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Abkürzungsverzeichnis 
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M   Molar 

ml   Milliliter (10
-3

) 

mM   Millimolar 

Mg
2+ 

   Magnesiumion 

min    Minuten 

ng   Nanogramm (10
-9

) 

MMP   Matrix metalloproteinasis 

nM    Nanomolar 

nmol   Nanomol  

NMH   Niedermolekulares Heparin 

MTP   Mikrotiterplatte 

NaCl   Natriumchlorid 

O   Sauerstoff 
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SIRS   Systemic inflammatory response syndrome 

ssDNA   Single stranded DNA 
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1 Einleitung 

 

1.1 Einführung 

Ohne das Hämostasesystem wäre ein Überleben bei nicht unerheblichen Gefäßverletzungen nicht 

möglich. Es verhindert einen Blutverlust, der die Gefahr eines Volumenmangelschocks birgt. Die 

Gerinnung wird in die primäre und sekundäre Hämostase eingeteilt, wobei in vivo aber keine 

strikte Trennung besteht. Die primäre Hämostase ist vor allem durch die Wirkung der 

Thrombozyten gekennzeichnet. Diese werden durch nach der Verletzung aus der Gefäßwand 

freigesetzte Stoffe aktiviert. Durch die Freisetzung von Entzündungsmediatoren aus dem 

Thrombozyten werden weitere Thrombozyten hinzugezogen und es wird so ein Pfropf gebildet, 

der die Wundstelle initial abdeckt. 

Die sekundäre Hämostase besteht aus plasmatischen Gerinnungsfaktoren, v.a. Serinproteasen, die 

kaskadenartig durch Proteolysevorgänge aktiviert werden. Im letzten Schritt der 

Gerinnungskaskade wird durch Thrombin Fibrinogen zu Fibrin proteolytisch gespalten. Dadurch 

wird der Thrombozytenpfropf weiter verfestigt. 

Die Gerinnung sollte immer mit der gleichzeitig ablaufenden Fibrinolyse, in der Fibrinthromben 

wieder lokal aufgelöst werden, im Gleichgewicht stehen, da ansonsten je nach Überwiegen einen 

Systems die Gefahr einer Thrombose besteht oder schwere Blutungen entstehen können.  

Die mit einer Inzidenz von 1:5000 auftretende Hämophilie A basiert auf einem Mangel an Faktor 

VIII und zeigt in seiner klinischen Ausprägung die Folgen eines Defekts in der Blutgerinnung 

auf. Aktivierter Faktor VIII spielt eine große Rolle im Ablauf des intrinsischen Gerinnungswegs 

als Cofaktor des aktivierten Faktors IX innerhalb des Tenase-Komplexes (Witt und Dörner, 

2003). Eingeteilt wird die Hämophilie in 3 Schweregrade. Unter 1%-Restaktivität des Faktors 

VIII wird sie als schwer, zwischen 2-5% als moderat und zwischen 6-25% als mild eingestuft 

(Klinge et al., 2002). Es kommt zu Einblutungen in Gelenke und Muskeln und häufig kommt es 

bei hohem Schweregrad zu lebensgefährlichen Blutungen (Pötzsch und Madlener, 2002).  

Zur Behandlung der Hämophilie leisten z.T. rekombinant hergestellte Faktor-VIII-Konzentrate 

einen wichtigen Beitrag zur Verminderung des Nachblutungsrisikos. Jedoch besteht bei dieser 

Therapie das Problem, dass bis zu 30% der Hämophiliepatienten durch die Faktor-VIII-Gabe 
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inhibitorische Antikörper gegen den Faktor VIII ausbilden, wodurch diese Konzentrate 

unwirksam werden können (Bishop und Lawson, 2004).  

In vivo gibt es darüber hinaus Stoffe, die gezielt regulatorisch in den Gerinnungsablauf eingreifen 

können und so zu einer Verlängerung oder einer Verkürzung der Gerinnungszeit führen. Ein 

wichtiges hemmendes System zur Erhaltung der Liquidität des Blutes ist das Protein C-System, 

dessen wichtigster Bestandteil das Vitamin K abhängige Protein C ist (Dahlbäck, 2005; Esmon, 

2003). Es wird von einem Komplex aktiviert der aus Thrombin, Thrombomodulin und dem 

endothelialen Protein C Rezeptor (EPCR) besteht. Über das APC werden, unter Mithilfe des 

Cofaktors Protein S und von Ca
2+

-Ionen, die Gerinnungsfaktoren VIIIa und Va inaktiviert, so 

dass die Gerinnungszeit verlängert wird. Das APC besitzt auch antiapoptotische und 

antiinflammatorische Eigenschaften, welche man sich in der medikamentösen Behandlung der 

schweren Sepsis mit Multiorganversagen durch rekombinant hergestelltes APC (Drotrecogin 

Alpha, XIGRIS®) zu Nutze macht. 

An der Universität Bonn wurden in einem Gemeinschaftsprojekt des Instituts für Experimentelle 

Hämatologie und Transfusionsmedizin und des Kekulé Instituts für Organische Chemie und 

Biochemie DNA-Aptamere identifiziert, welche spezifisch an APC binden (Salehi, 2007). 

Aptamere sind einzelsträngige DNA- oder RNA-Moleküle, welche mit hoher Affinität und 

Spezifität an Proteine zu binden vermögen und deren Aktivität hemmen können.  

Aus diesem Grund erscheint es möglich, über die Aptamere die Aktivität von APC im Plasma zu 

bestimmen, was bis jetzt nur begrenzt möglich war (Liaw et al., 2003).  

Neben einem möglichen therapeutischen Einsatz bei Hämophilie A-Patienten (Butenas und 

Mann, 1998; De Nanteuil, 2006) ist der Einsatz der Aptamere als Gegenmittel (Antidot) bei 

Überdosierung des rekombinant hergestellten APCs (XIGRIS®) möglich.  
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1.2 Grundlagen 

1.2.1 Blutgerinnung: Physiologie 

1.2.1.1 Einleitung 

Durch die Blutstillung (Hämostase) schützt sich der Körper bei Gewebsverletzungen vor 

Blutverlusten. Ein komplexes Zusammenspiel von vaskulären, zellulären und plasmatischen 

Komponenten ermöglicht die Ausbildung eines Blutgerinnsels, das den Gefäßdefekt verschließt. 

Die vaskuläre Komponente, die über die Blutgefäßwand vermittelt wird und die zelluläre 

Komponente, für die vor allem die Thrombozyten verantwortlich sind, werden auch als primäre 

Hämostase bezeichnet. Unter der sekundären Hämostase wird der plasmatische Anteil der 

Gerinnung verstanden, der über eine komplexe Gerinnungskaskade verläuft. Die Einteilung in 

primäre und sekundäre Hämostase ist allerdings rein didaktischer Natur, da die Systeme nicht 

getrennt voneinander, sondern gleichzeitig ablaufen und viele Wechselwirkungen untereinander 

stattfinden (Witt und Dörner, 2003).  

Nach Verschluss des Defektes bedarf es zudem eines Systems, durch die Thromben wieder 

aufgelöst werden können. Dieses System bezeichnet man als fibrinolytisches System (Cesarmann-

Maus und Hajjar, 2005). 

Das fibrinolytische System und das Hämostasesystem stehen in einem Gleichgewicht, doch 

können genetisch angeborene oder erworbene Störungen dazu führen, dass ein System gegenüber 

dem anderen System dominiert. So kann es einerseits zu einer verstärkten Gerinnung mit einer 

erhöhten Thrombosegefahr kommen, andererseits muss mit einer erhöhten Blutungsneigung 

gerechnet werden (Witt und Dörner, 2003). 

 

1.2.1.2 Primäre Hämostase 

Die vaskulären und die zellulären Komponenten prägen die primäre Hämostase. Nach der 

Verletzung eines Gewebeareals, bei der Gefäße betroffen sind, werden glatte Muskelzellen der 

verletzten Gefäße (Arterien, Arteriolen, Kapillaren) durch vasokonstriktorische Stoffe aktiviert 

und verengt. Gleichzeitig setzen die Gefäßwand und die Thrombozyten (TZ) Stoffe wie 

Serotonin, Thromboxan A2 und Katecholamine frei (Witt und Dörner, 2003). Durch die 

resultierende Verlangsamung der Blutflussgeschwindigkeit werden die zelluläre und die 

plasmatische Gerinnung unterstützt. 
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Die scheibenförmigen Thrombozyten mit einem Durchmesser von ca. 3,6 µm und einer Dicke 

von ca. 0,9 µm stehen im Zentrum der primären Blutgerinnung. Sie zirkulieren durch den 

Blutkreislauf, bevorzugt in der Nähe des Endothels, ohne sich allerdings daran anzuheften 

(Kehrel, 2003). 

Durch einen im Verletzungsvorgang entstandenen Endothelschaden kommt es zu einem Kontakt 

der Thrombozyten mit subendothelialem Gewebe, was eine Anhaftung der Thrombozyten 

(Thrombozytenadhäsion) an das Endothel zur Folge hat (siehe Abb. 1). Die Thrombozyten 

erkennen die Adhäsionsproteine im freigelegten Endothel über spezifische Rezeptoren auf ihrer 

Oberfläche (Membranglykoproteine) und decken den Gefäßdefekt ab. Der von Endothelzellen 

und Megakaryozyten synthetisierte Von-Willebrand-Faktor wird an das Plasma abgegeben und 

spielt eine entscheidende Rolle als Intermediärmolekül für die Bindung zwischen den Rezeptoren 

der Thrombozyten (v.a. Glykoprotein Ib/V/IX-Komplex) und den Komponenten des Endothels 

(Ruggeri, 2003). Unter statischen Bedingungen (offene Wunde) können Thrombozyten auch 

direkt über Glykoproteine (GP Ia/IIa) an aus der Extrazellulärmatrix stammendes Kollagen 

binden (Kehrel, 2003). Bei der oben beschriebenen Adhäsion an das Endothel kommt es zu einer 

Aktivierung der Thrombozyten (George, 2000). Das Signal wird über mehrere bekannte 

Kaskaden in die Zelle geleitet (outside-in-signalling), die einen Gestaltwandel (shape change) 

vollziehen und von ihrer Scheibenform in eine Kugelform übergehen (siehe Abb. 1). Weitere 

Aktivatoren der Thrombozyten sind Thrombin, ADP, Thromboxan A2, Adrenalin, MMP2, 

Serotonin, Immunkomplexe, Komplementfaktoren, Vasopressin und Plasmin (Kehrel, 2003). 

Zusätzlich bilden sie zytoplasmatische Fortsätze aus, die als Pseudopodien bezeichnet werden.  

 

Durch die Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Ausschüttung unterschiedlicher 

Substanzen aus den intrazellulär gelegenen Granula. Wichtige Stoffe sind ADP, Katecholamine, 

Serotonin, Plättchen-aktivierender Faktor (PAF), Thromboxan A2, Plättchenfaktor 4, β-

Thromboglobulin und Thrombospondin. In einer Kettenreaktion werden durch diese freigesetzten 

Stoffe zunehmend Thrombozyten rekrutiert und aktiviert (Weiss und Jelkmann, 2000).  

An den Thrombozytenoberflächen werden Phospholipide verfügbar, an die Komponenten der 

plasmatischen Gerinnung binden können. Ein wichtiges Glykoprotein ist das GP IIb/IIIa, an das 

Fibrinogen-Moleküle und der Von-Willebrand Faktor binden können (siehe Abb. 1). Durch die 

Thrombozytenaktivierung ändert der Rezeptor GP IIb/IIIa seine Konformation (inside-out-  
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signalling) (Shattil et al., 1994), so dass die Affinität zu Fibrinogen um mehrere Zehnerpotenzen 

steigt. Über die Bindung der brückenbildenden Komponenten Fibrinogen und dem Von-

Willebrand-Faktor an GP IIa/IIIb (Coller, 1992) kommt es zur Thrombozytenaggregation und 

somit zur Vergrößerung des primären Pfropfes. Von dem so genannten weißen Thrombus, der 

noch wenig stabil ist, entwickelt sich der schwer auflösbare rote Pfropf durch Einbeziehung von 

Leukozyten und Erythrozyten. Hierdurch wird die verletzte Stelle abgedeckt (Pötzsch und 

Madlener, 2002). 

Nach 1-3 Minuten findet so im Normalfall durch die primäre Hämostase eine vorläufige 

Persistenz der Blutung statt (Weiss und Jelkmann, 2000). 

Abb. 1: Ablauf der Thrombozytenadhäsion und –aggregation. Über den Von-Willebrand-Faktor (vWF) kann 

eine Bindung zwischen dem Glykoprotein 1b/V/IX (GP 1b/V/IX), den Thrombozyten und der freiliegenden 

subendothelialen Matrix hergestellt werden. Bei Einwirkung nur geringer Scherkräfte binden Plättchen direkt 

über das Glykoprotein Ia/IIa (GP Ia/IIa). Die Thrombozyten werden durch den Adhäsionsvorgang stimuliert und 

aktiviert und verändern ihre Gestalt (shape change). Der Glykoproteinrezeptorkomplex IIb/IIIa (GP IIb/IIIa) 

bindet Fibrinogen (FG) und ermöglicht so eine Aggregation. Das aktivierte Plättchen setzt ADP, Calcium und 

Serotonin frei. TSP= Thrombospondin (Kehrel, 2003) 
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1.2.1.3 Sekundäre Hämostase 

Schon während des Ablaufs der primären Hämostase beginnt ebenfalls die plasmatische 

Gerinnung. Am Ende der komplexen Gerinnungskaskade, die in Abbildung 2 dargestellt wird, 

wird Fibrinogen zu Fibrin umgewandelt, das für eine mechanische Stabilität des gebildeten 

Thrombus sorgt. Die Gerinnungskaskade besteht aus plasmatischen Gerinnungsfaktoren, welche 

zum größten Teil in der Leber gebildet werden. Sie enthalten sehr häufig in ihrem aktiven 

Zentrum die Aminosäure Serin und werden deshalb als Serinproteasen bezeichnet (Witt und 

Dörner, 2003). Die Gerinnungsfaktoren werden als inaktive Formen (Proenzyme) durch das Blut 

transportiert und nach Bedarf gezielt an Ort und Stelle aktiviert.  

 

Man unterscheidet grundsätzlich zwei verschiedene Aktivierungswege: den extrinsischen und den 

intrinsischen Aktivierungsweg. Beide Aktivierungswege münden, wie in Abbildung 2, gezeigt 

über den Faktor X in die zentrale Reaktion, in die Aktivierung von Prothrombin ein.  

 

a. Die extrinsische Aktivierung 

Die innerhalb von Sekunden ablaufende extrinsische Aktivierung erfolgt primär durch die 

Entstehung des Gewebethromboplastin-Faktor VIIa Komplexes am Verletzungsort (Morrissey, 

2001). Das integrale Membranprotein Gewebethromboplastin (Tissue Factor, TF) befindet sich 

vorrangig im subendothelialen Gewebe. Es kann auch von Monozyten und Endothelzellen 

gebildet werden und befindet sich in niedriger Konzentration im Blut. Durch eine Verletzung des 

Endothels kommen der subendotheliale Tissue Factor und der Vitamin K-abhängige Faktor VII in 

Kontakt (Osterud und Bjorklid, 2006). Hierdurch kommt es bei Anwesenheit von Ca
2+

-Ionen und 

Phospholipiden durch membrangebundene Komplexbildung zur Aktivierung des Faktors X (siehe 

Abb. 2). Die negativ geladenen Phospholipide vermitteln zwischen den Komponenten als 

reaktive Oberfläche (Ruf et al., 1991).  

