leichter Auspragung zu erkennen. Dementsprechend schiitzen die Aptamere (in erster Linie
HD1-22) das Thrombin vor der Inaktivierung durch AT. Des Weiteren zeigt sich flr die 0- und 4-
Minuten Werte, die noch in der lagtime liegen, dass sich keine TAT-Komplexe gebildet haben
oder dass der Testansatz fur diese geringen Konzentrationen nicht sensibel genug war und keinen
Unterschied zwischen Leerwert- und Aptameransatz darstellen konnte. Die Verlangerung der
lagtime (siehe Abb. 18) kommt also durch die direkte Inhibition der amidolytischen Aktivitat, der
Blockade der Exosites (besonders Exosite), die den positiven Feedbackmechanismus tber Faktor
V und VIII vermittelt, oder aber durch eine Verzégerung der Aktivierung aus Prothrombin durch
die Aptamere zustande, wie fur HD1 und HD1-22 beschrieben ist (Kretz et al., 2006). Mit diesem

Versuchsaufbau lassen sich diese beiden Phanomen jedoch nicht trennen.
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Mit dieser Versuchserie konnte folgendes gezeigt werden: Die Aptamere inhibieren, wie in Kapi-
tel 3.1 gezeigt werden konnte, die amidolytische Thrombinaktivitat. Des Weitern sind sie in der
Lage, die Wirkung von Heparin und Antithrombin an Thrombin im gereinigtem System zu be-
einflussen. Die Aptamer-Thrombin-Komplexe besitzten dabei im gereinigtem System eine Halb-
wertszeit von bis zu 4,5 Minuten (HD1-22) und im Blutplasma bis zu 30 Minuten (HD1-22). Im
Plasma zeigte sich, dass die Aptamere die Thrombinaktivierung verzégern, aber durch den
gleichzeitigen Schutz vor der AT-Inhibition eine Steigerung der gesamten Thrombinaktivitat tber
die Zeit bewirken. Alle Effekte sind fiir das Fusionsaptamer HD1-22 deutlicher ausgepragter als
fur seine Einzelbestandteile HD1 und HD22.

Dieser Ergebnisse verdeutlichen, dass eine exakte Charakterisierung der Aptamerewirkung auf
alle Bindungpartner des Thrombins hin nétig ist, denn durch die Komplexitat der Gerinnungskas-
kade kommt es zu einer Reihe von Uberlagerungen einzelner Phanomene, die im gereinigtem
System darzustellen sind, im physiologischen Kontext jedoch auf Grund der vielen beteiligten

Faktoren und Verkniipfungen nicht eindeutig auseinanderzuhalten sind.

Im der néchsten Versuchsserie wird diese Komplexitét deutlich, welche es nicht mdglich macht,

sicher die einzelnen Interaktionen zuzuordnen.

3.3 Einfluss der Aptamere auf die Bindung von Thrombin an Throm-

bomodulin im gereinigtem System

Im Weiteren sollte die Aptamerwirkung auf die Interaktion zwischen Thrombin und Thrombo-
modulin untersucht werden. Wie in den Versuchen mit AT wurden sowohl die Wirkung unter-
schiedliche Aptamerkonzentrationen als auch der zeitliche Verlauf der Interaktionen im gereinig-
tem System dargestellt. Zuletzt erfolgten TGA-Versuche, in denen die Parameter der TGA
(lagtime, ttPeak, Peak, ETP, strat tail) in der An- und Abwesenheit von Thrombomodulin und den

Aptameren in Poolplasma verglichen wurden.
3.3.1 Konzentrationsabhéangiger Einfluss der Aptamere

In diesem Experiment sollte die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin und die Beeinflus-
sung dieser Bindung durch die Aptamere (ber den Umsatz eines fluorogenen Substrates optisch

im Fluorometer gemessen werden. Da Thrombomodulin jedoch nur ein Cofaktor ist und nicht
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direkt ein Substrat spalten kann, muss ein Umweg gegangen werden. Protein C, welches durch
einen Komplex aus Thrombin, Thrombomodulin, Pl und Ca?* zu APC aktiviert wird, kann in
seiner aktiven Form das Substrat PEFA 5791 spalten, welches dann im Fluorometer gemessen
werden kann. Das empfangene Signal ist also direkt abhangig zu der APC Aktivitat. Da Protein C
in der Anwesenheit von Ca**-lonen durch den Komplex aus Thrombin und Thrombomodulin
aktiviert wird, kann man direkt Ruckschlisse auf die Bindung zwischen Thrombin und Throm-
bomodulin ziehen. Zwar kann das Substrat PEFA 5791 auch durch Thrombin gespalten werden,
diese Maglichkeit wurde aber durch die Zugabe von Argatra verhindert, welches die amidolyti-
sche Aktivitat des Thrombins inhibiert. Die Durchfiihrung des Versuches wurde im Kapitel

2.2.4.1 beschrieben.
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Abb. 24: Einfluss der Thrombinaptamere auf die Thrombin-Thrombomodulin-abhdngige APC Generie-

rung; Leerwert (0 nM Aptamere) gleich 100 %. Darstellung von Mittelwerten.

Wie die Abb. 24 zeigt, wird die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin, gemessen anhand
des Substratumsatzes von APC, von allen Aptameren unterschiedlich stark beeinflusst. HD1-22
zeigt eine sehr starke Inhibition, auch bei niedrigen Konzentrationen. Bei 666 nM konnen alle
Aptamere die APC Aktivitat und somit die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin auf unter
40 % (HD1) und sogar unter 5 % (HD1-22) senken. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die APC
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Aktivitat im Leerwert (0 nM Aptamere), der mit 100 % gleichgesetzt wurde. HD22 hat einen
starkern Effekt als HD1. Diese aufféllige Tatsache war, wenn man die Bindung von Thrombo-
modulin an die Exosite 1 bedenkt, zunédchst erstaunlich, jedoch lasst sie sich gut mit der Theorie
der allosterischen Konformationsanderung zwischen den beiden Exosites erklaren, wie in der
Diskussion (Kap. 4.6.1) noch genauer ausgefihrt werden wird. Der 1Cs, Wert lag fur HD1 bei
382 nM, fir HD22 bei 40 nM und fir HD1-22 bei 4,17 nM.

3.3.2 Zeitabhangiger Einfluss der Aptamere

In diesen Versuchen sollte mit der gleichen Methode wie im Versuch 3.3.1 der zeitliche Verlauf
der Protein C Aktivierung innerhalb der ersten 30 min untersucht werden. Die Durchfiihrung

wurde im Methodenteil 2.2.4.1 besprochen.

Versuchsergebnisse:

® APC Aktivitat

Substratumsatz APC in F U/ml

0 T T T
0 10 20 30

Minuten

Abb. 25: Darstellung des Substratumsatzes durch aktiviertes Protein C in Abhangigkeit der Dauer der

Protein C Aktivierung durch den Thrombin-Thrombomodulin-Komplex. Darstellung von Mittelwerten.

Je langer Thrombin und Thrombomodulin zusammen Protein C aktivieren kdnnen, desto groRer

ist das von aktiviertem Protein C umgesetzte Signal. In Anwesenheit von den Aptameren (666
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nM) wurde nun die Bindung von Thrombin an TM beeinflul3t, was im folgenden Graphen darges-
tellt ist.

HD 1
HD 22
HD 1-22
Leerwert

P40

Substratumsatz APC in F U/ml

Minuten

Abb. 26: Darstellung der Aptamerwirkung auf die Protein C Aktivierung in Abhangigkeit von der Zeit; Ap-

tamerkonzentration (666 nM). Darstellung von Mittelwerten.

Bei der Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Aptamerwirkung bestétigen sich die Ergebnisse
aus den konzentrationsabhangigen Versuchen (Kapitel 3.3.1). HD1 hat den geringsten Effekt auf
die Protein C Aktivierung, zu sehen in einer Verdreifachung der Protein C Aktivitat im Laufe von
30 Minuten. In Anwesenheit von 666 nM HD22 kommt es zu einer Verdopplung der APC Akti-
vitat und HD1-22 vermag im Laufe von 30 Minuten seine inhibitorische Wirkung auf die APC

Aktivierung aufrecht zu erhalten.