Der Faktor VIIa/TF-Komplex aktiviert darüber hinaus auch Faktor IX zu IXa (siehe Abb. 2). 

Diese Interaktion mit dem Endpunkt des intrinsischen Aktivierungswegs wird als Amplifier Loop 

(Verstärkerschleife) bezeichnet. Die extrinsische Gerinnungsaktivierung kann also, vor allem bei 

niedriger Konzentration des Tissue Factors, über den Amplifier Loop verstärkt werden (Hemker 

et al., 2003). Die Faktoren VIII, IX und XI aus der intrinsischen Gerinnungskaskade werden so in 

den Gerinnungsablauf miteinbezogen. Die Folge ist eine zusätzliche Aktivierung des Faktors X. 
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Der Faktor VIII beteiligt sich am Gerinnungsvorgang, in dem er den Faktor IXa, Phospholipde 

und Ca
2+

-Ionen komplexiert (Endogene Tenase).  

 

      b.    Die intrinsische Aktivierung 

Zur Auslösung des innerhalb von Minuten aktiven intrinsischen Gerinnungssystems ist die 

Aktivierung des sog. Hageman-Faktors (Gerinnungsfaktor XII) durch Kontakt mit negativ 

geladenen Oberflächen von Bedeutung, wie z.B. Glas oder Kaolin (Furie und Furie, 1988). Nach 

heutiger Erkenntnis stellt der intrinsische Gerinnungsweg ein Relikt der Phylogenese dar, da ein 

Mangel an den Reaktion auslösenden Stoffen nicht zu einer Blutungsneigung führt.   

Der aktivierte Faktor XII führt zu einer Aktivierung des Prekallikreins zu Kallikrein, welches 

wiederum den Faktor XII aktiviert. Während ein Fragment des Faktors XIIa das Kallikrein-

Kinin-System beeinflusst, führt ein anderes Fragment zur Aktivierung des Faktors XI unter 

Zuhilfenahme des Fitzgeraldfaktors (HMWKG) (Witt und Dörner, 2003). 

Der nächste Reaktionsschritt ist die Aktivierung des Faktors IX durch Faktor XIa (siehe Abb. 2). 

Auch in dieser Reaktion bildet sich aus Faktor IXa, Ca
2+

-Ionen, negativ geladenen 

Phospholipiden und Faktor VIIIa ein Komplex (Endogene Tenase) welcher Faktor X aktiviert. 

Hierbei spielt der aktivierte Faktor VIII (FVIIIa) eine besondere Rolle, da er nicht als Enzym 

fungiert, sondern die Reaktion als Cofaktor entscheidend beschleunigen kann.  

 

Der aus dem intrinsischen oder extrinsischen Aktivierungsweg gebildete Faktor Xa benötigt, zur 

Unterstützung seiner Reaktion, Ca
2+

-Ionen, Phospholipide und den aktivierten Faktor V (FVa). 

Hierdurch ist es möglich, Prothrombin zu Thrombin zu konvertieren (Di Cera, 2003) (siehe Abb. 

2). Faktor V besitzt ebenfalls keine enzymatische Aktivität.  

Die zentrale Protease im Gerinnungssystem, das Thrombin, besitzt einige wichtige Funktionen. 

Zu den Aufgaben des Thrombins gehören nicht nur die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin, 

sondern auch die Aktivierung der vorstehend beschriebenen Cofaktoren V und VIII, sowie von 

Faktor XIII, die Aktivierung von Proteins C und die Unterstützung der Thrombozyten-

Aggregation. Tatsächlich gilt Thrombin als der stärkste physiologische Agonist für die 

Aggregation und die Aktivierung der Plättchen (Kaiser, 1999). Das Enzym ist in der Lage durch 

Systeme positiver und negativer Rückkopplungen seine eigene Bildung und Hemmung zu 

regulieren. 
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Die Kaskade wird vervollständigt durch die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin, das als 

Polymer unlöslich ist. Der lose Thrombozytenpfropf gewinnt durch die Vernetzung des Fibrins 

an Festigkeit (Pötzsch und Madlener, 2002).  

Fibrin zirkuliert im Blut als Dimer. Nur die polymere Faserform des Fibrins ist unlöslich. Durch 

Thrombin werden jeweils an den beiden langen Enden A-α und B-β des Fibrinogens die 

Fibrinopeptide A und B abgespalten, wodurch das Fibrin seine Konformation ändert. In der Folge 

ist eine End-zu-End-Verkettung mit anderen Fibrinmonomeren möglich. Im nächsten Schritt wird 

der lösliche Fibrinkomplex, durch die Transglutaminase Faktor XIIIa und die gleichzeitige 

Anwesenheit von Ca
2+

-Ionen, zu einem unlöslichen Komplex (Polymer) mit kovalenten 

Bindungen umgewandelt.  

 

Abb. 2: Aktivierungswege der sekundären Hämostase (Bishop und Lawson, 2004). PL = Phospholipide, F = 

Faktor 
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1.2.1.4 Fibrinolyse  

Auch die Fibrinolyse ist ein komplexer Vorgang in dem das in der Hämostase entstandene 

Fibringerinnsel wieder aufgelöst werden kann. Dies ist besonders wichtig um den Blutfluss 

offenzuhalten und intravasale Thrombenbildungen zu unterdrücken. Hierbei nimmt das aus der 

Leber stammende Enzym Plasmin eine tragende Rolle ein. Plasmin, das eine hohe Affinität zu 

Fibrin besitzt, ist eine Endopeptidase, die Fibrin auflöst, indem sie lösliche Peptide hydrolytisch 

abspaltet. Durch eine Aktivierung wird aus der inaktiven Vorstufe Plasminogen zu Plasmin 

konvertiert. Aktivatoren dieser Reaktion sind der in Endothelzellen gebildete tissue type 

plasminogen activator (t-PA) und die vor allem in der Niere und im Urogenitaltrakt 

vorherrschende Urokinase (u-PA). Ein Überblick über die Zusammenhänge der einzelnen 

Komponenten in der Fibrinolyse ist in Abbildung 3 dargestellt. Bei der sogenannten Lyse-

Therapie können t-PA und u-PA therapeutisch genutzt werden, um Thromben bei einem 

thrombotischen Ereignis aufzulösen (Witt und Dörner, 2003).  

Bei der Inaktivierung wird die Gamma-Kette des Fibrins durch Plasmin gespalten und es 

entstehen Spaltprodukte, die als D-Dimere bezeichnet werden. Sie weisen spezifisch auf eine 

Gerinnungsaktivierung und die Aktivität von Plasmin hin (Witt und Dörner, 2003).  

 

Zu den hemmenden Faktoren der Fibrinolyse zählen α2-Antiplasmin, α1-Antitrypsin, α2-

Makroglobulin, Inter- -Trypsin Inhibitor, Antithrombin und Plasminogen Aktivator Inhibitor 

(PAI-1). PAI-1 bindet den tissue type plasminogen activator (t-PA) und die Urokinase (u-PA) 

(siehe Abb. 3) zu einem Komplex und führt auf diese Weise zu einer effektiven Hemmung der 

Fibrinolyse (Holly, 2007). Die Synthese des Glykoproteins PAI-1 findet vermehrt in durch eine 

Verletzung aktivierten Endothelzellen und glatten Muskelzellen statt. Ein großer Anteil wird 

jedoch von den aktivierten Thrombozyten sezerniert (Yamamoto et al., 2005). Die Folge ist eine 

vorzeitige Unterbindung der Lyse des Fibrins im Verletzungsareal. Aktiviert werden kann PAI-1 

auch über Insulin, Proinsulin-like-molecules, Glukose und VLDL-Triglyceride (Holly, 2007). 
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1.2.1.5 Hemmende Faktoren des Gerinnungsablaufs 

Um Gerinnungsvorgänge im gesunden Gewebe zu verhindern, bedarf es regulatorisch 

eingreifender, hemmender Faktoren. Die primäre Hämostase kann initial durch eine 

Unterbindung der Anheftung und durch eine unterdrückte Aktivierung der Thrombozyten 

gehemmt werden (Lüllmann und Mohr, 1999). Zu den wichtigsten antikoagulatorisch wirkenden 

Systemen der sekundären Hämostase können das Antithrombin-Heparin-System und das in dem 

nachfolgenden Kapitel beschriebene Protein C-System gezählt werden.  

 

Das zu der Gruppe der sogenannten Serinproteasen-Inhibitoren (kurz SERPIN) gehörende 

Antithrombin (AT) besitzt eine besondere Affinität zu Faktor Xa und Thrombin. Dabei verbindet 

sich das AT mit dem aktivierten Gerinnungsfaktor zu einem inaktiven Komplex. AT alleine hat 

nur eine schwache und langsame Wirkung. Lagert sich allerdings Heparin an die positiv 

geladenen Lysin-Gruppen des AT, wird die Reaktionsdauer verkürzt und die Wirkung verstärkt 

sich um das 700-1000fache (Weiss und Jelkmann, 2000).  

Abb. 3: Mechanismus der Fibrinolyse und Interaktion mit der Blutgerinnung (Holly, 2007). t-PA = tissue type 

plasminogen activator, PAI-1 = Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1, u-PA = Urokinase 
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Das Polysaccharid Heparin ist ein wichtiger Hemmstoff der plasmatischen Gerinnung und wird 

einerseits im Körper gebildet, kann andererseits auch dem Körper zugeführt werden. In vivo 

befindet es sich zum Großteil in Granula von basophilen Granulozyten und Mastzellen. Reich an 

Heparin sind die Organe Leber, Lunge und der Gastrointestinaltrakt. Für die Hemmung des 

Faktors Xa reicht es aus, dass das Heparin lediglich das AT bindet (Niedermolekulares Heparin, 

NMH) (Weitz, 1997). Im Gegensatz dazu ist ein längeres Heparinmolekül (Unfraktioniertes 

Heparin, UFA) notwendig um Thrombin zu inhibieren, da hierzu gleichzeitig eine Bindung an 

Thrombin und an AT erfolgen muss. Zusätzlich hat das Heparin auch eine hemmende Wirkung 

auf die Thrombozytenadhäsion und Aggregation (Lüllmann und Mohr, 1999).  

 

1.2.2 Das Protein C-System 

1.2.2.1 Einleitung 

Protein C ist ein wesentlicher Bestandteil des antikoagulatorischen Systems. Es gewährleistet  

über die Inhibition der Gerinnungsfaktoren Va und VIIIa (Marlar et al., 1982, Fay et al., 1991, 

Kalafatis et al., 1994) die Blutzirkulation vor allem in den Kapillaren. Das 62 000 Dalton große 

Molekül Protein C, dass das Schlüsselenzym des Protein C-Systems darstellt (Nicolaes und 

Dahlbäck, 2002; Esmon, 2003; Dahlbäck 2005), wird Vitamin K abhängig gebildet und besteht 

aus einer leichten (144 AS) und einer schweren Kette (262 AS). 

Diese Ketten sind durch eine Disulfidbrücke miteinander verbunden. Funktionell wird Protein C 

in folgende Domänen eingeteilt: Es besteht aus einer Gla-reichen Domäne, 2 EGF-like Domänen, 

einer Serinproteaseregion und einem 12 AS langen Aktivierungspeptid (short activating peptide) 

(siehe Abb. 4). Die Gla-reiche Domäne entsteht Vitamin K-abhängig durch posttranslationale 

Carboxylierung von Glutamatresten (Dahlbäck und Villoutreix, 2005). Die Konzentration des 

Protein C beträgt im Plasma ca. 3 µg/ml und liegt damit gegenüber der aktivierten Form, dem 

aktivierten Protein C (APC), in 1000 bis 10 000fachem Überschuss vor (Griffin et al., 2007). Es 

hat im Vergleich zu anderen Proteasen eine relativ lange Halbwertzeit von ca. 20 Minuten. Im 

aktivierten Zustand besitzt das Protein C nicht nur eine antikoagulatorische sondern auch eine 

antiapoptotische (Riewald und Ruf, 2003; Esmon, 2004)  und eine antiinflammatorische 

(Bernhard et al., 2001; Griffin et al. 2007; Esmon, 2003) Wirkung. Wegen seiner Wirkweise wird 

es seit Oktober 2002 in der Behandlung der schweren Sepsis mit Multiorganversagen als 

Medikament (XIGRIS®) eingesetzt (Grinell und Joyce, 2001). 
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1.2.2.2 Aktivierung des Protein C 

Die Aktivierung des Protein C erfolgt über den Thrombin/Thrombomodulin-Komplex. Hierzu 

muss Thrombin an Thrombomodulin binden (Ye et al., 1991; Esmon, 2003) (siehe Abb. 5). 

Thrombomodulin kommt auf allen Endothelzellen vor, in besonderer Dichte aber auf den 

Kapillarendothelien, da hier eine große Endothelfläche einem kleinen Volumen an Blut 

gegenübersteht. Das 75 kD schwere Thrombomodulin ist ein membranassoziertes Protein und 

fungiert als Cofaktor des Thrombins bei der Aktivierung des Protein C. Es besteht aus einer 

Lectin-, einer hydrophoben-, 6-EGFs (EGF5 und EGF6 sind die Bindungsdomänen für das 

Thrombin), einer Ser/Thr-reichen- und einer transmembranen Domäne mit einem 

zytoplasmatischen Schwanz. Auch Thrombin alleine kann Protein C aktivieren, doch durch die 

Beteiligung des Thrombomodulin wird eine 1000fach verstärkte Aktivierungsrate erzielt 

(Dahlbäck und Villoutreix, 2005).  

Anzumerken ist, dass durch die Bindung des Thrombins an das Thrombomodulin die 

prokoagulatorische Wirkung des Thrombins, die Aktivierung von Faktor V, VIII und XIII sowie 

die Plättchenaktivierung, verloren geht.  

Wie in Abbildung 5 gezeigt, wird Protein C über die Gla-Domäne an den Rezeptor EPCR 

(endothelial protein C receptor) gebunden, der ebenfalls auf der Oberfläche der Endothelien 

Abb. 4: Schematische Darstellung des Protein C (Haeberli, 1992). Der Pfeil kennzeichnet die Bindungsstelle 

zwischen der EGF-like Domäne 1 und EGF-like Domäne 2. Die Aminosäuren wurden durchnummeriert, NH2-

bezeichnet die Aminogruppe, -COOH die Carboxylgruppe. Wichtige Aminosäuren wurden gekennzeichnet.  Th 

= Threonin, OH- = OH-Gruppe eines Serin, - = Disulfidbrücken zwischen zwei Cystein,  y- Carboxylgruppen 

der Glutaminsäure (Gla-region),  □- = Katalytische Domäne 
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lokalisiert ist. Dies führt zu einer weiteren 20fachen Stimulation der T-TM-assoziierten 

Aktivierung (Esmon, 2000; Esmon, 2003).  

 

 

 

 

Durch den Komplex aus Thrombin-TM-EPCR wird Protein C zu aktiviertem Protein C (APC) 

proteolytisch gespalten. Ca
2+

-Ionen sind bei dieser Reaktion notwendig, denn sie vermitteln die 

Abb. 5: Das antikoagulierende Protein 

C-System.  

I  Aktivierung der Blutgerinnung durch 

den Faktor VIIa gebunden an TF.  

II  Aktivierung des Protein C durch den 

TM-T-EPCR-Komplex.  

III Faktor VIIIa- und Faktor Va-

Inaktivierung durch APC.  

IV Aufbau der im Protein C-System 

beteiligten Faktoren mit ihren 

Untereinheiten (Dahlbäck und 

Villoutreix, 2005). 
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Bindung zwischen dem Protein C und den negativ geladenen Phospholipiden auf der Oberfläche 

der Endothelzellen (Sadler, 1997). Die Ca
2+

-Ionen führen nach Bindung der Gla-Region des 

Protein C zu einer Konformationsänderung, so dass die Phospholipide gebunden werden können. 

Auch während des Proteolysevorgangs sind Ca
2+

-Ionen notwendig. Sie binden an eine bestimmte 

Stelle in der NH2-terminalen EGF-Domäne des Protein C-Moleküls und führen so zu einer 

Strukturveränderung der schweren Kette. Auf diese Weise kommt es zu einer korrekten 

Präsentation des Aktivierungspeptids (Dahlbäck und Villoutreix, 2005). 

 

1.2.2.3 Wirkung 

Die antikoagulatorische Wirkung des durch den T-TM-EPCR-Komplex aktivierten APCs wird 

durch die proteolytische Inaktivierung der Kofaktoren Va und VIIIa erreicht.   

Für die Hemmung benötigt das APC zwei Cofaktoren, das Protein S und den Faktor V zur 

Ausführung seiner Funktionen. Während der Faktor Va alleine durch die Anwesenheit des 

Protein S inaktiviert werden kann, ist für die Inaktivierung des Faktors VIIIa sowohl Protein S, 

als auch Faktor V notwendig (Dahlbäck und Villoutreix, 2005) (siehe Abb. 5).  

Das Vitamin K-abhängig synthetisierte Protein S verstärkt die Wirkung des APCs um ca. das 

10fache und beschleunigt die Inaktivierung des Faktors Va (Dahlbäck und Villoutreix, 2003; 

Espana et al., 2005). Der Faktor Va wird an 3 Peptidbindungen gespalten; zuerst wird das Protein 

an Arg506, danach an den Positionen Arg306 und Arg679 unterbrochen (Mann und Kalafatis, 

2003; Butenas et al., 2006). Die Spaltung an Arg506 hat nur einen partiellen Aktivitätsverlust zur 

Folge. Erst eine nachfolgende Spaltung an Position Arg306, assoziiert mit der kompletten 

Dissoziation der A2-Domäne, führt zu einer kompletten Inaktivierung des Faktors Va (Mann et 

al., 1997). Im Gegensatz dazu verläuft die Spaltung an Arg679 vergleichsweise langsam und 

weist eine untergeordnete physiologische Bedeutung auf (Asselta 2006).  

Die Inhibition des Faktors VIII ist komplexer und benötigt zusätzlich zu Protein C Faktor V als 

Cofaktor (Varadi et al., 1996). Gespalten wird das Protein an den Aminosäuren Arg336 und 

Arg562 unter Mitwirkung von Ca
2+

-Ionen und Phospholipiden. Damit Faktor V als Cofaktor 

wirksam werden kann, muss der Faktor V an der Aminosäure Arg506 durch APC gespalten 

werden. Durch Thrombin wird der Faktor V an der B-A3-Bindung unterbrochen und verliert so 

seine Wirkung als Cofaktor. 
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Ein Mangel an Protein S führt zu einer verminderten Aktivität des APC und kann erhebliche 

Folgen haben (Dahlbäck und Villoutreix, 2005). Patienten mit einem Protein S Mangel fallen 

bereits in jungen Jahren durch rezidivierende Thrombembolien und tiefe Venenthrombosen auf. 

Durch eine hohe Affinität des Protein S gegenüber negativ geladenen Phospholipiden, verhilft es 

dem APC zur Bindung an Phospholipidoberflächen. Auch ein schützender Effekt von Faktor Xa 

auf Faktor Va, hinsichtlich der Inaktivierung durch APC, in Anwesenheit des Protein S, wird 

verringert (Rezende et al., 2004). Protein S besteht aus einem Einzelstrang mit einer Gla-Region, 

einer Thrombin-sensitiven-Region (TSR), 4 EGF-like-Regionen und 2 Laminin-G-typ-Domänen 

(LamG). Eine Interaktion mit dem APC findet dabei über nahezu alle Domänen statt (Dahlbäck 

und Villoutreix, 2005). 

Nur das im Körper frei vorliegende Protein S (ca. 30- 40%) ist funktionell aktiv (Rezende et al., 

2004). Die fehlenden 60-70% binden einen Regulator des klassischen Komplementsystems, das 

C4B-Protein (Blom et al., 2004).  

Dem APC werden nicht nur antikoagulatorische, sondern auch antientzündliche und 

antiapoptotische Wirkungen zugesprochen. Diese Wirkungen werden vor allem über die 

Rezeptoren EPCR und einen weiteren Rezeptor PAR-1 (protease activated receptor 1) vermittelt. 

In Studien konnte gezeigt werden, dass APC die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen 

in Monozyten, die Adhäsion von Neutrophilen Granulozyten an die Endotheloberfläche und die 

Transmigration inhibiert (Grinell et al., 1994). 

Eine hemmende Wirkung auf das Protein C-System haben unter physiologischen Bedingungen 

folgende Moleküle, welche als Serin-Protease-Inhibitoren bezeichnet werden: Protein C-Inhibitor 

(PCI) (Hermanns und Stone, 1993, Suzuki et al., 1994, Geiger, 2007), der in seiner Aktivität 

durch Heparin gesteigert werden kann (Aznar et al., 1996, Friedrich et al., 2001), α1-Antitrypsin 

(Shen et al., 2002), α2-Antiplasmin und α2-Makroglobulin (Heeb et al., 1991). 

 

1.2.2.4 Störungen des Protein C-Systems 

Gerinnungsstörungen, die das Protein C-System betreffen, werden in diesem Kapitel besprochen. 

Auf weitere relevante Störungen des Gerinnungssystems wird im Kapitel 1.2.3 eingegangen. 

Die Wichtigkeit des Protein C-Systems wird deutlich, wenn bei einem Patienten ein qualitativer 

oder funktioneller Mangel an Protein C vorliegt. Die Prävalenz für einen hereditären 

homozygoten Defekt, bei der die Protein-C-Aktivität auf unter 5% reduziert ist, liegt bei 1:500 
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000-750 000 (Pötzsch, 2007). Der Defekt äußert sich gerade bei Neugeborenen in einer schweren 

Form der Purpura fulminans, die mit einer ausgeprägten Thrombosierung und Mikrozirkulation 

einhergeht (Pötzsch, 2007). Der  heterozygote Defekt kommt mit einer Prävalenz von 1:300 vor. 

Mit diesem Defekt ist ein siebenfach erhöhtes Risiko für das Ereignis einer Venenthrombose 

gegenüber gesunden Individuen assoziiert (Mann und Kalafatis, 2003). 

Der am häufigsten vorkommende Gendefekt innerhalb des Protein C-Systems wird als Faktor-V-

Leiden-Mutation oder als APC-Resistenz bezeichnet. Diese Mutation wirkt sich prothrombotisch 

aus (Vos, 2006) und kann bei 20-40% der Venenthrombosen in heterozygoter Form 

nachgewiesen werden. Ursache dieses Defektes ist in ca. 80% der Fälle ein Aminosäure-

Austausch im Faktor V-Protein an Position 506, an der statt einem Arginin nun ein Glutamin 

gebunden wird (R506Q) (Rosendaal, 1999). Die Spaltung des Arg506 ist entscheidend für die 

Freilegung der beiden anderen Bindungsstellen Arg306 und 679. Der Faktor V besitzt weiterhin 

volle koagulatorische Funktion, doch die antikoagulatorischen Eigenschaften gehen verloren. In 

der Folge kann APC den Faktor V an der Peptidbindung am Arg506 nicht mehr spalten.  

Man geht  davon aus, dass die Faktor-V-Leiden-Mutation auf einem „Foundereffekt“ (Zivelin et 

al., 1997) basiert und in der Evolution als Schutz vor Blutverlusten ein Selektionsvorteil gewesen 

sein muss. Die Mutation ist vor allem bei der weißen Bevölkerung verbreitet, Afrikaner und 

Asiaten sind dagegen fast nie betroffen. Weiterhin lässt sich in Europa ein Nord-Süd-Gefälle 

nachweisen, die Prävalenz beträgt 10-20% im Norden- und 2% im Süden Europas. Das 

Venenthromboserisiko ist bei heterozygoten Trägern um 5% und bei homozygoten Trägern um 

50% erhöht (Mann und Kalafatis, 2003). 

 

1.2.2.5 Therapeutische Verwendung von APC 

Das Molekulargewicht des durch eine humane Nierenzelllinie hergestellten APCs beträgt 46 kD 

und ist damit bis auf wenige Zuckerreste mit dem physiologischen APC identisch. Die 

antikoagulatorische, antientzündliche und antiapoptotische Wirkung des APCs wurde bereits in 

Kapitel 1.2.2.3. beschrieben. In einer Phase 3 Studie mit 1600 Patienten im Doppelblindversuch 

(PROWESS) konnte gezeigt werden, dass die Sterblichkeit der Patienten mit schwerer Sepsis, die 

mit Placebo behandelt wurden bei 30,8% lag, gegenüber einer Sterblichkeit von 24,7% bei der 

APC behandelten Gruppe (Macias et al., 2002; Bernhard et al., 2003). Diese Studie bezog sich 

auf die Applikation von APC in einem Zeitraum von 28 Tagen. Im Ergebnis ist eine absolute 
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Risikoreduktion aller Todesursachen um 6,1% zu verzeichnen. Die relative Risikoreduktion 

beträgt 19,4%. Vor allem bei Patienten mit refraktärem septischen Schock und Patienten mit 

respiratorischer Insuffizienz liefert APC eine deutliche Verbesserung der Sterblichkeitsrate 

(Bernhard et al., 2003). XIGRIS® ist nur indiziert im Falle einer schweren Sepsis mit 

Multiorganversagen als zusätzliche Maßnahme zur Standarttherapie. Kontraindiziert ist 

XIGRIS® bei inneren Blutungen, bei vermehrter Blutungstendenz, bei gleichzeitiger 

Heparingabe und bei Thrombozythopenien (Bernhard et al., 2003).  

 

1.2.2.6 Potentielle therapeutische Anwendung von APC-Inhibitoren 

Seit 1998 wird von Butenas und Mann. eine medikamentöse APC-Inhibition zur unterstützenden 

Behandlung der Hämophilie propagiert. Klinische Studien und Experimente mit transgenen 

Mäusen haben angedeutet, dass Hämophilie A- und B-Patienten von einer vollständigen APC-

Inhibition, z.B. in Form einer vorliegenden Faktor-V-Leiden-Mutation profitieren könnten 

(Butenas et al., 2006). Eine Behandlung mit APC-Inhibitoren und damit eine Kompensation des 

niedrigen Faktor VIII-Spiegels bei Hämophilie A-Patienten ist denkbar, da eine Wirksamkeit in 

in vitro Studien mit benzamidine- oder peptidomimetic-basierenden-Derivaten nachgewiesen 

werden konnte (Butenas et al., 2006; De Nanteuil et al., 2006). In diesen Studien lassen sich 

Blutungskomplikationen seltener feststellen und die Blutungsneigung ist vermindert. Die Faktor-

V-Leiden Mutation äußert sich in einer effektiven Inhibierung des APCs, da das APC an Position 

506 des Faktors V durch die Mutation nicht mehr binden kann (Butenas et al., 2006). Das APC 

wird effektiv inaktiviert, während der Faktor V ungestört enzymatisch aktiv sein kann. Da das 

APC auch hemmenden Einfluss auf den Faktor VIIIa hat, der ohnehin schon erniedrigt vorliegt, 

kann durch eine APC-Inhibition auch die Halbwertzeit des prokoagulatorischen Faktors VIIIa 

gesteigert werden. Im Ergebnis ist es möglich, dass bei einem Patienten mit Hämophilie A oder B 

die Blutungsneigung zu einem Teil kompensiert werden könnte.   

Die auf benzamidine- und peptidomimetic-basierenden-APC-Inhibitoren hatten den Nachteil, dass 

sie nicht vollständig selektiv im Hinblick auf Thrombin waren (Butenas et al., 2006; De Nanteuil 

et al., 2006). Zusätzlich ist nicht sicher ob und wie toxisch die Substanzen auf den menschlichen 

Körper reagieren. Dieser Aspekt und die schlecht ausgeprägte Selektivität der beiden Derivate 

leiten zu der Suche nach einem nicht toxischen und hoch spezifischen APC-Inhibitor.  
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Die Behandlung mit rekombinantem APC (XIGRIS®) ist wirksam bei Patienten mit schwerer 

Sepsis und reduziert die Mortalität (Bernhard et al., 2003). Der Einsatz des Medikaments ist 

allerdings eingeschränkt, da bei ca. 2% der Patienten schwere Blutungen als Nebenwirkung auf 

treten (Levi, 2008). Durch ein Antidot, was spezifisch an APC bindet und dessen Wirkung 

schnell aufhebt, könnte die klinische Verwendung von XIGRIS® sicherer werden, vor allem im 

Hinblick auf die APC-induzierte Blutung.  

 

1.2.3 Störungen des Gerinnungssystems 

Die prokoagulatorischen und die antikoagulatorischen Komponenten des Gerinnungssystems 

stehen bei einem gesunden Menschen im Gleichgewicht. Überwiegt der Einfluss der 

prokoagulatorisch wirkenden Faktoren kommt es vermehrt zu einer Thromboseneigung. Liegt ein 

Übergewicht des antikoagulatorischen Systems vor, so resultiert eine verstärkte Blutungsneigung. 

Die Ursachen für eine solche Störung sind sehr vielfältig und können sowohl angeboren sein, als 

auch im Verlauf von erworbenen Krankheiten auftreten. In diesem Kapitel werden eine Auswahl 

von Störungen beschrieben, die für diese Arbeit eine besondere Relevanz haben. 

 

1.2.3.1 Hereditäre Störungen des Gerinnungssystems 

a. Thrombozytopathien 

Die Funktion der Thrombozyten kann durch verschiedene Gründe gestört sein. Membranproteine 

und Speicherorganellen können in ihrer Funktion defekt sein und so zu einer Verlängerung der 

primären Hämostase führen. Obwohl Thrombozytopathien sehr selten zu Spontanblutungen 

führen, kommen Blutstillungskomplikationen nach Verletzungen oder Operationen vor. Zu den 

angeborenen selten vorkommenden Thrombozytopathien gehören das Bernard-Soulier-Syndrom, 

die Thrombasthenie Glanzmann und die Storage-Pool-Erkrankung (Herold, 2007). 

 

b. Von-Willebrand-Jürgens-Syndrom (vWS) 

Bei dem Von-Willebrand-Jürgens-Syndrom handelt es sich um die häufigste angeborene 

Blutungsneigung mit einer Prävalenz von 1%, wobei nur eine kleine Anzahl der Betroffenen 

signifikante Symptome haben. Der Erbgang ist vorwiegend autosomal dominant und selten 

rezessiv, so dass Frauen wie Männer gleichermaßen erkranken (Ruggeri, 2003). Zu Grunde 
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liegen qualitative und /oder quantitative Defekte des von-Willebrand-Faktors (vWF) (Dahlbäck, 

2005).  

Die Erkrankung wird in 3 Typen unterteilt: Typ 1 ist charakterisiert durch einen Mangel sowohl 

an Faktor VIII als auch an vWF. Bei Typ 2, der wiederum in 4 Untergruppen unterteilt ist, ist die 

Qualität des vWF mangelhaft, während die Plasmakonzentration meist normal bleibt. Bei Typ 3 

fehlt der vWF komplett und daraus resultieren schwerwiegende Folgen: Sowohl die primäre als 

auch die sekundäre Hämostase sind bei diesem Syndrom defekt (Herold, 2007).  