Nachdem auch fir Thrombomodulin nachgewiesen werden konnte, dass die Aptamere im gerei-
nigtem System die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin beeinflussen konnten, wurde in

der nachsten Versuchsserie die Wirkung in defibrinisiertem Poolplasma untersucht.
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3.3.3 Einfluss der Aptamere auf die Bindung von Thrombin an Thrombomo-

dulin in der Plasmamatrix

Mit Hilfe des Thrombingenerierungs Assays (TGA) sollte in diesen Experimenten die Auswir-
kung von Thrombomodulin auf die TGA-Parameter (ETP, Peak, ttPeak, start Tail und die lagti-
me) in Abhéngigkeit von der Aptamerkonzentration untersucht werden. Thrombomodulin wirkt
sich in diesem Testansatz tber die Aktivierung von Protein C auf den positiven Feedbackmecha-
nismus (Faktor V und VI werden, in Zusammenarbeit mit Fakor S, inaktiviert) und Uber die
beschleunigte Inaktivierung von Thrombin tiber PCI und AT aus (P6tzsch und Madlener, 2002).
Das Versuchsprinzip des Thrombingenerierungsassys (TGA) wurde schon fir die Antithrombin-

versuche erlautert (siehe Kap. 2.2.3.2).

In einen Vorversuch sollte die konzetrationsabhangige Wirkung von Thrombomodulin ohne die
Aptamere untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Proben aus defibrinisiertem Poolplasma
mit folgenden finalen Thrombomodulinkonzentrationen angesetzt:

26 13 0,7 03 O0[U/ml].

Diese wurden dann nach der beschriebenen Methode im Thrombioscope verglichen.

Abb. 27 bis Abb. 31 zeigt die Ergebnisse der 5 Parameter im TGA (ETP, Peak, ttPeak, start Tail
und die lagtime):

4,5 |
4 I
3,5 |

2,5
2 —p— lagtime
1,5

Minuten

0,5

ou /ml 0,3U/ml O0,7U/ml 1,3U/ml 2,6U/ml
™™ T ™ T ™

Abb. 27: Darstellung der konzentrationsabhé&ngigen Thrombomodulinwirkung auf die lagtime im TGA.

Darstellung von Mittelwerten.

Wie in dieser Graphik (Abb.27) zu sehen ist, verlangert Thrombomodulin konzentrationsabhén-
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gig die lagtime. Es ist somit in der Lage, die Aktivierung des Thrombins Uber den negativen
Feedback-Mechanismus (Protein C und S) zu verlangsamen. Die verlangsamte
Thrombinaktivierung, wie schon flr die lagime gesehen, spiegelt sich auch in der ttpeak wieder,

allerdings nur mit einem geringem Effekt:

8

Minuten
_U\
]

/ ——ttPeak

ou /ml 0,3U/ml  0,7U/ml 1,3U/ml 2,6 U/ml
™ ™™ ™ ™ ™

Abb. 28: Darstellung der konzentrationsabhéngigen Thrombomodulinwirkung auf die ttpeak im TGA.

Darstellung von Mittelwerten.

350

300

250

200

nM

150 —e— Peak

100

ou /mil 0,3U/ml  0,7U/ml 1,3 U/ml 2,6 U/ml
™ ™ ™ ™ ™

Abb. 29: Darstellung der konzentrationsabhé&ngigen Thrombomodulinwirkung auf den peak im TGA.

Darstellung von Mittelwerten.
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Abb. 30: Darstellung der konzentrationsabhéangigen Thrombomodulinwirkung auf das ETP im TGA.

Darstellung von Mittelwerten.

Wie in Abb. 29 und 30 zu erkennen ist, hat Thrombomodulin deutliche Auswirkungen in dem
TGA-Versuch auf den peak-Wert und das ETP. Es ist in der Lage, in hohen Konzentrationen die

Aktivitat von Thrombin fast vollstdndig zu inhibieren.

30

25

20

15

Minuten

—®—start Tail
10

2,6 U/ml
™

0,7 U/ml
™

1,3uU/ml
™

0,3U/ml
™™

ouU /ml
TM

Abb. 31: Darstellung der konzentrationsabhdngigen Thrombomodulinwirkung auf die start tail Zeit im

TGA. Darstellung von Mittelwerten.

Geringfiigige Auswirkung hat Thrombomodulin auf die start tail Zeit. Unter der

Berlcksichtigung, dass durch die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin die Inhibition
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durch AT und Protein C 20 mal schneller verl&uft als die Inhibition von freiem Thrombin (durch
AT und Protein C), war dies nicht zu erwarten gewesen (P6tzsch und Madlener, 2002).

Aus den vorherigen darstellten Versuchsergebnissen (Abb. 27 bis Abb. 31) lasst sich
zusammengefassend sagen, dass Thrombomodulin die Thrombinaktivierung moderat verzogert

und in der gesamten Aktivitat deutlich inhibiert, bei gleichbleibender Gesamtdauer der Aktivitat.

Eine Konzentration von 1,3 U/ml Thrombomodulin flihrt zu einer eindeutigen VVerénderung des
ETP und des Peaks (ohne diese vollstdndig zu inhibieren, wie hthere Thrombomodulinkonzentra-
tionen es tun), deshalb kam diese Konzentration in den ndchsten Experimenten zum Einsatz, um

die Aptamerwirkung auf diese Thrombomodulineinfliisse darzustellen.

Es wurden zwei halblogarithmische Aptamerverdiunnungsreihe angelegt, mit einer maximalen
finalen Aptamerkonzentration von 666 nM. Eine Aptamerverdiinnungsreihe erfolgte in defibrini-
siertem Plasma und die zweite in defibrinisierten Plasma mit 1,3 U/ml Thrombomodulin. Beide
Ansétze liefen parallel mit dem Ziel, die einzelnenen Wirkungen von Antithrombin und Throm-

bomodulin auf die Thrombingenerierung unterscheiden zu kénnen.
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Abb. 32: Darstellung des ETP in Abhangigkeit von der Aptamerkonzentration im direkten Vergleich zwi-

schen Plasma und mit 1,3 U/ml Thrombomodulin versetzten Plasma. Darstellung von Mittelwerten.

Auch diese Experimente zeigen noch einmal mit dem Anstieg des peaks und des ETP in reinem
Plasma die verstarkende Wirkung der Aptamere durch den Schutz vor AT, wie schon in vorheri-
gen Kapitel 3.2.4.1 beschrieben wurde. Das ETP ist, wie aus den Vorversuchen zu erwarten war,

im Leerwert ohne Apamere in Anwesenheit von Thrombomodulin um durchnittlich 500 nM x
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min geringer. Bei steigender Aptamerkonzertration mit Thrombomodulin gleicht sich diese
Thrombomodulin-verursachte Aktivitatsminderung jedoch nicht aus. Basierend auf den Experi-
menten im gereinigtem System (siehe Kap. 3.3.1) hatte man eigentlich erwarten kénnen, dass die
Aptamere die Thrombomodulinwirkung inhibieren und es zu einem Angleich der Aktivitat mit
den Werten in reinem Plasma kommen wirde. Aber die Aptamere verstarken den inhibitorischen
Effekt des Thrombomodulin, so dass das ETP bei HD22 von 1000 auf unter 600 nM x min fallt
und HD1-22 sogar auf unter 250 nM x min senkt. HD1 wirkt sich in groRen Konzentrationen
nicht auf das durch Thrombomodulin verringerte ETP aus.

Die Aptamere blockieren also nicht die thombomodulininduzierte Hemmung von Thrombin, wie
aus dem Experiment 3.3.1. zu erwarten war, sondern verstarken den Effekt der Inhibition. Zu-
néchst sind in Abb. 32 bis 34 die absoluten Werte dargestellt, wérend in Abb. 35 bis 37 die Ver-

suchsergebnisse in Relation zum Leerwert dargestellt sind.
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Abb. 33: Darstellung des peaks in Abhéngigkeit von der Aptamerkonzentration im direkten Vergleich zwi-
schen Plasma und mit 1,3 U/ml Thrombomodulin versetzten Plasma. Darstellung von Mittelwerten.

Ein &hnlicher Effekt wie fur das ETP ist auch flr den peak-Wert zu sehen. Die Aptamere verstar-
ken in hohen Konzentrationen die Thrombomodulinwirkung. Dabei féllt der peak bei 666 nM
HD22 auf die Halfte des Ausgangswertes (von 200 nM auf 100 nM) und bei HD1-22 sogar um
eine Zehnerpotenz (von 100 nM auf 10 nM).
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Abb. 34: Darstellung der lagtime in Abhéngigkeit von der Aptamerkonzentration im direkten Vergleich

zwischen Plasma und Plasma mit 1,3 U/ml Thrombomodulin. Darstellung von Mittelwerten.