Gestört wird die primäre Hämostase durch eine mangelhafte Adhäsion der Thrombozyten an das 

Subendothel (Dahlbäck, 2005). Die Fibrinbildung wird unterdrückt durch die fehlende Bindung 

des Faktors VIII. Auch dieser Defekt führt zu einer verlängerten Blutungszeit, der sich, bei 

leichten Formen häufig nicht bemerkbar macht. In schweren Fällen kann es jedoch zu schweren 

Blutungen, z.B. im Bereich der Schleimhäute, führen (z.B. rezidivierendes Nasenbluten, 

ausgiebiges Bluten nach einer Zahnextraktion) (Herold, 2007).  

Eine Dauertherapie ist in den meisten Fällen nicht notwendig. Zur medikamentösen Therapie 

wird eine Gabe von Aspirin® und Thrombozytenaggregationshemmern vermieden. Bei leichten 

Blutungen des Typ 1 kann Desmopressin gegeben werden (s.o.). Bei schwereren Blutungen des 

Typs 3 ist Desmopressin kontraindiziert und es sollte mit vWF-Konzentraten behandelt werden, 

um die Gerinnung zu verbessern (Mannucci, 2004).  

 

      c.    Hämophilie A 

Die Hämophilie A ist eine x-chromosomal rezessiv vererbte Gerinnungsstörung, die durch einen 

Mangel an Faktor VIII bedingt ist, in ca. 50% der Fälle angeboren ist und mit einer Prävalenz von 

etwa 1:10 000 auftritt. Da das Gen des Faktors VIII auf dem x-Chromosom lokalisiert ist, sind 

Männer durch diesen Erbgang häufiger betroffen, während Frauen dagegen häufig lediglich 

gesunde Überträgerinnen sind. Durch den Mangel (Typ 1) oder die Funktionslosigkeit (Typ 2) 

(Herold, 2007) des Faktors VIII kommt es zu einer Verminderung des intrinsischen 

Gerinnungsweges und zum Verlust der Verstärkerschleife (Amplifier Loop) über das extrinsische 

System. Auf diese Weise kommt es zu einer verminderten Umwandlung von Fibrinogen zu 

Fibrin.  

Die Hämophilie wird in 3 Schweregrade eingeteilt. Unter 1%-Restaktivität des Faktors VIII wird 

sie als schwer, zwischen 1-5%-Restaktivität als moderat und zwischen 6-25%-Restaktivität als 

mild eingestuft (Klinge et al., 2002). Während bei den leichten und milden Formen 
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Blutungskomplikationen gewöhnlich lediglich nach einem Trauma auftreten, können bei 

schwerer Ausprägung spontan schwere Blutungen, v.a. im Bereich der Gelenke (insbesondere der 

Kniegelenk) und der Muskeln resultieren, die unter Umständen auch lebensbedrohlich sein 

können (Pötzsch und Madlener, 2002). Typisch bei der Hämophilie A ist, dass die primäre 

Hämostase normal abläuft, während die sekundäre Hämostase deutlich verlängert ist. Dies äußert 

sich in Nachblutungen.  

Noch in den 1930er Jahren starben die meisten Patienten in der frühen Kindheit, während heute 

ein Patient mit Hämophilie eine fast normale Lebenserwartung besitzt (Klinge et al., 2002). Zur 

Behandlung vermeidet man eine Gabe von Medikamenten, die die Thrombozytenaggregation 

hemmen (z.B. Aspirin®). Bei der leichten Form der Hämophilie A und erhöhter Blutungsgefahr 

kann ein Medikament, Desmopressin, gegeben werden, dass Faktor VIII und den vWF aus dem 

Endothel freisetzt. Desmopressin kann jedoch nur für ein paar Tage gegeben werden, weil es zur 

Erschöpfung der gespeicherten Faktoren kommt (Herold, 2007). Die steigende Lebenserwartung 

ist vor allem auf die Entwicklung von hochgereinigten/virusinaktivierten sowie rekombinant 

hergestellten Faktor VIII-Präparaten zurückzuführen (Klinge et al., 2002). Während es ausreicht, 

bei leichten Formen der Hämophilie bei Bedarf zu substituieren sollte das Faktor VIII-Präparat 

bei schweren Formen regelmäßig gegeben werden.  

Die Therapie mit Faktor VIII-Präparaten geht mit zwei Hauptproblemen einher. Einerseits besteht 

eine Infektionsgefahr der Patienten, andererseits kann es zu einer Induktion von Antikörpern 

kommen (Bishop und Lawson, 2004). In den 1980er Jahren wurde durch die regelmäßige Gabe 

von Faktor VIII-Präparaten und Bluttransfusionen eine HIV-Erkrankung bei bis zu 50% der 

Hämophilie-Patienten entdeckt (Ragni et al., 1987). Die Sicherheit der Produkte konnte in den 

danach folgenden Jahren durch Virus-inaktivierende Schritte in der Produktion stark verbessert 

werden. Das Risiko für eine Übertragung mit z.B. Hepatitis A- oder B-Virus, Epstein-Barr-Virus, 

Cytomegalievirus oder HIV soll bei hochgereinigten/virusinaktivierten Präparaten nicht bestehen 

und ist bei rekombinanten Präparaten ausgeschlossen (Herold, 2007). Die Faktor VIII-

Ersatztherapie führt in bis zu 25% der Hämophilie-Patienten zu einer Induktion von Faktor VIII 

hemmenden Antikörpern (Lusher et al., 1993). Diese induzierten Faktor VIII-Antikörper führen 

zu einer schnellen Inaktivierung des Faktor VIII-Konzentrats, die dann erneut mit einer 

Blutungstendenz einhergeht, die dann nicht mehr mit Faktor VIII-Konzentraten behandelbar ist.  
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d.    Hämophilie B  

Auch dieser Gerinnungsdefekt wird x-chromosomal rezessiv vererbt, ist aber 10fach seltener als 

die Hämophilie A. Hierbei liegt ein Mangel an Faktor IX, der auch Christmas-Faktor genannt 

wird vor (Herold, 2007). Auch die Hämophilie B wird in eine schwere (unter 1%-Restaktivität), 

milde (1-5%-Restaktivität) und leichte Form (bis 30%-Restaktivität) eingeteilt (Dahlbäck, 2005). 

Wie auch bei der Hämophilie A äußern sich lediglich die schweren Formen der Hämophilie B in 

spontanen Blutungsepisoden (Dahlbäck, 2005). 

Zur Therapie werden Faktor IX-Konzentrate verwendet. Dazu können sowohl aufgereinigte (z.B. 

Berinin®: humaner reiner Faktor IX) sowie rekombinante Faktor IX-Konzentrate verwendet 

werden (BeneFIX®) (White et al., 1997). Je nach Schweregrad der Erkrankung werden diese bei 

Bedarf oder regelmäßig alle 2-3 Tage gegeben. Auch bei der Applikation der Faktor IX-Präparate 

kann es zur Hemmkörperausbildung kommen, doch ist diese Nebenwirkung sehr viel seltener als 

bei der Behandlung der Hämophilie A mit Faktor VIII-Konzentraten (Shapiro et al., 1998). 

 

e.    Faktor II-Mutation 

Die Mutation an Position 20210 des 3‘-untranslatierten Teil des Gens steht in Verbindung mit 

einer erhöhten Prothrombin-Aktivität im Plasma. Bei der seltenen homozygoten Form kommt es 

zu schweren Thrombembolien. Die heterozygote Form besitzt in der Bevölkerung eine Prävalenz 

von 1-2% und erhöht das Thromboserisiko um das zwei- bis dreifache im Vergleich zu den nicht-

Mutationsträgern (Witt und Dörner, 2003). 

 

1.2.3.2 Erworben Störung des Gerinnungssystems-Sepsis 

Seit 1992 werden SIRS (Systemic inflammatory response syndrome), Sepsis, schwere Sepsis und 

septischer Schock getrennt definiert (Meier-Hellmann, 2006).  

Ein SIRS liegt vor wenn 2 der 4 folgenden Kriterien erfüllt sind: Fieber oder Hypothermie 

(>38°C oder <36°C), Tachykardie (>90/min), Tachypnoe (>20 Atemzüge/min oder 

Hyperventilation) und Leukozytose oder Leukopenie (>12 000/µl oder <4 000/µl).  

Eine Sepsis ist definiert als SIRS, die durch eine festgestellte Infektion verursacht wird. Bei 

Organbeteiligung spricht man von einer schweren Sepsis und bei Versagen des Kreislaufs von 

einem septischen Schock. Trotz vieler Weiterentwicklungen im intensivmedizinischen Bereich, 

liegt die Letalität der schweren Sepsis immer noch bei 30-50% (Bernhard et al., 2001).  
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In einem Zustand der Sepsis gelingt es dem Wirt nicht, die Entzündungsantwort gegen einen 

infektiösen Herd lokal zu begrenzen. Normalerweise ist das Immunsystem des Körpers in der 

Lage durch Abwehrmechanismen Erreger abzuwehren. Ist aber die Immunabwehr geschwächt, 

die Infektion massiv oder wird sie mit vielen aggressiven Erregern unterstützt, so reicht die 

Immunantwort nicht mehr aus (Meier-Hellmann, 2006). Das Resultat ist eine generalisierte 

Entzündungsreaktion mit Aktivierung des zellulären (Monozyten-Makrophagen, Lymphozyten, 

usw.) und des humoralen Abwehrsystems (Komplementsystem, Gerinnungssystem, Kininsystem) 

(Meier-Hellmann, 2006). Aus dem infektiösen Herd können immer weiter Erreger nachgeliefert 

werden. Es besteht eine akute Gefahr der Durchblutungsstörung und des Sauerstoffmangels. 

Gerade die Gerinnungsstörung ist eine wichtige Ursache der Kreislaufdestabilisation. Sind 

Organe betroffen kommt es zum Multiorganversagen, das einen baldigen Tod zur Folge hat 

(Bernhard et al., 2001). 

Die Entzündungsreaktion und die Gerinnung sind eng miteinander verbunden. Inflammatorische 

Zytokine, wie TNFα, Il-1 und Il-6 sind in der Lage die Gerinnung zu fördern und die Fibrinolyse 

zu hemmen. Thrombin kann hingegen inflammatorische Kaskaden stimulieren (Bernhard et al., 

2001). Patienten mit schwerer Sepsis können eine Symptomatik ausbilden, die der Purpura 

fulminans neonatorum und dem Protein C-Mangel vergleichbar ist (Pötzsch, 2007). 

Für die kausale Therapie, das heißt die Ursache beseitigende Therapie, der Sepsis ist es zunächst 

wichtig, dass der infektiöse Fokus gefunden und wenn möglich chirurgisch entfernt wird (Herold, 

2007). Zusätzlich können zur kausalen Therapie Antibiotika gegeben werden.  

Zur supportiven Therapie ist die Sicherstellung eines adäquaten Volumenstatus enorm wichtig, 

um eine ausreichende Perfusion zu gewährleisten. Reicht die Volumensubstitution alleine nicht 

aus, sollte zusätzlich ein Vasopressor gegeben werden (z.B. Noradrenalin, Vasopressin) (Meier-

Hellmann, 2004). Auch die ausreichende Versorgung mit Sauerstoff ist sicherzustellen, notfalls 

muss der Patient beatmet werden. Es besteht auch die Möglichkeit den Patienten 

Erythrozytenkonzentrate zukommen zu lassen. Wichtig ist, dass ein adäquater Perfusionsdruck 

aufrecht erhalten bleibt, um den Kreislauf zu stabilisieren. Die Steuerung des Blutzuckerspiegels 

ist gestört, deshalb muss dieser konsequent durch Insulin-Gabe normalisiert werden (Meier-

Hellmann, 2006).  

Aktiviertes Protein C (APC) kommt als adjuvante Therapie in der schweren Sepsis zum Einsatz. 

Als adjuvante Therapie bezeichnet man alle therapeutischen Ansätze, die darauf abzielen, das der 

Sepsis zu Grunde liegende Geschehen selektiv zu beeinflussen (Meier-Hellmann, 2006). Mit 
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APC behandelte Patienten haben im Vergleich zu einer Placebo-Gruppe eine 6,1% niedrigere 

Letalität (Bernhard et al., 2001). Aufgrund der potenziell erhöhten Blutungsneigung als 

Nebenwirkung sollte das APC nur unter strenger Beachtung der Kontraindikationen verabreicht 

werden (siehe Kapitel 1.2.2.5) (Meier-Hellmann, 2006). 

 

1.2.4 Aptamere 

1.2.4.1 Einleitung 

Das Wort aptus kommt aus dem lateinischen und heißt „passen“, der griechische Begriff meros 

bedeutet Teilchen. Das „passende Teilchen“ besteht aus kurzen einzelsträngigen DNA- oder 

RNA-Oligonukleotiden mit 25-70 Basen, die spezifisch und hochaffin Moleküle über ihre 3D 

Struktur binden können (Mayer und Famulok, 2007). Die Eigenschaften der Aptamere sind dabei 

ähnlich den Eigenschaften monoklonaler Antikörper. Aptamere haben jedoch einige Vorteile und 

werden deshalb in Zukunft eine mögliche Alternative zur Behandlung mit Antikörpern darstellen 

(Jayasena, 1999). Im Vergleich zu Antikörpern binden Aptamere über ihre 3D Struktur an 

größere Epitopstrukturen. Wichtige Interaktionen werden dabei durch elektrostatische 

Wechselwirkungen, Wasserstoffbrücken-Bindungen und Basen-Stapelung erzielt. Über die 

Ausbildung von Helices, Tripel-Helices, Haarnadelschleifen, Pseudoknoten und G-Quartette wird 

eine hohe Variabilität erreicht. Weitere Vorteile der Aptamere liegen in der chemischen Stabilität 

und ihrer niedrigen Immunogenizität (White et al., 2000, Wlotzka et al., 2002). Die Affinität 

gegenüber dem Bindungspartner ist hoch und liegt im nanomolaren und subnanomolaren Bereich 

(Proske et al., 2005). Die Bindungspartner können sehr unterschiedlich sein. Beschrieben sind 

bindende Aptamere für kleine organische Moleküle (Mannironi et al., 1997; Famulok, 1999), 

Aminosäuren (Burgstaller et al., 1995; Geiger et al., 1996), Peptide (Nieuwland et al., 1995), 

Proteine (Lupold et al., 2002; Iwazaki et al., 2005) und sogar lebende Zellen und Viren (Yan et 

al., 2005; Gopinath et al., 2006). Die hohe Spezifität zeigt sich darin, dass sie auch in ihrer 

Bindung zwischen sehr ähnlich aufgebauten Proteinen unterscheiden können. Darüber hinaus 

können auch Isoenzyme unterschieden werden (Conrad und Ellington, 1996). 

 

Aptamere werden durch ein Verfahren identifiziert, das als Systematic Evolution of Ligands by 

Exponential Enrichment (SELEX) bezeichnet wird. Dieses Verfahren wurde erstmals 1990 

unabhängig von 2 Arbeitsgruppen beschrieben (Ellington und Szostak, 1990; Tuerk und Gold, 
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1990). Über die SELEX-Methode können Aptamere in vitro hergestellt werden, ohne dass 

Versuchstiere verwendet oder aufwendige Zellkulturen angelegt werden müssen (Ng et al., 2006). 

Aptamere können sowohl in der Diagnostik (Brody et al., 1999), in Reinigungsprozessen (Romig 

et al., 1999), in der Separation (Burgstaller et al 2002), in der Funktionsanalythik (Mayer und 

Famulok, 2007) als auch therapeutisch eingesetzt werden (Nimjee et al., 2005). Seit 2004 steht 

mit Pegaptanib das erste Aptamer als Medikament zur Behandlung der altersbedingten 

Makuladegeneration bereit (Ng et al., 2006). Pegaptanib nimmt damit eine Vorreiterstellung für 

weitere sich in präklinischen und klinischen Studien befindende Aptamere im Bereich der 

Krebsforschung, Stoffwechselstörungen, kardiale Störungen und der Blutgerinnung ein (Mayer 

und Famulok, 2007). Ein großer Vorteil der Nukleinsäurenatur der Aptamere ist, dass sie durch 

Antisense-Moleküle neutralisiert werden können, so dass die Wirkung schnell und effizient 

aufgehoben werden kann (Rusconi et al., 2004; Heckel et al., 2006). Ins Besondere nach 

Operationen kann durch ein entsprechendes Antidot die antikoagulatorische Wirkung schnell 

neutralisiert werden (Mayer und Famulok, 2007). Dies macht die Gruppe der Aptamere zu einem 

gut dosierbaren Werkzeug. 

 

1.2.4.2 Herstellungsverfahren SELEX und Modifizierung 

Das SELEX-Verfahren zur Selektion von Aptameren besteht aus 3 wesentlichen Schritten. Der 

Selektion, der Separation und der Amplifikation (Ng et al., 2006). Der Begriff Evolution bezieht 

sich dabei auf eine fortlaufende Entstehung und eine Zunahme von Oligonukleotiden an bereits 

selektierte Muster, die mit einer absteigenden Komplexität einhergeht. 

Grundvoraussetzung ist eine einzelsträngige Oligonukleotid-Bibliothek, die Oligonukleotide in 

zufällig unterschiedlicher Basenfolge besitzt wird von 2 konstanten Bereichen am 3‘-Ende und 

am 5‘-Ende eingeschlossen, die als Primerbindungsregion für die Amplifikation selektierter 

Sequenzen fungieren (Beaudry und Joyce, 1992). In der hoch variablen Startbibliothek sind bei 

einem randomisierten Bereich von beispielsweise 120 Nukleotiden 4
120

= 10
72

 verschiedene 

Startsequenzen enthalten.  

Die DNA- bzw. RNA-Oligonukleotid-Bibliothek wird mit dem Zielmolekül, gegen welches 

Aptamere selektiert werden sollen, inkubiert. Die meisten Oligonukleotide besitzen keine 

Affinität, nur eine geringe Anzahl konkurriert um die Bindung an das Molekül. Diejenigen 

Oligonukleotide mit der höchsten Affinität gegenüber dem präsentierten Molekül können binden.  
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Im Schritt der Separation werden die gebundenen von den ungebundenen Nukleinsäuren getrennt. 

Dies wird durch die Immobilisierung der Zielmoleküle erreicht, was ein Entfernen der nicht 

gebundenen Sequenzen durch einen Waschschritt erlaubt (siehe Abb. 6).  

Im Amplifikationsschritt werden die gebundenen Oligonukleotide von dem Zielmolekül getrennt 

und über eine PCR vervielfältigt (siehe Abb. 6). Hierfür sind die konstanten Bereiche 

maßgeblich, die als Ansatzort für die Primer dienen. Die gebildeten Nukleotide werden mittels 

einer PCR amplifiziert bzw. bei Vorlage einer RNA, zuerst durch eine reverse Transkriptase in 

die entsprechende cDNA überführt. Nach der Amplifikation erfolgt eine Einzelstrangtrennung 

(DNA), bzw. eine Transkription von RNA-Molekülen über eine in die Primerbindungsdomäne 

eingebrachte Promotorsequenz. Es entsteht ein Pool aus DNA- bzw. RNA-Fragmenten, der im 

Abb. 6: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte des SELEX-Prozesses (Stoltenburg, 2007). Um Aptamere 

zu generieren wird die randomisierte Oligonukleotidbibliothek, in der die einzelnen Oligonukleotide mit 

konstanten Bereichen flankiert werden, mit dem Target-Molekül inkubiert. Hierzu können ssDNA und RNA Pools 

verwendet werden. Nur die Oligonukleotide mit der höchsten Affinität können an das Target-Molekül binden. 

Durch den Waschschritt werden die die affinen - von den weniger affinen Oligonukleotide seperiert. Die affinen 

Oligonukleotide müssen von dem Target-Molekül wieder getrennt werde (Elution). Die getrennten Oligonukleotide 

werden durch eine PCR amplifiziert und nach Aufreinigung erneut mit dem Target-Molekül zusammengebracht. 

Der Zyklus beginnt erneut. Nach Abschluss einiger Selex-Runden ergibt sich ein Pool aus spezifisch und hochaffin 

bindender Aptamere. 
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Vergleich zu dem vorausgegangenen Zyklus eine gesteigerte Bindungseigenschaft zu dem 

Zielmolekül besitzt.  

 

Dieser Zyklus wird in der Regel zwischen 6- und 20mal wiederholt (Mayer und Famulok, 2007). 

Nach Abschluss dieses Prozesses kristallisieren sich im Erfolgsfall einige spezifisch und 

hochaffin bindende Aptamere heraus, welche in der Regel Dissoziationskonstanten im niedrigen 

nanomolaren bis hohem picomolaren Bereich aufweisen.  

Nach der Selektion werden die identifizierten Sequenzen bezüglich ihrer Sekundärstruktur 

analysiert. In der Regel erfolgt anschließend die Ermittlung des minimalen Bindungsmotivs, was 

zu der Entfernung der zur Bindung an das Zielmolekül nicht notwendigen Sequenzabschnitte 

führt. 

 

Aptamere sind als kurze DNA- oder RNA-Oligonukleotide anfällig gegenüber im Blut 

befindlichen Nukleasen. Nukleasen lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Zur ersten Gruppe 

gehören die Exonukleasen, die eine hydrolytische Spaltung eines Oligonukleotids vom 3‘- und 

vom 5‘-Ende her zur Folge haben. Die zweite Gruppe, bestehend aus den Endonukleasen, nimmt 

eine hydrolytische Spaltung innerhalb der Nukleinsäurekette an bestimmten Schnittstellen vor. 

Im humanen Blut besitzt eine 3‘-Exonuklease die größte Wirkung (Dougan et al., 2000). RNA-

Oligonukleotide besitzen gegenüber Nukleasen eine geringere Haltbarkeit und sind deshalb in 

diesem Punkt gegenüber den DNA-Aptameren benachteiligt. 

Um gerade RNA-Aptamere vor Nukleasen zu schützen und die Stabilität zu verbessern, können 

sie am 2‘-OH-Ende durch 2‘-Aminogruppen, 2‘-Fluorogruppen (Gold et al., 1995) oder 2‘-O-

Methyl-Gruppen (Burmeister et al., 2005) modifiziert werden. Darüber hinaus können die 

Aptamere verstärkt werden, indem eine Kappe an das 3‘-Ende geheftet wird (Proske et al., 2005). 

In Versuchen mit dem schon untersuchtem Aptamer Pegaptanib konnte gezeigt werden, dass die 

Exkretion und Metabolisierung der Aptamere über den Urinaltrakt statt findet (Ng et al., 2006). 

Aufgrund ihrer geringen Größe werden sie über die Niere schnell eliminiert. Die 

Bioverfügbarkeit kann erhöht werden, indem hochmolekulare Moleküle angehängt werden. Die 

Halbwertzeit von Aptameren im Blut ist sehr kurz (Mayer und Famulok, 2007). Diese 

Wirkungszeit ist für die therapeutische Anwendung für ein therapeutisch verwendetes Aptamer 

unvorteilhaft. Durch ein Anhängen von PEG (Polyethylenglykol) (ca.40 kD) am 3‘- oder 5‘-Ende 
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des Aptamers steigt die Halbwertzeit im Falle des Pegaptanib zur Behandlung der altersbedingte 

Makuladegeneration auf 10+/- 4Tage (Mayer und Famulok, 2007).  

 

1.2.4.3 Aptamere in der Therapie und Diagnostik 

Aptamere können vielseitig eingesetzt werden. Die Indikationsgebiete sind die Krebsforschung, 

Stoffwechselstörungen, z.B. die Adipositas, kardiovaskuläre Erkrankungen und die altersbedingte 

Makuladegeneration (Mayer und Famulok, 2007).  

Obwohl bisher noch keine Medikamente im Bereich der Krebsforschung (Onkologie) auf dem 

Markt existieren, ist die Hoffnung groß, in diesem Bereich medikamentös eingreifen zu können 

(Groner, 2004; Chu et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Shangguan et al., 2006). So laufen zurzeit 

einige Studien zum Einsatz von Aptameren, v.a. in der Behandlung der akuten myeloischen 

Leukämie (AML). Auch die Diagnostik und Therapie viraler Erkrankungen mit Aptameren 

werden beschrieben (Kohn et  al., 1999; James, 2007). Ein wichtiger Anwendungsbereich ist 

außerdem die Regulation der Blutgerinnung (Bock et al., 1992; Rusconi et al., 2002; Mayer et al., 

2007). Bekannt sind Aptamere gegen Thrombin und gegen Faktor IX, deren Einsatzbereich sich 

auf die Antikoagulation während koronarer Bypass-Operationen erstreckt (Mayer und Famulok, 

2007). Auch gegen den vWF wurde der Einsatz von Aptameren beschrieben, welche bei einem 

Akuten Koronarsyndrom Verwendung finden sollen. Auch die Fusionierung zweier Aptamere 

gegen Thrombin dürfte ein neuer vielversprechender Ansatz sein (Müller et al., 2007; Müller et 

al., 2008). 

Das erste auf Aptameren basierende zugelassene Medikament ist ein kurzsträngiges RNA-

Molekül, Pegaptanib (Macugen®), entwickelt im Jahr 1998 von Ruckmann et al., das in der 

Augenheilkunde zur Behandlung der feuchten altersbedingten Makuladegeneration eingesetzt 

wird (Starita et al., 2007). Im Dezember 2004 wurde Pegaptanib in den USA als Medikament 

zugelassen und ist seit Mai 2006 auch in Deutschland erhältlich. Es hemmt hochspezifisch und 

sehr affin den im Auge vorkommenden Wachstumsfaktor VEGF-Isotop-165 (Vascular 

endothelial growth factor) und blockiert auf diese Weise die Neovaskularisation im Bereich der 

Netzhaut (Ng et al, 2006).   

Aber auch im Bereich der Grundlagenforschung kann die Technik der Aptamere zur 

Charakterisierung von Biomolekülen verwendet werden (Mayer und Famulok, 2007). Auf dem 

Gebiet der chemischen Biologie und chemischen Genetik können Aptamere z.B. als Werkzeug 
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im Hochdurchsatz-Screening verwendet werden. U.a. können kleine organische Substanzen sehr 

spezifisch erkannt werden (Mayer und Famulok, 2007). Auf dieser Eigenschaft basiert auch der 

Ende 2006 entwickelte Schnelltest gegen Kokain (Liu und Lu, 2006).  

 

1.2.4.4 Aptamere gegen APC 

Über den in Kapitel 1.2.4.2 erklärten SELEX-Prozess wurden an der Rheinischen Friedrich-

Wilhelms-Universität Bonn in einem Gemeinschaftsprojekt des Instituts für Experimentelle 

Hämatologie und Transfusionsmedizin und des Kekulé Instituts für Organische Chemie und 

Biochemie DNA-Aptamere gegen APC generiert. Als APC-Vorlage im SELEX-Prozess griff 

man auf das Medikament XIGRIS® zurück (Salehi, 2007). Als Aptamer-Startbibliothek wurde 

die sogenannte D1-Bibliothek mit einer 49-Basen-langen, von zwei Primerbindungsstellen 

flankierten, variablen Sequenzregion eingesetzt (5‘-GCCTGTTGTGAGCCTCCTAAC-N49-

CATGCTTATTCTTGTCTCCC-3‘). Zur Charakterisierung der selektierten Aptamere wurde der 

nach dem zehnten Selektionszyklus erhaltene Pool kloniert und die Inserts der Vektoren 

vereinzelter colony-forming-units sequenziert. Durch diese Vorgehensweise konnte eine Vielzahl 

von Aptamer-Sequenzen identifiziert werden, welche allerdings eine gemeinsame 

Konsensussequenz aufwiesen. Zur Überprüfung der APC-Bindungseigenschaften der 

verschiedenen Monoklone wurden 4 der identifizierten Sequenzen (HS02, HS03, HS04 und 

HS08) synthetisiert und in Filterbindungsexperimente eingesetzt.     

Im Vergleich zu den anderen oben genannten Aptameren wies das Aptamer HS02 die niedrigste 

Dissoziationskonstante (KD) und somit die höchste Affinität gegenüber APC auf. Aus diesem 

Grund wurde das Aptamer HS02 herangezogen um ein Minimalmotiv zu erstellen. Von der 

Orginalsequenz des Aptamers, welches 88 Basen (HS02-88) lang war, verkürzte man das 

Aptamer am 5‘- und am 3‘-Ende. Wie bereits erwähnt ist allen Aptameren dieses Monoklons eine 

Konsensussequenz mit gezeigter Stem-Loop-Struktur gemeinsam (siehe Abb. 7).  

Eine Verkürzung des Aptamers ist möglich bis zu einer Länge von 44 Basen, danach führt eine 

weitere Verkürzung zur Wirkungsabnahme des Aptamers (Salehi, 2007). In den „G“-Motiven 

(HS02-52G, 48G, 44G) wurden am 3‘-Ende jeweils eine T-Base ausgetauscht um den gezeigten 

einen CT-Missmatch zu entfernen. 
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HS02-88 

dG = - 6.50 

HS02-62 

dG = - 5.65 

HS02-52 

dG = - 5.64 

HS02-48G 

dG = - 6.03 

HS02-44G 

dG = - 3.45 

HS02-52G 

dG = - 

10.11 

HS02-40 

dG = - 2.83 

HS02-44G-CT 

dG = - 7.68 

Abb. 7: Berechnete Sekundärstrukturen der Aptamergruppe HS02, von dem aus 88 Basen bestehendem Aptamer 

HS02-88 ausgehend bis zum Minimalmotiv HS02-44G. In der Variante HS02-44G-CT wurden im Basisstamm 2 

Basen gekürzt, so dass sich ein CT-Überhang nicht ausbilden kann. Es ist bei den Aptameren HS02-44G-CT und 

HS02-40 im Vergleich zu den anderen Aptamervarianten eine deutliche  Abnahme der Wirksamkeit zu erkennen 

(Salehi, 2007). Zur Berechnung der Sekundärstrukturen der Aptamer-Varianten wurde das mfold Programm zur 

DNA-Faltung verwendet, das unter www.bioinfo.rpi.edu/applications verfügbar ist (Zuker, 2003). 
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Informationen über die Sekundärstruktur und Stabilität der Aptamere geben die von Müller et al. 

(2009) beschriebenen ∆G-Werte (siehe Tabelle 1). Je niedriger der ∆G-Wert (kcal/mol) liegt, 

desto stabiler ist das Aptamer. 

 

Tabelle 1 

Aptamer ∆G-Werte (kcal/mol) 

HS02-44G -3,45 

HS02-48G -6,03 

HS02-52G -10,11 

HS02-62 -5,65 

HS02-88 -6,5 

 

 

1.3 Zielsetzung und Fragestellung 

1.3.1 Zielsetzung 

In dieser Dissertation sollen die in Abbildung 7 gezeigten Aptamersequenzen bezüglich ihres 

APC-inhibierenden Potentials und ihrer Stabilität in der Plasmamatrix charakterisiert werden.  