Aus diesen Graphiken ist ersichtlich, dass die lagtime in reinem defibrinisiertem Plasma in Ab-
héngigkeit von der Aptamerkonzertration steigt. Dieser Effekt war auch schon im Experiment
unter Kapitel 3.2.4.1 dargestellt. In Anwesenheit von Thrombomodulin ist die lagtime etwas er-
hoht und liegt Uber den Leerwert (ohne Aptamere) im Plasma. HD1 und HD22 verdndern die
lagtime in Anwesenheit von Thrombomodulin nur unwesentlich. Deutlich ist jedoch die Verkiir-
zung der lagtime in Anwesenheit von hohen HD1-22 Konzentrationen auf einen Wert, der deut-
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lich unter dem Leerwert liegt: 1,7 min (66 nM) im Vergleich zu 3,25 min im Leerwert. HD1-22
beschleunigt also in hohen Konzentrationen (in Anwesenheit von Thrombomodulin) die Throm-
binentstehung. Dies ist, auf den ersten Blick, die logische Konsequenz aus der Tatsache, die in
den Experimenten unter Kapitel 3.3.1. schon beschrieben wurde. HD1-22 blockiert die lagtime
verlangernde Thrombomodulinwirkung. Mit der Inhibition von Thrombomodulin durch HD1-22
ist jedoch nicht zu erklaren, dass die lagtime sogar kiirzer als im Leerwert oder auch im reinen

Plasma ist.

Nachfolgend sind noch einmal die lagtime, das ETP und der peak fiir die Aptamerverdinnung-

sreihe im Plasma mit Thrombomodulin dargestellt, dabei ist der Leerwert gleich 1 gesetzt:

1.8

1,4 -

- //"’_’_1/.

1,0 - »
; .
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’ ¥ HD1-22+TM

4D

0,6 1
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lagtime in Relation zum Leerwert
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Abb. 35: Darstellung der lagtime in Relation zum Leerwert (Leerwert ohne Aptamere gleich 1 gesetzt) in
Abhéngigkeit der Aptemkonzentrationen und in Anwesenheit von 1,3 U/ml Thrombomodulin. Darstellung

von Mittelwerten.
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Abb. 36: Darstellung des ETP in Relation zum Leerwert (Leerwert ohne Aptamere gleich 1 gesetzt) in
Abhéngigkeit der Aptemkonzentrationen und in Anwesenheit von 1,3 U/ml Thrombomodulin. Darstellung

von Mittelwerten.
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Abb. 37: Darstellung des peaks in Relation zum Leerwert (Leerwert ohne Aptamere gleich 1 gesetzt) in
Abhéngigkeit der Aptemkonzentrationen und in Anwesenheit von 1,3 U/ml Thrombomodulin. Darstellung

von Mittelwerten.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Die Aptamere HD1 und HD22, welche an die Exosite 1 bzw. Exosite 2 binden kénnen, sowie das
Fusionsaptamer HD1-22, welches an beide Exosites binden kann, sind in der Lage, die Thrombi-
naktivitat zu beeinflussen (siehe Kapitel 3.1.). Diese Wirkung wurde von einer Reihe von Ar-
beitsgruppen bewiesen (Bock et al., 1992; Mdller et al., 2007; Tasset et al, 1997). Die Starke
dieser Inhibition beruht auf der Affinitat und der Bindungsstelle am Thrombin. So ist die Affini-
tat von HD1-22 gegenliber HD1 10-mal starker und gegenliber HD22 4-mal so stark (Muller et
al., 2008).

In dem Experiment im Kapitel 3.1 (Einfluss der Aptamere auf die amidolytische Thrombin-
Aktivitdt) konnte auch ein Abfall der amidolytischen Aktivitat von Thrombin durch die Anwe-
senheit der Aptamere dargestellt werden. Die Fahigkeit, die amidolytische Thrombinaktivitét zu
beeinflussen, konnte bei einer Reihe von synthetischen und physiologischen Stoffen, die an die
beiden Exosites binden, beobachtet werden (Duffy et al., 1997; Liu et al., 1991; Pospisil et al.,
2003; Verhamme et al., 2002). In neueren Veroffentlichungen konnte jetzt gezeigt werden, dass
die Bindungen an den Exosites zu allosterischen Konformationsanderungen innerhalb des
Thrombinmolekdls fiihren, welche sich von den Exosites auf das Aktive Zentrum auswirken, aber
auch zwischen den beiden Exosites vorherrschen (Di Cera,E. 2008; Petrera et al, 2009; Pineda
et al., 2004; Sabo et al., 2006). Die Aptamere wirken also nicht, wie zu erwarten gewesen ist, nur
auf die Bindungspartner der gleichen Exosite, sondern kénnen sowohl auf das Aktive Zentrum als

auch auf die gegentiberliegenden Exosite Einfluss nehmen.

Die Aptamere wirken also in erster Linie tber eine Blockierung der Exosite-vermittelten Bindung
der Gerinnungsfaktoren und dartber hinaus durch eine Konformationsanderung innerhalb des

Zielmolekuls Thrombin. Diese molekulare Strukturdnderung wird im néchsten Kapitel diskutiert.
4.2 Inhibibition der amidolytischen Thrombinaktivitat

Eine mogliche Erklarung fir die Beeinflussung des Aktiven Zentrums durch eine Anlagerung an
den Exosites besteht in der Induktion einer allosterischen Umlagerung innerhalb des Thrombin-

molekuls, die sich zwischen den beiden Exosites und zwischen den Exosites und dem Aktiven
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Zentrum auswirkt, wodurch die Bindungsfahigkeit des Thrombins mit anderen pro- und antikoa-
gulatorischen Stoffen als auch die amidolytische Aktivitat direkt beeinflusst wird. Eine alloster-
ische Umlagerung innerhalb des Thrombins ist bis jetzt fur die Bindung von PAR1 (protease-
activated receptor) an der Exosite 1 mittels Crystallograpischen Methoden nachgewiesen, welche
ein Wegdrehen eines surface loops aus dem Aktiven Zentrum bewirkt (Gandhi et al., 2008). Dar-
uber hinaus ist der Mechanismus der gegenseitigen Beeinflussung der Exosites und der Beeinf-
lussung des Aktiven Zentrums noch nicht geklért, es gibt jedoch eine Reihe von strukturellen und
funktionellen Beobachtungen, die die Theorie der allosterischen Umlagerung starken. Diese sol-

len im folgenden Abschnitt kurz dargestellt werden.

Es ist nachgewiesen, dass eine allosterische Verbindung zwischen Exosite 1 und der Na™ Bin-
dungsstelle besteht (Di Cera, 2008; Pineda et al., 2004). Na" ist ein allosterischer Effektor, der
die proagulatorische und antikoagulatorische Funktion des Thrombins beeinflusst. Eine alloster-
ische Verbindung kann Uber eine Reihe von Tryptophan-Aminosauren im Inneren des Throm-
binmolekiils nachgewiesen werden, welche die Exosite 1 mit der Na* Bindungsstelle verbinden.
Eine Verbindung zwischen der Na* Bindungsstelle, dem Aktiven Zentrum und der Exosite 2
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Petrera et al., 2009). In einer Untersuchung der Kris-
tallinen Struktur des Thrombinmolekdls konnte bei der Anlagerung von gamma-Peptiden an die
Exosite 2 zusatzlich hydrophobe Wechselwirkungen an einer Tasche in der unmittelbaren Nahe
der Na" Bindungsstelle nachgewiesen werden (Pineda et al., 2007). Diese gamma-Peptide sind
anionische Fragmente einer Fibrinogenvariante, die mit hoher Affinitdt an Thrombin binden. Da
die Na" Bindungstelle einen globalen Effekt auf die Thrombinstruktur hat, ist davon auszugehen,
dass das allosterische Zentrum und die Na* Bindungstellen auch durch Liganden der Exosite 2
moduliert werde kénnen (Di Cera, 2008). Ein weiteres Argument fur die allosterische Verbin-
dung zwischen den Exosites zeigen NMR (Nuclear magnetic resonance) Studien, in denen die
Bindung durch gamma-Peptide an Exosite 2 die Exosite 1 modifizieren (Sabo et al., 2006).

Ein weiterer Beweis fur die allosterische Verbindung zwischen Exosite 1 und 2 konnte mit Hilfe
von funktionellen Tests fur folgende Liganden erbracht werden: Heparin, F2 (ein RNA Aptamer)
(Carter et al., 2005; Long et al., 2008) und HD22, siehe Abb. 11 und (Mdiller et al. 2008; Petrera
et al., 2009), die alle die Bindungseigenschaften der Exosite 1 beeinflussen kdnnen.

In dieser Arbeit konnte nun die verminderte Bindung von Thrombomodulin an die Exosite 1



84

durch die Anlagerung von HD22 an Exosite 2 beschrieben werden (siehe Abb. 24). Petrera konn-
te mit dem RNA Aptamer F2 zeigen, dass eine Bindung dieses Aptamers an der Exosite 2 eine
Abspaltung eines Hirudin-abgewandelten Peptids von der Exosite 1 bewirkt (Petrera et al.,
2009).