Dabei soll die Wirkung der Aptamere auf den durch APC verlängerten Gerinnungsablauf gezeigt, 

die inhibitorische Aktivität (IC50-Werte) der Aptamere gegenüber APC bestimmt und die 

Stabilität der Aptamere in Ca
2+

-freien- und Ca
2+

-haltigem Plasma getestet werden.  

Als Resultat soll die Variante der beschriebenen Aptamere identifiziert werden, die die beste 

inhibitorische Aktivität bei gleichzeitig möglichst hoher Stabilität in der Plasma- und 

Vollblutmatrix aufweist. Das Aptamer mit den geeignetsten Eigenschaften kann dann in 

weitergehenden Versuchen, wie z.B. in vivo Applikationen im Tiermodell verwendet werden. 

 

1.3.2 Fragestellung 

Die Fragestellung betrifft vornehmlich den therapeutischen Nutzen eines Aptamers, welches 

spezifisch APC bindet und dessen antikoagulatorische Funktion zu inhibieren vermag.  
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Es ist in klinischen Studien und in Experimenten mit transgenen Mäusen zu beobachten, dass 

Patienten und Tiere, die gleichzeitig zu einer Hämophilie A oder B eine Faktor-V-Leiden-

Mutation aufweisen, mit einem niedrigeren Nachblutungsrisiko behaftet sind. Deshalb liegt eine 

Annahme nah, dass durch den Einsatz eines effektiven APC-Inhibitiors, der in der Konsequenz 

auch die Inhibition der Faktoren VIIIa und Va unterdrückt, zu einer Verminderung des 

Nachblutungsrisikos bei der Hämophilie A und B führen kann (Butenas et al., 2006; De Nanteuil, 

2006). Außerdem wird beschrieben, dass über eine Hemmung des Protein C-Systems die 

Halbwertzeit des Faktors VIII verlängert werden kann und somit bei Hämophiliekranken, bei 

denen von vorne herein schon eine erniedrigte Faktor VIII-Aktivität vorliegt, eine 

Blutungsneigung vermindert werden kann, wenn auch nur durch einen kleinen Anstieg der Faktor 

VIIIa-Aktivität, der indes aber entscheidende Wirkung zeigt (Butenas et al., 2006; De Nanteuil, 

2006). In dieser Arbeit sollen die Vorteile eines Aptamers als potentiell therapeutisch 

einsetzbarer APC-Inhibitor im Vergleich zu den bisher beschriebenen APC-Inhibitoren 

herausgearbeitet werden. 

Eine weitere Fragestellung ist, ob das APC-Aptamer geeignet ist als Antidot, für das im Falle 

einer schweren Sepsis verwendete rekombinant hergestellte APC (XIGRIS®) eingesetzt zu 

werden. Eine durch eine Überdosierung hervorgerufene Blutungsneigung könnte dadurch 

neutralisiert werden.  
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2 Materialien  

 

2.1 Verwendete Chemikalien 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

4-(2-Hydroxyäthyl)-1-piperazin-äthansulfonsäure (Hepes) 

 

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg 

Ampuwa® (Wasser für Injektionszwecke) 

 

KMF Laborchemie, Lohmar 

1 M Natronlauge  (NaOH) 

1 M Salzsäure (HCl) 

   

Merck GmbH, Darmstadt 

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2 x 2H2O) 

Magnesiumchlorid (MgCl2) 

Natriumchlorid (NaCl) 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 

Bovine Serum Albumin (BSA) 

Ethanol abs. (EtOH) 

 

2.2 Verwendete Reagenzien 

American Diagnostics, Stanford, USA 

Rekombinantes humanes Thrombomodulin (rTM) 

Rabbit lung Thrombomodulin 

 

Bayer AG, Leverkusen 

Hirudin (Refludan®) 
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Eli Lilly Export S.A., Genf, Schweiz 

APC (Drotrecogen Alpha, XIGRIS®) 

 

Dade Behring, Marburg 

Aktin FS® 

Aktin FSL® 

Faktor VIII-Mangelplasma 

Innovin® (Tissue Factor Reagenz zur Quick-Wert Bestimmung) 

 

In-house Produktion  

Citrat-Poolplasma von gesunden Blutspendern 

 

Microsynth, Balgach, Schweiz 

88-Aptamer: ssDNA Oligonukleotide, Page gereinigt 

62-Aptamer: ssDNA Oligonukleotide, Page gereinigt 

52G-Aptamer: ssDNA Oligonukleotide, Page gereinigt 

48G-Aptamer: ssDNA Oligonukleotide, HPLC gereinigt 

44G-Aptamer: ssDNA Oligonukleotide, HPLC gereinigt 

 

Roche GmbH, Mannheim 

Liquemin® 5000 Einheiten/ml 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 

Polybren (Hexadimethrin-Bromid) 

 

Thrombinoscope BV, Maastricht, Niederlande 

Calibrator-Reagenz (α2M-Thrombin) 

PPP-Reagenz (Tissue Factor Reagenz zur Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials) 
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2.3 Verwendete Materialien 

B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Venofix (0,8 mm, 21 G, grün) 

 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Einweg-Pasteurpipetten (3 ml) 

 

Eppendorf GmbH, Hamburg 

Eppendorfcups (1,5 und 2 ml) 

 

Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 

Citratröhrchen (4,5 ml) (1 Teil Citratlösung (0,1 mol/l = 38 g/l) und 9 Teile Blut gemischt) 

Multi Adapter 

S-Monovette Serum (9 ml) 

 

Thermo Fisher Scientific, Wiesbaden 

Mikrotiterplatten (96 well plate) 

 

2.4 Verwendete Geräte 

Cenco instrumenten, Breda, Niederlande 

Vortexer 

 

Eppendorf GmbH, Hamburg 

Centrifuge 5804 

 

Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel 

Wasserbad  

 

Trinity Biotech GmbH, Lemgo 

Kugelkoagulometer AMAX 190 plus  
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Gilson, Ohio, USA 

Kolbenhubpipetten (P10, P20, P200, P1000, P5000) 

 

Methrom Deutsche GmbH & CO, Filderstadt 

pH-Meter 744 

 

Mettler, Gießen 

Digitalwaage (Modell PL 1200) 

 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich 

Platten-Fluoro/Luminometer Fluoroscan Ascent 
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3 Methodik 

 

3.1 Allgemeine Versuchsprinzipien  

3.1.1 Einleitung 

Basismethode in allen Versuchen war die Messung der Gerinnungszeit oder die Bestimmung der 

Thrombingenerierung über die plasmatische Gerinnungskaskade durch Aktivierung des 

extrinsischen- oder des intrinsischen Gerinnungswegs.  

Dabei wurde die Gerinnungsreaktion über den extrinsischen Weg durch die Zugabe von 

Gewebsthromboplastin (Tissue Factor, TF), Phospholipiden und Ca
2+

 zu der Plasmaprobe 

gestartet. Der intrinsische Aktivierungsweg wurde generell über die Zugabe von partiellem 

Thromboplastin und Ca
2+

 zu der Plasmaprobe aktiviert. Bei partiellem Thromboplastin handelt es 

sich um eine Mischung aus einem Oberflächenaktivator und einem gereinigten 

Sojabohnenphospholipid. Wie bei der Aktivierung des extrinsischen Gerinnungsweges, ist der 

Ablauf der intrinsischen Gerinnungskaskade abhängig von der Anwesenheit von freien Ca
2+

-

Ionen in den Versuchsansätzen. Nach der Aktivierung der Gerinnungsreaktion erfolgte zum einen 

die Messung der Zeitdauer bis zur Ausbildung eines detektierbaren Fibringerinnsels 

(Gerinnungszeit) zum anderen ein Monitoren der Thrombinbildungs-Kinetik. Die 

Gerinnungszeiten wurden hierbei mit einem automatischen Kugelkoagulometer (AMAX 190 

plus) bestimmt. Die Erfassung der Thrombingenerierung erfolgte mittels eines 

Plattenfluorometers (Fluoroscan Ascent).  

Durch die Zugabe von APC zu den Reaktionsansätzen konnte unter entsprechend optimierten 

Testbedingungen, die gemessene Gerinnungszeit verlängert bzw. die detektierbare Generierung 

von Thrombin verhindert werden. Dieser Umstand stellte die Basis aller durchgeführten Versuche 

dar, welche stets die Aptamer vermittelte Inhibition des in den Proben befindlichen APCs zur 

Grundlage hatten.  

Nachfolgend sollen die Prinzipien der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche auf den 

beiden verwendeten Geräteplattformen beschrieben werden. 
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3.1.2 Messung der Gerinnungszeiten 

Die Gerinnungszeiten wurden mit dem Gerinnungsautormaten AMAX bestimmt. Dabei handelt 

es sich um ein Gerät, das auch in der Routinemessung eingesetzt wird. Der AMAX 190 kann über 

einen Einkanal-Pipettierarm definierte Reagenzien nach zuvor programmiertem Ablauf 

pipettieren. Dabei können die Menge an Reagenz, die Pipettier-Reihenfolge und eine eventuelle 

Vorinkubation bis zu 600 Sekunden bei 37 °C  der gemischten Proben eingestellt werden. Die 

Gerinnungsreaktion wird endlich über ein zuletzt zugefügtes Reagenz, wie z.B. Ca
2+

-Ionen, 

Tissue Factor oder partielles Thromboplastin gestartet. Nach Zugabe des Startreagenz beginnt die 

Messung der Gerinnungszeit, wobei die verwendete Messküvette in Rotation versetzt wird. Am 

Boden der Messküvetten befindet sich eine Eisenkugel, die durch einen Magneten in Position 

gehalten wird. Gerinnt die Probe, kommt es also zur Ausbildung eines Fibringerinnsels, so wird 

die Kugel durch die Rotation und die steigende Viskosität aus ihrer Position in eine 

Rotationsbewegung ausgelenkt. Dieser Zeitpunkt wird als Endpunkt der Gerinnungsmessung 

erfasst und auf einen Computer übertragen. 

 

3.1.3 Bestimmung der Thrombingenerierung 

Die Thrombingenerierung dient zur Bestimmung des endogenen Thrombinbildungspotenzials 

(ETP) in einer Citratplasmaprobe. Sie basiert auf der Messung des Fluoroscan Gerätes und nutzt 

zur Auswertung, je nach Einstellung, die Fluoroscan Ascent-Software oder die Thrombinoscope-

Software. In der Routine kann dieses Gerät zur Bewertung des Blutungs- oder Thromboserisikos, 

zur Überwachung einer Antikoagulantientherapie oder einer Substitutionstherapie mit 

Faktorenkonzentraten verwendet werden (Hemker et al., 2003). 

Um enzymatisch aktives Thrombin nachzuweisen wurde ein fluorogenes Peptidsubstrat 

verwendet (siehe Abb. 8). Es handelt sich bei dem verwendeten Substrat um 7-amino-4-

methylcoumarin (AMC), das nach Spaltung der anhänglichen Peptidstruktur durch Thrombin 

fluorometrisch nachgewiesen werden kann (Kawabata et al., 1988). Die Messung der Fluoreszenz 

geschieht jeweils automatisch nach einer Periode von 20 Sekunden. 

In den einzelnen Proben werden die Kinetiken des Substratumsatzes mit Hilfe eines 

Plattenfluorometers gemessen und können dann an einem Computer über die Thrombinoscope 

Software bzw. Fluoroscan Ascent-Software ausgewertet werden. Dieses Messprinzip ermöglicht 

es die absolute Thrombinentstehung in nM pro Zeiteinheit zu bestimmen.  
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Bei einer Messung über die Thrombinoscope Software, werden zusätzlich Calibratoransätze 

hinzupipettiert, die das Peptidsubstrat im Vergleich zu den Testansätzen kontinuierlich umsetzen. 

Sie haben die Aufgabe, die gemessenen Werte in Bezug auf den „inner-filter“ Effekt, den 

Fluoreszenzcharakter der unterschiedlichen Plasmaproben und den Substratverbrauch zu 

normalisieren. Dadurch ist eine Vergleichbarkeit verschiedener Messungen untereinander 

gegeben. 

 

Z-Gly-Gly-Arg-AMC * HCL 

 

 

 

 

3.2 Spezifische Versuchsprinzipien 

3.2.1 IC50-Bestimmungen der Aptamere 

3.2.1.1 Einleitung 

Der IC50-Wert entspricht der Konzentration eines Inhibitors, bei der eine halbmaximale Inhibition 

erreicht wird. Durch die Bestimmung dieses Wertes ist eine Vergleichbarkeit der inhibitorischen 

Wirkung der Aptamere untereinander gegeben. Über Verdünnungsreihen der Aptamere wurden 

IC50-Werte sowohl über die Gerinnungszeitmessung (AMAX 190 plus Kugelkoagulometer) als 

auch über das fluorogene Testsystem (Fluoroscan Ascent) bestimmt. Zur Auswertung der 

Messreihen wurde eine Software verwendet, die über die Gerinnungszeiten eine Kurve 

interpolierte und so einen IC50-Wert ermittelte. Versuche der IC50-Wert Bestimmung konnten 

entweder über den intrinsischen oder über den extrinsischen Gerinnungsweg gemessen werden. 

Abb. 8: Chemische Formel des verwendeten fluorogenen Peptidsubstrats und seine Struktur. 



50 

 

3.2.1.2 Gerinnungszeitmessung 

Eine Gerinnungszeitmessung über den AMAX 190 plus Kugelkoagulometer wurde mit 

Verdünnungsreihen aller Aptamere der Gruppe HS02 durchgeführt. Gemessen wurde in Ca
2+

-

freiem Plasma (Citratplasma), in Ca
2+

-haltigem Plasma (Heparin-, Hirudinplasma) und in 

Hirudinvollblut. Ziel war es, in jedem der Medien eine Messung mit Aptamerverdünnungsreihen 

über den extrinsischen- und über den intrinsischen Gerinnungsweg durchzuführen. In den 

Messungen wurden größtenteils lineare in Aqua destilliert gelöste Verdünnungsreihen verwendet, 

seltener auch halblogarithmische. 

Für die Versuche mit Citratplasma standen ausreichend gepoolte Proben von in-house 

produzierten Spenderplasmen zur Verfügung. Die Versuche mit Heparinplasma, Hirudinplasma 

und Hirudinvollblut wurden mit frisch abgenommenem und entsprechend antikoaguliertem 

Vollblut durchgeführt. Zur Gewinnung der Proben wurden Leerröhrchen vorbereitet. Für die 

Versuche in Heparinplasma wurde ein Leerröhrchen (S-Monovette Serum 9 ml) jeweils mit 

Heparin (Liquemin®) 1 Unit/ml Vollblut gefüllt. Die Hirudinproben besaßen unterschiedliche 

Konzentrationen je nach Versuchsaufbau und Ablauf. Nun konnte gesunden Spendern Blut 

entnommen werden. In einer Tischzentrifuge bei 4000 Umdrehungen pro Minute und einer Dauer 

von 15 Minuten wurde das Plasma vom Zellbestand getrennt. Das Heparinplasma und 

Hirudinplasma wurden sorgfältig abpipettiert. Danach wurde das Plasma gepoolt, um eine 

Ungleichheit der Plasmazusammensetzung einzelner Individuen auszugleichen. Eine 

Vergleichbarkeit zwischen der Liquemin®-Konzentration und Hirudinkonzentration, die bei 

selbstabgenommenen Proben differieren kann, wird in den Versuchen dadurch erreicht, dass alle 

Aptamere mit demselben gepoolten Plasma gemessen wurden. 

Für eine genaue Aktivitätsmessung der Aptamere (IC50-Bestimmung) über die Gerinnungszeit ist 

eine sehr kurze Gerinnungsreaktionsdauer wie die Thrombinzeit (Quick) ungünstig, denn sie führt 

zu einem schmalen Messspektrum mit hoher Fehlerbreite. Deshalb musste das Innovin®-

Reagenz (Tissue Factor-Reagenz zur Quick-Wert Bestimmung) mit einer Tris/HCL-Pufferlösung 

vorverdünnt werden um die Gerinnungsreaktion zu verzögern. Für sämtliche hier beschriebenen 

Versuche wurde ein Tris/HCL-Puffer in einer Konzentration von 10 mM Tris/HCL und 150 mM 

NaCl bei einem pH von 7,6 in destilliertem Wasser gelöst verwendet. Dem Puffer wurden 0,1% 

BSA  hinzugegeben. Den Proben wurde APC hinzugeben um die Gerinnungszeit zu verlängern. 

Dabei war eine Messbreite zwischen 30 Sekunden ohne APC-Zugabe und 60 Sekunden unter 

Einfluss von APC anzustreben. In diesem Zeitrahmen, der für jeden einzelnen Versuch neu 
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justiert wurde, war eine gute Auflösung der Wirkung der verschiedenen Aptamerkonzentrationen 

gegenüber APC möglich. Die Konzentration des APCs wurde innerhalb des Versuchsablaufs 

immer konstant bei behalten.  

Im Gegensatz zur Thrombinzeit eignet sich die im Normalfall 35-40 Sekunden dauernde partielle 

Thromboplastinzeit (APTT) für die IC50-Bestimmung der Aptamere. Als Startreagenz für den 

intrinsischen Gerinnungsablauf wurde das aus partiellem Thromboplastin bestehende Aktin FS®, 

bzw. Aktin FSL® verwendet. Die Ergebnisse basieren demnach auf Gerinnungszeiten, von denen 

auf die Aktivität der Aptamere zurückgeschlossen werden kann.  

 

3.2.1.3 Fluorogenes Testsystem  

Die Versuche über das fluorogene Testsystem basierten auf der Aktivierung der 

Gerinnungskaskade und deren Ingangsetzung über den extrinsischen oder intrinsischen 

Aktivierungsweg (Innovin®, Aktin FSL®). Die Werte der Fluoreszenzmessung werden auf ein 

Computerprogramm übertragen, das die Werte in eine Kurve übersetzen kann.  

Es können deutlich mehr Messungen parallel durchgeführt werden als bei der Messung über die 

Gerinnungszeit (siehe Kapitel 3.2.1.2). Möglich ist es, in einer Messreihe auf einer 

Mikrotiterplatte alle Aptamereverdünnungsreihen in einem Versuch gleichzeitig zu messen. 

Jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurde mit Probe (Poolplasma + Hirudin) bestückt. Über die 

nun folgende Zugabe eines Gemischs aus Puffer (Fluo-Buffer), CaCl2 und einem 

thrombinspezifischen fluorogenen Substrat wurde die Gerinnungsreaktion über die extrinsische 

(Innovin®) oder über die intrinsische Gerinnungsaktivierung (Aktin FSL®) ausgelöst. Die 

verwendete Pufferlösung (Fluo-Buffer), die in allen über den Fluoroscan Ascent gemessenen 

Versuchen verwendet wurde, bestand aus 20 mM Hepes mit einem pH-Wert von 7,35. Zusätzlich 

wurden 60 mg/ml BSA (bovine serum Albumin) hinzugegeben. Über die Fluoreszenz eines durch 

Thrombin aktivierten, fluoreszierenden Substrates wird die Entstehung von Thrombin 

quantifiziert.  

In diesem Versuchsteil konnte mit Poolplasma experimentiert werden, da durch die zusätzliche 

Zugabe von Hirudin und die Zugabe von Ca
2+

-Ionen, die Ca
2+

-Komplexierung durch Citrat zwar 

weiter bestehen blieb, aber aufgrund einer Überladung von Ca
2+

-Ionen nicht mehr wirksam war.  

Zwar wird Hirudin nicht notwendigerweise für die Gerinnungsreaktion benötigt, jedoch 

vergrößert sich die Messspanne durch die Verwendung von Hirudin und die Gerinnungsreaktion 
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wird verzögert. Für den Versuchsteil mussten in Vorversuchen die optimale Hirudinkonzentration 

und die optimale APC-Konzentration ermittelt werden. Zu beachten war, dass je höher die APC-

Konzentration gewählt wurde, desto weniger gerann die Probe. Als Konsequenz kann das Gerät 

einen geringeren Fluoreszenzanstieg feststellen. Wird die APC-Konzentration im Gegenzug zu 

niedrig gewählt, so ist auch die antikoagulatorische Aktivität niedrig und es besteht die 

Schwierigkeit in einer geringen Messbreite den hemmenden Einfluss der Aptamere exakt zu 

quantifizieren. 

 

3.2.1.4 Datenanalyse 

Zur Auswertung wurden zur Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50-

Werte) die Gerinnungszeiten aus den Versuchen mit dem AMAX 190 plus Koagulometer in 

jeweils einen Graphen aufgetragen. Zur Auswertung des fluorogenen Testsystems wurde die 

Differenz zwischen höchstem und niedrigstem Messwert (Maximum-Minimum) herangezogen. 

Ein weiterer wichtiger Parameter stellt die Time-to-maximum-rate dar. Sie entspricht dem 

Zeitpunkt, an dem am meisten Substrat durch Thrombin umgesetzt wird. Die Gerinnungszeiten 

wurden gegen die jeweilige Aptamerkonzentration in einem Graphen aufgetragen. 
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Abb. 9: Darstellung der Beziehung 

zwischen der Konzentration des 

Aptamers und der zugehörigen 

Gerinnungszeit über den extrinsischen 

Gerinnngsweg am Beispiel des 

Aptamers HS02-44G in 

Hirudinplasma. 
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Mit Hilfe der Software SigmaPlot® 9.0  konnte über die ermittelten Daten eine Ausgleichskurve 

gelegt und die im Ergebnisteil über die Software Microsoft Exel® 2003 präsentierten IC50-Werte 

ermittelt werden (siehe Abb. 9).  

 

3.2.2 Stabilitätsbestimmung der Aptamere 

3.2.2.1 Einleitung 

In diesem Versuchsteil sollte ermittelt werden, wie anfällig die DNA-Aptamere gegenüber 

DNAsen im Plasma sind. Eine automatische Inkubation mit dem AMAX 190 plus 

Kugelkoagulometer ist bis 600 Sekunden möglich. Messreihen mit längeren Inkubationszeiten 

konnten einerseits über einen anderen Ablauf mit Hilfe der Messung der Gerinnungszeit, 

andererseits mit Hilfe des fluorogenen Testsystems durchgeführt werden.  

 

3.2.2.2 Gerinnungszeitmessung 

Das Prinzip bestand darin, Aptamere in Plasmaproben vorzulegen und bei 37°C für einen 

definierten Zeitraum inkubieren zu lassen. Das APC-Reagenz (XIGRIS®) wurde in jeder 

Messung frisch hinzugegeben, kurz bevor durch ein Aktivierungsreagenz die Gerinnung gestartet 

wurde. Jegliche Verlängerung der Gerinnungszeit im Ablauf des Versuchs war also auf den 

Verlust der Aktivität der Aptamere zurückzuführen. Auch diese Messungen wurden für alle 

Aptamere (HS02-88, 62, 52G, 48G und 44G) im Vergleich durchgeführt.  

Da sich die Reagenzien im AMAX 190 plus Kugelkoagulometer nur bis maximal 600 Sekunden 

automatisch vorinkubieren lassen, wurde in den ersten Versuchen eine erste Messreihe bis 600 

Sekunden durchgeführt. Die Reagenzien Plasma und Aptamere konnten auf diese Weise getrennt 

als 2 Reagenzien in das Gerät positioniert und vorinkubiert. Die einzelnen Konzentrationen der 

Aptamerproben waren während des Versuchs konstant. Sie wurden so niedrig gewählt, dass sich 

eine denkbare Beeinträchtigung der Aptamere durch DNAsen möglichst schnell in einer 

Verlängerung der Gerinnungszeit geäußert hätte.  

Um den Einfluss von längeren Inkubationszeiten (bis 180 Minuten) auf die Aktivität der 

Aptamere im Plasma festzustellen, musste in einer zweiten Messreihe ein anderer Versuchsablauf 

gewählt werden. Alle Plasmaproben wurden schon im Vorhinein mit Aptameren bestückt. Das 

Plasma-Aptamer-Gemisch wurde nach definierten Zeiten in den AMAX 190 plus 
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Kugelkoagulometer gestellt und die Gerinnungszeit wurde bestimmt. In den Zwischenzeiten 

wurden die Proben in einem Wasserbad bei 37°C aufbewahrt. Das APC-Reagenz wurde auch hier 

zu jedem Zeitpunkt frisch hinzupipettiert.  

 

3.2.2.3 Fluorogenes Testsystem  

Wenn Plasmen zu lange Zeit im Wasserbad oder bei Raumtemperatur stehen bleiben, werden 

Gerinnungsfaktoren zunehmend inaktiv (Witt und Dörner, 2003). Um diesen Effekt gerade bei 

langen Inkubationszeiten zu minimieren, sollte vor jeder Messung frisches Plasma hinzugegeben 

werden. Dieses Konzept, welches in vorausgehenden Versuchen ausgetestet wurde, war auf 

folgende Weise realisierbar: Es wurde Hirudinplasma mit einer finalen Hirudinkonzentration von 

10 µg/ml hergestellt. Diesem Plasma wurden Aptamere in vierfacher Konzentration im Vergleich 

zur Konzentration, die im Versuch final vorliegen sollten, beigemengt. Die finale 

Aptamerkonzentration sollte bei 31,6 nM liegen, also musste das Plasma 126,4 nM enthalten. In 

der Messung wurde nur ein Viertel des Hirudinplasmas mit drei Vierteln eines frisch aufgetauten 

Poolplasmas gemischt, welches auf diese Weise neue und frische Gerinnungsfaktoren beisteuerte. 

Durch diesen Ablauf waren die Aptamere korrekt konzentriert und die Hirudinkonzentration 

betrug im Ergebnis 2,5 µg/ml Plasma. Nun lagen dieselben Bedingungen vor, wie im Versuch der 

IC50-Wert Messung über die Gerinnungszeitmessung. In diesem Versuchsteil wurde die 

Gerinnungsreaktion über den intrinsischen Weg (Aktin FSL®) gestartet. 

 

Die Stabilitätsmessung über das fluorogene Testsystem wurde für die Aptamere HS02-44G, 

HS02-48G und HS02-52G durchgeführt. Zu einem Messzeitpunkt sollten alle Proben zur 

Messung bereit stehen. Realisiert wurde dies, indem die Plasmaprobe mit der längsten 

Inkubationszeit 360 Minuten vor dem Messzeitpunkt in das Wasserbad bei 37°C gestellt wurde. 

Weitere Proben folgten diesem Wert in folgender Reihenfolge: 330, 300, 240, 180, 120, 60 

Minuten. Als letzter Wert wurde auch eine 0 Minuten-Probe hinzupipettiert. Zu den Proben der 

verschiedenen Inkubationszeiten in Doppelwerten wurden auf die Mikrotiterplatte 

Verdünnungsreihen der drei Aptamere hinzugefügt, um zur Auswertung den Aktivitätsverlust der 

Aptamere an einer Standardkurve ablesen zu können. Auch die Verdünnungsreihen wurden 

jeweils in Doppelwerten angelegt. 
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich in den wells 10 µl Hirudinplasma mit 30 µl frisch 

aufgetautem Poolplasma befanden. Dies entspricht einer finalen Aptamerkonzentration von 31,6 

nM und einer finalen Hirudinkonzentration von 2,5 µg/ml. Vom Fluoroscan Ascent-Gerät wurde 

automatisch die Gerinnungsreaktion über den intrinsischen Gerinnungsweg (Aktin FSL®) 

ausgelöst.  

 

3.2.2.4 Datenanalyse 

Zur Datenanalyse der Versuchsteile des AMAX 190 plus Kugelkoagulometer wurden die 

verschiedenen Inkubationszeiten der Proben (x-Achse) gegenüber den entsprechenden 

Gerinnungszeiten der Proben (y-Achse) aufgetragen. Um den Einfluss von längeren 

Inkubationszeiten auf die Gerinnungsfaktoren beurteilen zu können, wurde jeweils eine Probe mit 

Inhalt von APC, allerdings ohne Aptamer und eine Probe, in der weder Aptamer noch APC 

enthalten war, im diesem Versuchsteil zusätzlich gemessen.  

Im Versuchsteil über das fluorogene Testsystem wurden anhand der mitgeführten 

Verdünnungsreihen die entsprechenden Restaktivitäten der inkubierten Proben ermittelt. Es 

konnte über die Verdünnungsreihe eine Standardreihe gemessen werden, über die auf die 

Restaktivitäten der Aptamere in den Proben zurückgeschlossen werden konnte. 

Auch für die Darstellung der gesamten Stabilitätsversuche der Aptamere wurde die Software 

Microsoft Exel® 2003 verwendet. 

 

3.2.3 Thrombingenerierung 

3.2.3.1 Einleitung 

Über die Thrombingenerierung kann das endogene Thrombinbildungspotential (ETP) in der 

Citratplasmaprobe (Poolplasma) bestimmt werden. Sie basiert zwar auch auf der Messung des 

fluorogenen Testsystems, findet aber im Vergleich zu den Versuchen zur Bestimmung der 

Stabilität und der IC50-Werte in einem veränderten Versuchsaufbau statt. Auch die zur 

Auswertung verwendete Software (Thrombinoscope Software) war eine andere.  

Dieser Versuchskomplex ist von großer Relevanz, da in den bisher beschriebenen Versuchen die 

Wirkung gegenüber dem APC in Form von dem Medikament XIGRIS® nachgewiesen werden 

sollte. Durch die Zugabe von rekombinantem humanem Thrombomodulin (TM) zum Poolplasma 
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kann die Aktivierung des körpereigenen Protein C zu aktiviertem Protein C durch Thrombin 

stimuliert werden (Dahlbäck und Villoutreix, 2005). Die Aptamere HS02-44G und 88 können in 

ihrer inhibitorischen Wirkung gegenüber endogen gebildetem APC verglichen werden. Durch die 

Verwendung von Faktor VIII-Mangelplasma soll die Wirksamkeit der Aptamergruppe HS02 bei 

Hämophilie A-Patienten nachgewiesen werden. Im Faktor VIII-Mangelplasma wird zusätzlich 

die inhibitorische Wirksamkeit der Aptamere untereinander verglichen. 

 

3.2.3.2 Spezielles Testprinzip 

Verwendete Reagenzien in diesem Versuch sind in einem Testansatz Citratplasma mit einem aus 

Phospholipiden und Tissue Factor bestehendem Reagenz  (PPP-Reagenz). Parallel dazu wurde 

auf einer Mikrotiterplatte (MTP), ein Calibratoransatz angelegt in dem Citratplasma mit 

Thrombin-Calibrator (α2-macroglobulin) gemischt wurden. Auch im Versuchsteil der 

Thrombingenerierung wurde durch die nun folgende Zugabe einer Ca2+-haltigen Komposition 

(FluCa-Lösung) die Gerinnungsreaktion über den exogenen Weg ausgelöst.  