Beweise, dass diese allosterische Modulation auch in umgekehrte Richtung funktioniert, ndmlich
von Exosite 1 zu der Exosite 2, ergibt sich aus den im Kapitel 3.2.2 (Abb. 11) dargestelleten Ex-
perimenten, bei denen HDL1 in der Lage war, die AT-vermittelte Inhibition der amidolytischen
Thrombinaktivitat, die durch Heparin, welches an der Exosite 2 bindet, beschleunigt wird, um
17 % zu blockieren. Des Weiteren beschreibt Pospisil eine Reduktion der Fahigkeit, gamma-

Peptid an Exosite 2 zu binden, wenn Liganden an die Exosite 1 binden (Pospisil et al., 2003).

Die Mdglichkeit, dass die Aptamere mit ihrer Bindung an einer Exosite die Anlagerung an das
Aktive Zentrum oder die gegeniiberliegenden Exosite durch ihre rdumliche Struktur behindern
und nicht Gber eine intramolekulare Konformationsédnderung, ist durch die bisherigen funtionel-
len und strukturellen Untersuchungen als unwahrscheinlich anzusehen (Kim et al. 2008; Pertrera
et al., 2009; Pineda et al. 2007).

Die Blockierung der Exosites durch die Anlagerung der Aptamere behindert einerseites also die
Bindungspartner des Thrombins, andererseits beeinflusst sie aber auch die amidolytische Aktivi-
tat. Dies musste sich eigentlich auch in einem Thrombingenerierungs Assay auswirken, indem es
zu einem Abfall des ETP in Anwesenheit der Aptamere kommt. Das ETP stellt hier einen Wert
fur die Thrombingenerierung und Aktivitdt des Thrombins Uber einen bestimmten Zeitraum dar.
Die zu erwartenden hemmenden Effekte der Aptamere, die in einem Abfall des ETP zu sehen
waéren, bleiben aber, wie in Kapitel 3.2.4.1 gezeigt wird, aus und es kommt sogar zu einem Ans-
tieg des ETP um das 3,4-fache in der Anwesenheit von HD1-22.

Die TGA Experimente wurden im Plasma durchgefiihrt. Da es im Plasma eine Reihe von Fakto-
ren gibt, die sowohl proagulatorisch, wie zum Beispiel Faktor Va und Vllla, als auch antikoagu-
latorisch (Antithrombin, Heparin-Kofaktor Il) auf Thrombin wirken, ist die naheliegende Erkla-
rung, dass die Aptamere die Wirkung dieser Faktoren an Thrombin beeinflussen. Da die
Aptamere die Bindungsstelle (Exosite 1 und 2) der meisten Faktoren blockieren (Adams, 2006;
Kretz, 2006), ist die einzige Mdglichkeit der ETP Steigerung in einer Blockade der antikoagulato-

rischen Faktorenwirkung auf Thrombin zu sehen. An erster Stelle ist hier Antithrombin als irre-
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versibel hemmender Gegenspieler zu nennen (Pike et al., 2005). Dass die Blockade der irrever-
siblen AT-Hemmung durch die Aptamere fir die ETP-Verlangerung und peak-Erhohung verant-

wortlich ist, soll in den nachsten Kapitlen beschrieben und diskutiert werden.

4.3 Die modulierende Aptamerwirkung auf die Antithrombin-

Thrombin Interaktion
4.3.1 Blockierung der AT Inhibition

Antithrombin interagiert mit dem Aktiven Zentrum des Thrombins und fiihrt so letztlich zu einer
irreversiblen Hemmung des Enzyms. AT wirkt dabei wie ein Pseudosubstrat, welches zundchst
von der Serinprotease als Substrat erkannt wird und so reversibel mit dem Aktiven Zentrum in
Kontakt tritt. Fur die Erkennung des Substrates und der Interaktion am Aktiven Zentrum ist der
»reactive site loop“ (RSL) des AT verantwortlich. Durch die nun folgende Spaltung einer Amino-
sauresequenz innerhalb des RSL des AT-Molekils wird AT in einem sogenannten Michaelis-
komplex fixiert. In einem zweiten Schritt ensteht dann eine kovalente Esterbindung zwischen
beiden Molekilen (Pike et al., 2005). In den Experimenten unter Kapitel 3.2.2, (Abb. 9) ist zu
erkennen, dass der inhibitorische Effekt des AT vorwiegend in Anwesenheit der Aptamere ge-
schwécht wird und 10 nM HD1-22 in der Lage ist, eine Steigerung der verbleibenden amidolyti-

schen Thrombinaktivitat von 30 % in dem beschriebenen Testansatz zu erreichen.

Die Fahigkeit der Aptamere, die AT-Bindung an Thrombin zu beeinflussen, obwohl sie unter-
schiedliche Bindungsstellen innerhalb des Molekiils besitzen, leitet sich aus den oben beschriebe-
nen allosterischen Veranderungen innerhalb des Thrombinmolekils her. Die allosterischen Um-
lagerungen beeinflusst also nicht nur die amidolytische Aktivitat im Aktiven Zentrum, sondern
auch die Bindung des Aktiven Zentrums mit anderen Molekilen. Dabei sind die Effekte an der
Exosite 1 durch HD1 geringer ausgeprégt. In Kombination mit den Ergebnissen aus den Experi-
menten unter Kapitel 3.1, in denen HD1 das Aktive Zentrum in seiner amidolytischen Funtktion
geringer beeinflusst als HD22, liegt die Vermutung nahe, dass das Aktive Zentrum stérker durch
die Bindung eines Liganden an die Exosite 2 beeinflusst wird als dies bei einer Bindung an Exo-
site 1 der Fall ist. Dies trifft sowohl fur die amidolytische Aktivitét als auch fur die Bindungsfa-

higkeit des AT am Aktiven Zentrum zu.

Eine weitere Erklarung fiir die Uberlegene Wirkung von HD22 gegenlber HD1 kénnte sich aus
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der Vermutung von Miller et al. ergeben: 2008 interpretierten sie die Blockierung der AT Wir-
kung an Thrombin (durch die Aptamere) als eine direkte Beteiligung der Exosite 2 an der Bin-
dung von AT an Thrombin. Hier wiirde HD22 also nicht (ber eine allosterische Konformation-
sanderung die AT Inhibition an Thrombin beeinflussen, sondern (ber eine direkte Blockade der
Exosite 2 (Mdiller et al., 2008).

4.3.2 Die Rolle des Heparins

Unfraktioniertes Heparin bindet an die Exosite 2 von Thrombin (Adams, 2006) und verstarkt die
AT Wirkung um das 1000-fache, indem es die Komplexbildung unterstitzt (Nutescu et al., 2008).
Diese Komplexbildung wird durch zwei Mechanismen bewirkt: Erstens bindet Heparin an AT
und induziert eine Konformationanderung, bei der der RSL des AT besser zuganglich fir das
Aktive Zentrum des Thrombins wird und zweitens kann Heparin Uber einen Template Mecha-
nismus eine direkte molekulare Briicke zwischen Thrombin und AT bilden. In dem Experiment in
Kapitel 3.2.2. (siehe Abb. 11) wurde deutlich die tberlegene Wirkung von HD1-22 gegenuber
der von HD1 und HD22 dargestellt; hier zeigte sich eine Steigerung der verbleibenden amidoly-
tischen Thrombinaktivitat von bis zu 90 %. HD22 kann, mit der Blockade der Exosite 2, die AT
verstarkende Heparinwirkung um tiber 80 % aufheben. Die Uberlegenheit von HD1-22 ergibt
sich aus der direkten Bindung der HD22-Doméne an Exosite 2, welche die Heparinbindung be-
einflusst und der im Vergleich zu HD22 hoéheren Bindungsaffinitdt an Thrombin. HD1 flhrt in
Anwesenheit von Heparin ebenfalls zu einer Steigerung der verbleibenden amidolytischen
Thrombinakititat (siehe Abb. 8 und Abb. 11). Wie in Abb. 8 zu sehen ist, betragt diese Aktivitats-
steigerung ohne Heparin etwa 5 %, wohingegen in Anwesenheit von Heparin etwa 20 % mehr
Aktivitat (im Vergleich zum Leerwert ohne Aptamere) erreicht werden kann (Abb. 11). Obwonhl
HD1 also an der Exosite 1 bindet, ist es trotzdem in der Lage, die durch Exosite 2 vermittelte
Heparinwirkung zu modulieren. Dies konnte ein Hinweis flr die allosterische Konformationsén-
derung, ausgehend von Exosite 1 auf Exosite 2, sein, welche die Heparinbindung verhindert. Die
modulierende Wirkung auf die Exosite 2 durch die Bindung an die Exosite 1 ist auch schon fur
die verminderte Bindung von gamma-Peptiden an der Exosite 2 in Anwesenheit von Exosite 1
Liganden bewiesen worden (Pospisil, 2003). Dies ware ein weiterer Hinweis fur eine intramole-
kulare Verbindung zwischen den Exosites, die sowohl von Exosite 2 auf Exosite 1 wirkt, wie

auch in umgekehrter Richtung.
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4.3.3 Die Rolle der Phosholipide

Im nédchsten Untersuchungsschritt wurde nun das Puffersystem um eine Komponente erweitert,
um so den physiologischen Begebenheiten nédher zu kommen. Phospholipide sind wichtige Ko-
faktoren, die fur die Bindung der Gerinnungsfaktoren und die Komplexbildung (z.B. Exogene
Tenase) von Bedeutung sind; so werden sie zum Beispiel von aktivierten Thrombozyten sezer-
niert, binden Ca®* lonen und sorgen so fiir eine Konzentrierung der Gerinnungsfaktoren am Ort
der Endothelschadigung (Morrissey, 2001). Aber auch die Bindungseigenschaften der Aptamere
HD1 und HD1-22 an Prothrombin werden durch die PL verbessert (Mdiller et al., 2008). Wie aus
dem Experiment, dargestellt unter Kapitel 3.2.2 (siehe Abb. 10), ersichtlich wird, haben die PL
auf die AT Blockierung durch die Aptamere keinen groRen Einfluss. Ist jedoch Heparin an der
Thrombininhibition beteiligt, zeigte die Anwesenheit von PL im Reaktionsansatz auffallige Un-
terschiede (siehe Abb. 13) im Vergleich zu den Testansétzen ohne PL. Die PL verstarken die he-
parinunterstiitze AT Wirkung, was in einem Aktivitatsabfall des Thrombins im Experiment zu
erkennen ist. Da dieser Effekt ohne Heparin nicht ausgepragt zu erkennen war, missen also die
PL die Heparineigenschaften verstarkend beeinflussen. Ein weiterer Hinweis, dass die Heparin-
wirkung durch PL beeinflusst wird, beschrieben auch Walker und Esmon. Sie konnten zeigen,
dass die hemmende Wirkung von Heparin auf die Prothombinaktivierung in Abwesenheit von PL
nicht stattfindet. Heparin ist also in der hemmenden Wirkung der Prothrombinaktivierung auf PL
angewiesen (Walker und Esmon, 1979). Es ist aber mit der durchgefiihrten Versuchsreihe nicht
eindeutig zu erklaren, ob die Phospolipide die Bindungsféhigkeit von Heparin an Thrombin ver-

bessern oder die PL zu einer verbesserten Interaktion zwischen Heparin und AT beitragen.
4.4 Zeitabhangige Aptamerwirkung

Miller et al. konnten nachweisen, dass die Verbesserung der Affinitdt des Fusionsaptameres in
erster Linie durch die kleinere off-rate zustande kommt (Mdiller et al., 2008). Diese off-rate ist bei
HD1-22 rund zehnmal kleiner als bei HD1 und zweimal kleiner als bei HD22. HD1-22 hat aul3er-
dem eine zweifach hohere on-rate als HD22 und etwa dieselbe on-rate wie HD1. Ein Grund flr
die bessere Wirkung des Fusionsaptamers liegt also in der langeren Bindungszeit, die das Apta-
mer mit Thrombin eingeht, bevor es wieder abdissoziiert. Zur Ermittlung der on- und off-rate
verwendeten Miiller et al. das surface plasmon resonance (SPR) Verfahren (Muller et al., 2008).

In dem Versuch unter Kapitel 3.2.3. (Aptamer-vermittelte Blockierung der Inhibition von
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Thrombin in Abhédngigkeit der Zeit), konnte dieser Effekt in einem funktionellen Test bestatigt
werden. Hier zeigte sich die Auswirkung der geringeren off-rate durch eine Verlangerung des
Zeitintervalls, in dem die Aptamere einen Effekt auf die Blockierung des AT haben. HD1-22
kann zehnmal langer als HD1 und doppelt so lange wie HD22 die AT-Wirkung blockieren.
Insgesamt konnten 60 nM HD1-22 bei einer HWZ von 4,5 Minuten die AT Wirkung 20 Minuten
beeinflussen. Auch im Plasma ist die Stabilitat der Aptamer-Thrombin Komplexe im zeitlichen
Verlauf darstellbar und bestatigt die Ergebnisse aus den SPR Versuchen: Im TGA Versuch unter
Kapitel 3.2.4.1 ist die kleine off-rate des HD1-22 verantwortlich fir die Verldngerung der start
tail Zeit und ermoglicht es so, wesentlich hohere ETP Werte zu erreichen, indem AT bis zu 30

Minuten wirkungsvoll durch HD1-22 blockiert wird.

Es konnte also gezeigt werden, dass die Aptamere die amidolytische Aktivitdt des Thrombins
beeinflussen  kdnnen. Dieser Aktivitatsverlust ist allem Anschein nach auf eine
Konformationsanderung innerhalb des Thrombinmolekuls zurtickzufuhren. Des Weiteren konnte
im Puffersystem gezeigt werden, dass die Aptamere, obwohl sie an unterschiedlichen Exosites
der Thrombinoberflache binden, die Konformation des Thrombins so beeinflussen kdnnen, dass
AT und Heparin in ihrer gemeinsamen Rolle als irreversibler Inhibitor des Thrombins behindert
werden. Entscheidend fir die AT Blockierung durch die Aptamere ist dabei die
Dissoziationskonstante (Kp), denn auf Grund der irreversiblen Inhibition Thrombins durch
Antithrombins ist entscheidend, wie hoch die Affinitat zwischen Aptameren und Thrombin ist,
denn alles freie Thrombin wird sofort durch AT irreversibel inhibiert (Pike et al., 2005). Die Kp
zwischen Thrombin und HD1-22 betréagt 0,65 nM, fur HD1 7,1 nM und fir HD22 2,4 nM (Muller
et al.,, 2008). Umso hoher die Gleichgewichtskonstante ist, desto mehr Thrombin liegt in

undissozierter Form vor und kann von AT inhibiert werden.
4.5 Aptamerverhalten im Plasma

Die bisherigen Experimente wurden in gereinigtem System (TBS-Puffer) an bereits aktivem
Thrombin durchgefiihrt. Es konnte die direkte Beinflussung der Aptamere auf die amidolytische
Aktivitat, die Beeinflussung der AT- und Heparinbindung an Thrombin und die Stabilitat der
Aptamer-Thrombin-Komplexe charakterisiert werden. Im Folgenden wurde das Testsystem er-
weitert, indem die Aptamere in Plasma getestet wurden. Der TGA eignet sich hierfiir gut, um die
unterschiedlichen Aspekte der Thrombingenerierung, der amidolytischen Thrombinaktivitat und

der Thrombininhibition zu beschreiben. Die Experimente im TGA beschreiben also nicht nur die
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amidolytische Thrombinaktivitat, sondern geben Auskunft tber die drei Teilschritte, der Throm-
binaktivierung, den zeitlichen Verlauf des Aktivitatsgrades und schlie3lich der Inaktivierung des

Thrombins. Diese drei 3 Teilschritte werden in dem néchsten Kapitel gesondert diskutiert.
4.5.1 Einfluss der Aptamere auf die Thrombinaktivierung im Plasma

Die Thrombingenerierung wird im TGA durch die Parameter lagtime und ttpeak charakterisiert.
Die lagtime beschreibt die Zeit, die, von dem Start der Reaktion bis zu dem ersten Signal (Subs-
tratumsatz durch entstandenes Thrombin) vergeht und die ttpeak beschreibt die Zeit von Start bis
zum Erreichen des maximalen Substratumsatzes (peak). Auswirkung auf diese Zeit haben folgen-
de Faktoren: Die beiden Aptamere HD1 und HD1-22 kénnen an die Pro-Exosite 1 des Prothrom-
bins binden und es in seiner Aktivierung hemmen (Kretz et al., 2006). Der positive Feedback-
Mechanismus (iber die Faktoren V und VIII, die an Exosite 1 und 2 binden, kann durch die Ap-
tamere ebenfalls unterbunden werden und so ebenfalls eine VVerzégerung der lagtime und ttpeak
bewirken (Adams et al., 2006). Schlie3lich kénnen die Aptamere selber Thrombin in der amido-
Iytischen Aktivitat blockieren (Miller et al., 2008). In den TAT Elisa Versuchen (Kapitel 3.2.4.2)
ist in den ersten 4 Minuten kein Signal der TAT Komplexe nachzuweisen, demzufolge hat AT
keinen Einfluss auf die lagtime (evtl. ist der Versuch aber auch nicht sensibel genug, um die ge-
ringen TAT-Komplexe nachzuweisen). Die Hemmung der proteolytischen Aktivitdt Thrombins
durch D-Dimere (Nesheim et al., 2001) hat in diesem Experiment auch keine Auswirkung, da
defibrinisiertes Plasma verwendet wurde und es dementsprechend nicht zu einer Bildung von D-
Dimeren kommen konnte. Die Verlangerung der lagtime, die nur gering bei HD1 und HD22 aus-
geprégt ist, dafur aber stark bei HD1-22 (mit einer Verlangerung von etwa 4 Minuten), kann also

auf verschiedene Griinde zurtickzufihren sein:

Die direkte Blockierung von Prothrombin durch HD1 und HD1-22 ist bereits beschrieben worden
(Kretz et al., 2006; Mdller et al., 2008), dieser Effekt kann aber nicht alleine fir die verlangerte
lagtime verantwortlich sein, da HD22, welches nicht an Prothrombin binden kann, einen starkere
Verlangerung bewirkt als HD1. Die Verhinderung des positiven Feedback-Mechanismus Uber die
Faktoren V und VIII, wie bei Miller et al. beschrieben, ist sehr wahrscheinlich, auch wenn sie
mit dem Versuchsaufbau nicht direkt bewiesen werden kann. Die Inhibition der Thrombinaktivi-
tat durch die Aptamere selber ist ein weiterer Aspekt, der mit Sicherheit eine Rolle spielt, wenn
man die Inhibition der amidolytische Thrombinaktivitat um tber 50 % durch HD1-22 bedenkt,



90

wie unter Kapitel 3.1 aufgezeigt werden konnte (siehe auch Abb. 6).

Zusammengefasst kann man sagen, dass die Verlangerung der lagtime und der ttpeak, die fir
HD1-22 sehr stark ausgepragt ist, durch die Kombination der Blockierung der Prothrombinakti-
vierung zu Thrombin, der direkten Aktivitatsinhibition des Thrombins und der Unterbindung des
positiven Feedbackmechanismus tber die Faktoren V und VIII zustande kommt. Welcher dieser
drei Faktoren hier die grof3te Bedeutung hat, ist mit den durchgefiihrten Versuchen nicht nachzu-

weisen.

Die lagtime steigt bei allen Aptameren konzentrationsabhangig an, die ttpeak bleibt allerdings bei
HD1 und HD22 gleich und steigt nur bei HD1-22 auf das Doppelte. Das absolute Fehlen jeglicher
Verlangerung der ttpeak Zeit durch HD22 bedeutet, dass der direkte inhibitorische Effekt der
Aptamere nicht flr die langsamere Thrombinaktivierung verantwortlich ist, denn HD22 kann die
amidolytische Thrombinaktivitat um ber 50 % blockieren (siehe Abb.6) und trotzdem steigt die
Aktivitat bis zum peak gleich schnell an wie im Leerwert. HD1-22 mit einer Blockade von 60 %
verdoppelt die ttpeak jedoch. Eine mogliche Erklarung ist die Blockierung beider Exosites durch
HD1-22, die beide fiur die Aktivierung der Faktoren V und VIII bendtigt werden. Die Blockie-
rung von nur einer Exosite, wie es durch HD1 oder HD22 geschieht, reicht anscheinend nicht aus,

um den positiven Feedbackmechanismus entscheidend zu verzdgern.
4.5.2 Einfluss der Aptamere auf die Thrombinaktivitat im Plasma

Der peak Wert, als Charakteristikum fir die maximale Thrombinaktivitat, ist in der Anwesenheit
von HD22 und HD1-22 etwa gleich erhoht (siehe Abb. 20), auch wenn der peak durch HD1-22
5 Minuten spater erreicht wird. Die Thrombinaktivitdt musste eigentlich durch die Aptamere in-
hibiert werden. Betrachtet man die ttpeak Zeiten der Aptamere im TAT-Elisa (siehe Abb. 23),
dann wird deutlich, dass HD22 keine Verminderung der TAT-Komplexe im Vergleich zum
Leerwert bei 5 Minuten erreicht und trotzdem den peak-Wert erhoht. HD1-22 verdoppelt wie
HD22 den peak und kann, wie die TAT-Komplexe zeigen, die AT Bindung an Thrombin beeinf-
lussen. Die Aktivitatssteigerung des Thrombins in Anwesenheit von HD22 ohne eine Beeinflus-
sungs der AT-Bindung an Thrombin lasst auf andere inhibitorische Faktoren schlieen, die auf
die Thrombinaktivitat wirken, aber durch die Aptamere inhibiert werden. Um hier abschlieRende
Aussagen machen zu kénnen, waren weitere Untersuchungen durchzufuhren. So kdnnte der He-

parinkofaktor Il, der in vivo fur etwa 20-30 % der Thrombin Inhibition verantwortlich ist, eine
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wichtige Rolle spielen. Dieses Serpin, in seinem Aufbau dem AT dhnlich, bindet Giber hydropho-
be Wechselwirkungen an die Exosite 1 des Thrombinmolekdls (Potzsch und Madlener, 2002).

4.5.3 Einfluss der Aptamere auf die Thrombininhibition im Plasma

Das deutlich erhéhte ETP unter HD1-22 Einfluss (siehe Abb. 21) ist mit einer héheren Thrombi-
naktivitat zu erklaren, die Uber einen langeren Zeitraum wirken kann (siehe Abb.22). Dies ist ein
Ausdruck der Blockierung der AT Bindung an Thrombin.

HD22 hat in etwa die gleiche maximale Aktivitat (peak) wie unter HD1-22 Einfluss, es disso-
ziiert aber (auf Grund der hohen off-rate) schneller aus dem Aptamer-Thrombin-Komplex, so
dass AT das Thrombin irreversibel hemmen kann. Im Puffersystem kann HD1-22 auch bei sehr
hohen AT-Konzentrationen Thrombin 20 Minuten vor einer Inhibition schitzen (siehe Abb. 14).
Im Plasma ist dieser Schutz vor AT bis zu 30 Minuten erkennbar. Der Beweis, dass HD1-22 das
ETP vergroRert, indem es Thrombin vor der AT-Inhibition schitzt, wird in Kapitel 3.2.4.2 erb-
racht. Die TAT-Komplex-Entstehung kann durch HD1-22 in einem Zeitraum zwischen 5 und 25
Minuten deutlich verhindert werden. Der Effekt ist fir HD22 und HD1 nicht eindeutig zu erken-

nen und beide Aptamere haben auch keinen Einfluss auf die start tail Zeit.

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die Aptamere HD1 und HD22 -und in der
Wirkungsstarke noch uberlegen- das Fusionaptamer HD1-22, die Thrombineigenschaften im
Plasma modifizieren. Dabei wird dessen Aktivierung verzdgert, die maximale amidolytische Ak-
tivitat gesteigert und die irreversible Inhibition durch AT fiir einen gewissen Zeitraum verhindert,
(Mller et al., 2008). In diesen Effekten ist das Fusionsaptamer den beiden Aptameren HD1 und
HD22 (iberlegen. Die Aktivitdt von Thrombin wird insgesamt nicht verringert. Die Aptamere
inhibieren die amidolytische Aktivitat im gereinigtem System, aber in Anwesenheit von anderen
Gerinnungsfaktoren im Plasma verldngern sie auch den Zeitraum, in dem das Thrombin aktiv ist,
indem sie das Thrombin vor der AT-Inhibition schitzen; dies resultiert in einem vergroRerten
ETP.

4.6 Die Aptamerwirkung auf die Thrombomodulin-Thrombin Inter-

aktion

Die bisherigen Experimente haben den Einfluss der Aptamere auf die direkte amidolytische

Thrombinaktivitat und auf die AT Blockierung nachgewiesen. Im Plasma und in vivo auch zell-
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gebunden befindet sich noch ein weiterer GroRteil aller Gerinnungsfaktoren und pro- und anti-
koagulatorisch wirksame Faktoren. Es liegt also nahe, dass noch weitere Faktoren der Gerin-
nungskaskade in ihrer Bindung an Thrombin durch die Aptamere beeinflusst werden. Aus diesem
Grund sollte mit der néchsten Versuchsserie die Beeinflussung der Aptamere auf die Thrombin-
bindung an Thombomodulin untersucht werden. Ausgewéhlt wurde fir diese Arbeit das Throm-
bomodulin, weil in den letzten Jahren vermehrt die Bedeutung des Protein C Systems in inflama-
torischen Prozessen bekannt geworden ist (Bernard et al., 2001) und die Behandlung mit
aktivierten Protein C im Falle einer Sepsis und zerebralen Ischdmie eine neue Interventionsmog-
lichkeit darstellt (Guo et al., 2004). Somit ist die Funktion der Aptamere auf dieses System si-

cherlich von besonderer Bedeutung.

4.6.1 Einfluss der Aptamere auf die Thrombomodulin-Thrombin-Bindung

Das Experiment unter Kapitel 3.3.1 stellt den Effekt aller Aptamere auf den APC Substratumsatz
dar, der Ausdruck der Protein C-Aktivierung ist und somit Rickschlisse auf die Thrombin-
Thrombomodulinbindung méglich macht. Hierbei zeigt HD1-22 mit einem ICso Wert von 4,17
nM seine Uberlegenheit gegeniiber den anderen Aptameren in der Beeinflussung der Thrombin-
bindung an Thrombomodulin, was in Abb. 24 durch den APC-Substratumsatz dargestellt ist. Die
Tatsache, dass HD22 besser die Thrombinbindung an Thrombomodulin blockiert (ICso = 40 nM),
als HD1 (I1Cso = 382 nM), welches mit der Exosite 1 die gleiche Bindungsstelle hat wie Throm-
bomodulin, ist auf den ersten Blick erstaunlich, aber durch den Effekt der allosterischen Umlage-
rung zu erkléaren, wie auch von Petrera im Zusammenhang mit Fibrinogen bewiesen wurde (Pet-
rera et al., 2009). Die Aptamere konnen also die Thrombinbindung an Thrombomodulin
unterschiedlich stark beeinflussen. Wie aus den vorhergehenden Experimenten zu erwarten war,
hat HD1-22 hier die beste Wirkung gezeigt. HD22 konnte die Thrombin-Thrombomodulin-
Bindung jedoch starker blockieren als HD1, obwohl HD1 die gleiche Bindungsstelle wie Throm-
bomodulin hat. Dies ist mit der htheren Affinitat an Thrombin (Muller et al., 2008) und der allos-

terischen Umlagerung innerhalb des Thrombinmolekdls zu erklaren (Petrera et al., 2009).
4.6.2 Zeitabhangige Aptamerwirkung

Der zeitliche Verlauf, der im Experiment unter Kapitel 3.3.2. untersucht wurde, zeigt eine
Abnahme der Aptamerwirkung mit zunehmender Inkubationszeit. Nach 30 Minuten kénnen die

Aptamere aber noch immer die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin beeinflussen, im
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Gegensatz zu der AT Wirkung, die nach 20 Minuten schon keinen Effekt der Aptamere mehr
erkennen lasst. Dieser Effekt ist mit der irreversiblen Inhibition von Thrombin durch AT zu
erklaren. Im Falle des Thrombomodulins dissoziieren die Aptamere von Thrombin ab und
ermdglichen eine Bindung von Thrombin an Thrombomodulin, wodurch Protein C aktiviert
werden kann. Auf Grund der reversiblen Bindung von Thrombin an Thrombomodulin 1613t sich
dieser Komplex (Rezaie et al., 1998) und macht erneut Platz fiir die kompetitive Hemmung durch
die Aptamere. Die Starke der Bindungsaffinitat zwischen den Aptameren und Thrombin spiegelt
sich auch in diesen Ergebnissen wieder. HD1-22 mit einer Kp von 0,65 nM zeigt als einziges

Aptamer keinen Wirkungsverlust im Laufe von 30 Minuten.

Zusammenfassend ist zu sagen, das die Aptamere die Thrombinanlagerung an Thrombomodulin
wirkungsvoll beeinflussen, wobei diese Blockade bei HD1 durch eine direkte Besetzung der Bin-
dungsstelle entsteht und HD22 eine allosterische Veranderung innerhalb des Thrombinmolekil
bewirkt, welches die Fahigkeit der Thrombomodulinbindung behindert. Auch in diesem Testan-
satz ist die Uberlegene Wirkung des Fusionsaptameres zu erkennen, die sich aus den besseren

Bindungseigenschaften und der simultanen Blockade beider Exosites erkléaren 1aR3t.
4.6.3 Thrombomodulin Wirkung im Plasma

Um den Effekt der Thrombomodulinwirkung und deren Beeinflussung durch die Aptamere im
Plasma darzustellen, wurden TGA Versuche durchgefiihrt. Zunéchst wurde die alleinige Wirkung
von Thrombomodulin auf die TGA-Parameter (lagtime, ttpeak, peak, ETP und start tail) unter-
sucht. Dies geschah mit einer Thrombomodulin Verdiinnungsreihe (siehe Kapitel 3.3.3). Aus den
Ergebnissen ist ersichtlich, dass Thrombomodulin nicht alle Parameter beeinfluf3t. Die ttpeak und
die start tail Zeit werden nicht eindeutig verandert. Die lagtime verlangert sich nur moderat. Das
ETP und der Peak nehmen jedoch stark ab.

Die Erklarung dieser Phdnomene ergibt sich aus folgender Konstellation: Kommt es zu einer
Bindung von Thrombomodulin an die Thrombin Exosite 1, dann verandert sich die Substratspezi-
fitat des Thrombins, es wird also weniger Fibrinogen gespalten, dafur aber ein negativer Feed-
back-Mechanismus Uber Protein C aktiviert, welcher die Thrombinaktivierung hemmt (Sadler,
1997). Die Bindung von Thrombomodulin an Thrombin bewirkt also eine Aktivierung von Pro-
tein C, welches den aktivierten Faktor Va und (in Zusammenarbeit mit Protein S und Faktor Vac)
Faktor VIlla inaktiviert (Dahlback und Villoutreix, 2005). Faktor Va und Vllla sind Kofaktoren,
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welche durch Thombin selbstédndig aktiviert werden und die Trombinaktivierung stark beschleu-
nigen (Rawala-Sheikh et al., 1990). Dieser positive Feedbackmechanismus wird in der Anwesen-
heit von Thrombomodulin und dem Protein C-System abgeschwécht.

Des Weiteren verstarkt Thrombomodulin, im Komplex mit Thrombin, die AT-Inhibition von
Thrombin um das 20-fache (P6tzsch und Madlener, 2002). Die durch die Thrombomodulin ver-
starkte TAFI-Aktivierung (Dempfle, 2007), welche sich in einer Hemmung der Fibrinolyse deut-
lich macht, spielt in diesem Versuch keine Rolle, da defibrinisiertes Plasma verwendet wurde.
Die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin nimmt keinen Einfluss auf die amidolytische

Thrombinaktivitat.

4.6.4 Die kombinierte Wirkung der Aptamere und Thrombomodulin auf

Thrombin

In dem gereinigten System konnte mit den Experimenten unter Kapitel 3.3.1 die inhibitorische
Wirkung der Aptamere auf die Thrombin-Thrombomodulin-Bindung anhand des APC Substrat-
umsatzes dargestellt werden. Dies sollte nun auch im Plasma und in den TGA-Versuchen darges-
tellt werden, indem die Wirkung des Thrombomodulins (verringerte ETP und peak) durch die
Aptamere aufgehoben wird. Dieser Effekt konnte aber in den Experimenten unter Kapitel 3.3.3
nicht dargestellt werden, und die Wirkung der Aptamere, besonders HD22 und HD1-22, verstark-
ten die inhibitorische Wirkung des Thrombomodulins sogar.

Diese synergistische Wirkung durch die Aptamere und Thrombomodulin auf die Inhibition des
Thrombins kdnnte moglichweise auf folgende Phanomene zuriickgefiihrt werden:

Die Exosite 1 und 2 des Thrombins sind bei der Aktivierung von Faktor V und VIII beteiligt
(Adams, 2006). Diese verstarken dann, wie in der Einleitung beschrieben wurde, Uber die Anlage-
rung an den Faktor-X-Aktivatorkomplex (Faktor VIlla) und an die Prothrombinase (Faktor Va)
die Thrombinaktivierung tiber einen positiven Feedback-Mechanismus (Johne et al., 2006; Tans
et al., 1997). Diese Thrombin-eigene Aktivierung der Faktoren V und VI wird vermutlich, ba-
sierend auf den Ergebnissen fur die AT-, Heparin- und Thrombomodulinblockierung, auch hier
durch die Aptamere blockiert.

Zusatzlich werden die aktivierten Faktor V- und VIII- Molekdle durch das Protein C System in-
aktiviert (Dahlback und Villoutreix, 2005). Das einmal gebildete Thrombin hat also keine M&g-
lichkeit, den eigenen positiven Feedbackmechanismus zu aktivieren, da Faktor V und VIII wahr-

scheinlich durch die Aptamere, die die Bindungsstellen am Thrombin blockieren, in lhrer
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Aktivierung gehemmt werden. Zusétzlich werden die aktivierten Faktoren V und VIII durch die
hohe Thrombomodulinkonzentration und damit starken Protein C Aktivitét inaktiviert. Es ergibt
sich also eine verringerte Aktivitdt des Thrombins (erniedrigte ETP und peak) in Anwesenheit
von HD22, HD1-22 und Thrombomodulin.

Eine mogliche Erklarung fir die Beschleunigung der lagtime in Anwesenheit von HD1-22 und
Thrombomodulin ist, dass die Aptamere als GAG-dhnliche Bindungsverstérker zwischen dem
Thrombin-Thrombomodulin-Komplex und dem PCI wirken. So konnte in den Experimenten von
Miiller et al. gezeigt werden, dass ein einzelstrangiges DNA-Aptamer (HS02), welches selektiv
mit einer hohen Affinitat an APC bindet, in der Lage ist, die Bindung des APC mit dem Protein-
C-Inhibitor zu verstarken, &dhnlich wie es Gykosaminoglykane tun (Muller et al., 2009). Dieses
Phanomen wurde auf den anionischen Charakter des Aptamers und den damit einhergehenden
elektrostatischen Wechselwirkungen zurtickgefihrt, die eine Verstarkung der Proteininteraktion

durch das Aptamer bewirken.

Die Tatsache, dass Aptamere die Heparin-Briickenbildung mittels ihres anionischen Charakters
beschleunigen kénnen (Miller et al., 2009) und PCI, im Vergleich zu AT, durch eine eine Reihe
von groflen negativ-geladenen Molekilen (geringe Spezifitat) in seiner Wirkung verstarkt
werden kann (Pratt und Church, 1992), legt die Vermutung nahe, dass das Aptamer HD1-22 mit
der Bindung an Exosite 2 eine anionische Briicke zwischen dem Thrombin-Thrombomodulin
Komplex und dem PCI herstellt, um so eine starkere Bindung zu erzeugen, die sich dann in einer
Hemmung der negativen Feedbackschleife iber Protein C und schlieBlich in einer Verkiirzung
der lagtime niederschlagt, da die Thrombinaktivierung tber Faktor VV und VIII wieder verstarkt
werden kann. Diese heparinartige Wirkung der Aptamere auf die PCI Bindung an den Thrombin-
Thrombomodulinkomplex scheint, den hier ermittelten Ergebnissen zu Folge, fur die AT
Bindung an Thrombin nicht zu gelten. Dies deckt sich mit Aussagen von Pratt und Church, die
fur AT eine hohere Spezifitat der GAG-Erkennung entdeckten (Pratt und Church, 1992).

Dies sind jedoch nur Vermutungen, die mit weiteren Untersuchungen in diesem Bereich abge-

klart werden mussten.
4.7 Die Aptamerwirkungen im Vergleich

Der Vergleich der einzelnen Aptamere und deren Wirkung auf Thrombin lassen folgende
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Schlussfolgerungen zu:

Die Bindung von HD22 an die Exosite 2 beeinflult das Aktive Zentrum und die
gegeniibergelegene Exosite 1 starker durch eine allosterische Umlagerung als es fir HD1 an der
Exosite 1 der Fall ist. Zu sehen ist das an der starkeren Inhibition (im Vergleich zu HD1) der
amidolytischen Thrombinaktivitat durch HD22 (siehe Abb. 6), der starkeren Blockierung der
Inhibition von Thrombin durch AT (siehe Abb. 8) und der stérkeren Blockade der Bindung von
Thrombin an TM (siehe Abb. 24). Daraus lafi3t sich jedoch nicht herleiten, ob das Aptamer HD22
starkere Konformationsdnderungen im Thrombin induziert oder die Exosite 2 eine generell
starkere Beeinflussung auf die Konformation des Thrombinmolekils hat. Ein Argument flr die
generell starke Bedeutung der Exosite 2 fir die Konformation findet sich in der Literatur
beschrieben. Hier wird die Fahigkeit von Heparin und F2 (ein RNA Aptamer an die Exosite 2
bindend), die Exosite 1 beinflussen zu koénnen, beschrieben (Carter et al., 2005; Long et al.,
2008). HD1 zeigt diese Konformationsénderung in abgeschwachter Form auf das Aktive Zentrum
(siehe Abb. 6) und auf die Heparinbindung an Exosite 2 (vergleiche Abb. 12).

Das Fusionsaptamer war in allen Messungen den einzelnen Aptameren in der Wirkung auf das
Thrombin Gberlegen. Dies basiert auf besseren Bindungseigenschaften Ky 0,65 nM im Vergleich
zu 7,1 nM fir HD1 (Maller et al., 2007) und der simultanen Exosite-Blockierung, welche zu ei-
ner effektivieren Blockade der Bindungspartner des Thrombins und zu der Konformationsande-

rung innerhalb des Molekdils flihren.
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5 Zusammenfassung

Thrombin ist ein multifunktionelles Enzym, dem eine zentrale Rolle in der Aktivierung und Re-
gulation der Gerinnungsantwort zukommt. Dazu interagiert es mit verschiedenen makromoleku-
laren Substraten. Auf molekularer Ebene werden diese Interaktionen durch Molekilregionen,
sogenannte Exosites, gesteuert, die in Nachbarschaft zu dem aktiven Zentrum liegen. Die Ent-
wicklung der Aptamere HD1, HD22 und des Fusionsaptamers HD1-22 macht es mdglich, gezielt
die Exosite 1 (HD1) oder 2 (HD22) oder beide Exosites (HD1-22) zu blockieren.

Ziel dieser Arbeit war es, die Aptamerwirkung auf die Bindungseigenschaften von
Antithrombin, Heparin und Thrombomodulin an Thrombin zu untersuchen und die zeitliche Sta-
bilitat der Aptamer-Thrombinkomplexe darzustellen. AuRerdem sollte die Exositeselektivitat der
einzelnen Aptamere genutzt werden, um mdgliche intramolekulare Exosite-Wechselwirkungen

und deren Auswirkungen auf die Thrombinaktivitat zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass alle Aptamere die Bindung von Antithrombin, Heparin und
Thrombomodulin an Thrombin unterschiedlich stark verhindern kénnen. Diese Eigenschaften der
Aptamere werden durch die direkte Blockade der Exosites erzeugt. Es konnte aber auch gezeigt
werden, dass -anders als erwartet- die Bindung der Aptamere HD 1 und HD 22 nicht nur die Bin-
dungspartner der korrespondierenden Exosite beeintrachtigen, sondern auch die nicht unmittelbar
in die Bindung involvierte Exosite und das Aktive Zentrum beeinflussen. Diese Ergebnisse konn-
ten die Theorie der intramolekularen Konformationsanderung, die durch die Exositebindung in-
duziert wird und zwischen den beiden Exosites und dem Aktiven Zentrum besteht, bestérken. Das
Fusionsaptamer (HD1-22) bertrifft durch die kombinierte Bindung der Exosite 1 und 2 und den
starkeren Bindungseigenschaften an Thrombin alle Effekte von HD1 und HD22 deutlich.

Eine Betrachtung der Aptamereffekte auf die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin konnte
zeigen, dass die Aptamerwirkung im gereinigten System und im Plasma unterschiedlich ist. Wah-
rend im gereinigten System die Aptamere die Anlagerung von Thrombin an Thrombomodulin
teilweise inhibieren, kommt es im Plasma zu einer Verstarkung der Thrombin-Inhibition, da es
entweder zu einer effektiveren Blockierung der positiven Feedbackschleife (Uber Faktor V und
VIII) kommt oder die Aptamere mit ihrem anionischem Charakter eine heparinartige Funktion
austiben und die Bindungsfahigkeit von PCI an dem Thrombin-Thrombomodulinkomplex be-

schleunigen.
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Des Weiteren konnte die Stabilitat der Aptamer-Thrombin-Komplexe in defibrinisierten Plasma
dargestellt werden und eine Korrelation mit den Messungen der Dissoziationskonstante der Ap-
tamere im SPR Verfahren aufgezeigt werden (Miller et al., 2008). Es ergab sich eine
Halbwertszeit der Aptamer-Thrombin-Komplexe fir HD1 von 1,5 Minuten, fir HD22 von 3,25
Minuten und fir HD1-22 von 4,5 Minuten.

Die erhobenen Befunde verdeutlichen, dass mit den Exosite-spezifischen Aptameren selektiv
verschiedene Thrombinfunktionen blockiert werden kdnnen. Weitere Untersuchungen werden
zeigen, ob die daraus gewonnenen Erkenntnisse die Entwicklung neuer Antikoagulationsstrate-

gien beeinflussen kénnen.
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