Je nach Versuchsaufbau wurden jeweils PPP-Reagenz im Testansatz und Thrombin-Calibrator im 

Calibratoransatz in die Runden Vertiefungen einer MTP pipettiert. Danach wurde das zu 

untersuchende Plasma sowohl zum PPP-Reagenz als auch zum Thrombincalibrator 

hinzugegeben. Die bestückte MTP konnte dann bis zum Versuchsstart in der vorgewärmten 

Messkammer des Fluorometers bei 37°C inkubiert werden. Die FluCa-Lösung, die im 

Versuchsablauf als Startreagenz fungierte, bestand aus Fluobuffer, CaCl2 und fluorogenem 

Substrat. Vor jedem Versuch musste die FluCa-Lösung neu hergestellt und vorgewärmt werden. 

Zu Beginn des Versuchs wurde nach einer in den Computer eingegebenen Pipettiervorlage, in 

jedes der gefüllten Vertiefungen über einen Dispenser FluCa-Lösung zugegeben. Jeweils alle 20 

Sekunden fand eine Messung der Fluoreszenz in allen gefüllten Vertiefungen statt.  

 

3.2.3.3 Datenanalyse 

Automatisch werden die Messwerte der Fluoreszenz an die Thrombinoscope-Software 

übertragen. Allerdings wird in der Thrombinoscope-Software die erste Ableitung, das bedeutet, 

die Änderung der Fluoreszenz über die Zeit angezeigt. Vorher wurden die Werte im Hinblick auf 

den inner filter effect mit Hilfe des Thrombin-Calibrators (α2-macroglobulin) korrigiert. 
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Zur Analyse der Messung können mehrere Parameter herangezogen werden. Zur Auswertung 

kommt der Peak-Wert der Messung, also der höchste Fluoreszenzanstieg pro Zeitintervall in 

Frage (siehe Abb. 10). Ein besser geeigneter Messparameter ist das endogene 

Thrombinbildungspotential (ETP) als Fläche unter der sich bildenden Kurve in nmol. Es 

entspricht der absoluten Menge des Thrombins, das im Laufe des Versuchs gebildet wurde (siehe 

Abb. 10).  

 

 

Abb. 10: Beispiel für ein Thrombinogramm eines gesunden Menschen. Auf der x-Achse wird die Zeit in Minuten 

angezeigt, auf der y-Achse ist die Menge an gebildetem Thrombin in nM dargestellt. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 IC50-Bestimmungen der Aptamere 

4.1.1 IC50-Bestimmung in Citratplasma 

Durch Komplexierung der Ca
2+

-Ionen mit Hilfe von Citrat wurde eine Koagulation in den Proben 

verhindert. Zuerst wurde eine halblogarithmische Verdünnungsreihe des Aptamers HS02-88 

vorbereitet und in Poolplasma vorinkubiert. Die höchste Konzentration lag bei einem Wert von 

100 nM des Aptamers. Von den Proben entnahm der Pipettierarm des AMAX 190 plus 

Kugelkoagulometer 25 µl Probe und gab 25 µl APC, welches in Tris/HCL-Puffer mit 20 mM 

CaCl2 gelöst wurde, in einer konstanten Konzentration von 200 nM (100 nM) hinzu. Die 

Gerinnungsreaktion wurde über die intrinsische Gerinnungskaskade gestartet (siehe Schema 1). 

 

  

     Schritt 1:             Aptamer +Poolplasma                                25µl 

     Schritt 2:        +APC (200 ng/ml) +CaCl2 (20 mM)       25µl 

     Schritt 3:     +Aktin FS®                                                             50µl  

 

Ein leicht abgeänderter Versuchsaufbau unterschied sich nur darin, dass sich kein Calcium in der 

APC-Probe (200 nM), in Tris/HCL-Puffer gelöst, befand. Es wurde stattdessen ein 

Calciumchlorid-Reagenz  zum Starten der Gerinnungsreaktion hinzugefügt (siehe Schema 2).  

 

 

     Schritt 1:             Aptamer +Poolplasma                       25µl 

     Schritt 2:             +APC (200 ng/ml)                          25µl 

     Schritt 3:             +Aktin FS®                                                          50µl 

     Schritt 4:             +CaCl2 (25 mM)                                                      50µl 

 

In einem dritten Versuch wurde das Aptamer HS02-88 (ab einer Konzentration von 316nM) 

zuerst mit APC in einer Tris/HCL-Pufferlösung vorinkubiert (siehe Schema 3). Calciumchlorid 

(25 mM) startete die Gerinnungsreaktion. 

Schema 1: 

Schema 2: 
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     Schritt 1:          Aptamer +APC (200 ng/ml)             25 µl 

     Schritt 2:              +Poolplasma                                                       25 µl 

     Schritt 3:        +Aktin FS®                                                         50 µl 

     Schritt 4:           +CaCl2 (25 mM)                                                       50 µl 

 

Dem APC-Aptamer-Gemisch wurde in einem vierten Versuch 1 mM Calciumchlorid und 1 mM 

Magnesiumchlorid hinzugegeben. Außerdem wurde das Pipettierschema etwas variiert. Damit 

das Aptamer an das APC binden konnte, wurde das erste Reagenz für 5 Minuten bei 37°C 

inkubiert, bevor für weitere 3 Minuten Poolplasma hinzugegeben wurde. Bei diesem Versuch 

wurde eine lineare Verdünnungsreihe der Aptamerkonzentration angelegt, ausgehend von 400 

nM. Dieser Versuch wurde mit den fünf HS02-Aptameren nach Schema 4 durchgeführt.  

 

    

     Schritt 1:             Aptamer +APC (200 ng/ml) +MgCl2 (1 mM) 

                    +CaCl2 (1 mM)                                 25 µl 

     Schritt 2:             +Poolplasma                                                        25 µl 

     Schritt 3:              +Aktin FS®                                                          50 µl 

     Schritt 4:              +CaCl2 (25 mM)                                                      50 µl 

 

In den ersten Versuchsabläufen (Schemata 1 und 2)  konnte die Gerinnungszeit durch 

Blockierung des APCs durch die Aptamere nur in sehr hohen Konzentrationen verkürzt werden. 

Zwar war es möglich bei einer Konzentration der Aptamere von 31,6 nM eine Verkürzung der 

Gerinnungszeit nachzuweisen, doch selbst bei einer Konzentration bis 316 nM konnte die 

Wirkung der Aptamere nicht vollständig aufgehoben werden.  

Positiv wirkte sich eine gemeinsame Vorinkubation der Aptamere mit APC aus (siehe Schema 3), 

doch führte auch dieser Versuchsaufbau zu keiner signifikanten Inhibition der Aptamere (Müller 

et al., 2009). 

Erst die Zugabe von Calciumchlorid (1 mM) und Magnesiumchlorid (1 mM) in die Mischung 

von Aptamer und APC, wie in Schema 4 beschrieben, führte zu einer deutlichen Hemmung des 

APCs. Dies bedeutet, dass die Bindung der HS02-Aptamere zum APC Ca
2+

 und Mg
2+

 abhängig 

sein muss. 

Schema 3: 

Schema 4: 
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Das Ergebnis aus Schema 4 zeigte, dass die hemmende Wirkung umso größer war, je mehr 

Nukleotide das Aptamer besaß (siehe Abb. 11). So wurde für das Aptamer HS02-88 die stärkste 

inhibitorische Wirkung ermittelt, während das Aptamer HS02-44G erst in höheren 

Konzentrationen eine ähnlich gut hemmende Wirkung im Vergleich zu den anderen Aptameren 

aus der Gruppe aufwies (siehe Abb. 11). Jedoch konnten selbst die Aptamere HS02-48G und 

HS02-52G bei einer Konzentration von 400 nM nahezu die komplette Wirkung des APCs 

aufheben, so dass die Gerinnungszeit so verkürzt war, als sei kein APC in der Probe enthalten 

gewesen. Die anderen Aptamere inhibierten bei dieser Konzentration nur ca. 90% der APC-

Wirkung.  

 

4.1.2 IC50-Bestimmung in Heparinplasma 

Die Unterbindung der Blutgerinnung wurde allein durch die hemmende Wirkung des Heparins 

auf die plasmatische Gerinnung verursacht, die eine 700-1000fache Verstärkung der 
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Abb. 11: Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der Aptamere gegenüber APC in Citratplasma bei 

Vorinkubation der Aptamere mit APC in Anwesenheit von 1 mM CaCl2 und MgCl2. 
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Antithrombin-Wirkung besitzt (Weiss und Jelkmann, 2000). In dem gesamten Versuchsablauf 

wurden die Aptamere mit APC vorinkubiert. 

In Versuchen, die vorausgingen, wurde eine Aktivierungsstrategie sowohl über den intrinsischen 

(Aktin FS®) als auch über den extrinsischen Gerinnungsweg (Innovin®) geprüft. Da Heparin mit 

dem Aptamer um die Bindungsstelle am APC konkurriert (Müller et al., 2009), sollte in einem 

ersten Versuch die hemmende Wirkung des Heparins durch Polybren (Hexadimethrinbromid),  

welches ein Antidot zu Heparin darstellt, aufgehoben werden. Das positiv geladene Polybren war 

dazu gedacht, die Heparin-Wirkung im Plasma aufzuheben, um die Wirkung des APC in einem 

aPTT-basierten Test zu überprüfen. Es stellte sich heraus, dass die Ergebnisse in diesem 

Testansatz nicht reproduzierbar waren. Auch der Versuchsansatz den Start der Reaktion über den 

intrinsischen Aktivierungsweg zu wählen konnte ebenfalls keine stabilen Ergebnisse erzielen. 

Für den Versuch nach Schema 5 musste in vorhergehenden Versuchen eine vorteilhafte 

Innovin®-Konzentration ermittelt werden. Die verwendeten Aptamerproben wurden linear in 

Tris/HCL-Puffer verdünnt, ausgehend von einer Konzentration von 400 nM. 

 

 

     Schritt 1:          Aptamer +APC (300 ng/ml) +CaCl2 (1 mM)                     

                    +MgCl2 (1 mM)                 20 µl 

     Schritt 2:             +Heparinplasma                                    30 µl  

     Schritt 3:              +Innovin® (1/10 verdünnt)                   60 µl 

 

In der Versuchsauswertung des Versuchs nach Schema 5 wurde deutlich, dass in Ca
2+

-haltigem 

Plasma die gemessenen Aptamere HS02-44G, 48G, 52G, 62 und 88 vergleichbare IC50-Wert 

besaßen. Der Aspekt, dass die IC50-Werte aller Aptamere niedrig ausfielen, lässt darauf schließen, 

dass die Aptamere sehr affin an das APC binden konnten (siehe Abb. 12).  

Die niedrigsten IC50-Werte und damit die höchste Inaktivierungsrate bei einer Konzentration der 

Aptamere von 400 nM besaßen die Aptamere HS02-48G (IC50 2,72 nM) und HS02-52G (IC50 

2,09 nM) (siehe Abb. 13). Jedoch war eine absolute Hemmung des APCs (0%-Restaktivität) auch 

bei 400 nM nicht zu erreichen (siehe Abb. 13). Etwas höhere IC50-Werte wurden bei 

wiederholten Messungen für das Aptamer HS02-88 festgestellt. 

 

Schema 5: 
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Abb. 12: Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der Aptamere gegenüber APC in Heparinplasma bei 

Vorinkubation der Aptamere mit APC. 

Abb. 13: Einfluss der 

Konzentration des Aptamers 

HS02-44G auf die durch APC 

verlängerte Gerinnungszeit. Die 

x-Achse stellt die 

Konzentrationen des Aptamers 

in einer logarithmischen 

Skalierung dar. Die y-Achse 

zeigt die zugehörigen 

Gerinnungszeiten über den 

extrinsischen Gerinnungsweg. 
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4.1.3 IC50-Bestimmung in Hirudinplasma 

Das Hirudin hemmt selektiv Thrombin und interagiert nicht mit dem Protein C-System wie das 

Heparin (Markwardt, 1994; Weitz und Crowther, 2002). Im Gegensatz zur Messung in 

Citratplasma wurde in diesem Versuch die physiologische Ca
2+

-Konzentration beibehalten. Da 

diejenige Konzentration, die einerseits ausreicht um ein Plasma zu antikoagulieren andererseits so 

niedrig ist, eine detektierbare Gerinnungsreaktion auszulösen, nicht bekannt war, musste der 

optimale Konzentrationsbereich in einem ersten Versuch mit aufsteigender Hirudinkonzentration 

in Poolplasmaproben mit zugefügten Ca
2+

-Ionen (20 mM) ermittelt werden. Die Ca
2+

-Ionen 

mussten hinzugegeben werden, um eine Aufhebung der Antikoagulation durch die Ca
2+

-

Komplexierung zu erzielen.  

In Schema 6 wurde eine Konzentration von 5 µg Hirudin pro ml Plasma verwendet (2,5 µg 

Hirudin/ml Vollblut bei einem Hämatokrit von ungefähr 50%). Die Konzentration des APCs lag 

konstant bei 200 ng/ml. Die Aptamerverdünnungsreihe und das Innovin®-Reagenz wurden in 

Tris/HCL-Puffer gelöst. 

 

 

      Schritt 1:            Aptamer +APC (200 ng/ml) (4,16 nM) +CaCl2 (1 mM) 

                      +MgCl2 (1 mM)                      20 µl 

      Schritt 2 :            +Hirudinplasma (5 µg/ml)                         30 µl 

      Schritt 3:             +Innovin® (1/8 verdünnt)                        60 µl 

 

Eine grundsätzliche Änderung wurde in Schema 7 eingeführt. Im Ablauf wurde in das 

Hirudinplasma zuerst APC hinzugegeben und danach das Aptamer. Dieser Versuch ist sehr 

wichtig, da er eine Situation simuliert, in der man das Aptamer als Antidot für therapeutisch 

verwendetes APC (XIGRIS®) einsetzt. Es wurde eine Hirudinkonzentration von 10 µg/ml 

Plasma und eine durch Tris/HCL-Pufferlösung ½ verdünntes Innovin®-Reagenz verwendet. 

 

 

      Schritt 1:              APC (400 ng/ml) (8,32 nM) +CaCl2 (2 mM)  

                   +MgCl2 (2 mM)                       10 µl 

      Schritt 2:              +Hirudinplasma (10 µg/ml)                          30 µl 

      Schritt 3:              +Aptamer                                                    10 µl 

Schema 6: 

Schema 7: 
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       Schritt 4:               +Innovin® (1/2 verdünnt)                                                     60 µl  

  

Aus dem Versuch nach Schema 6 ließen sich sehr niedrige IC50-Werte für alle Aptamere der 

Gruppe HS02 errechnen, die in Abbildung 14 dargestellt werden. Das Aptamer HS02-62 besaß 

den niedrigsten IC50-Wert. Jedoch lagen die IC50-Werte der Aptamere HS02-48G und HS02-52G 

etwas niedriger als die Werte der Aptamere HS02-44G und HS02-88. Es zeigte sich im Ergebnis 

eine Tendenz, dass die errechneten IC50-Werte in Hirudinplasma gegenüber den Werten in 

Heparinplasma verringert waren. Das bedeutet, dass die Konzentrationen der Aptamere im 

Hirudinplasma noch weiter gesenkt werden können, um eine vergleichbare Wirkung zu der in 

Heparinplasma zu erreichen. Eine Konzentration von 400 nM reichte allen Aptameren aus, um 

die komplette Wirkung des APCs auf die Gerinnung aufzuheben (Ergebnis nicht abgebildet). 

 

 

 

 

 

Der Versuch nach Schema 7 ergab folgendes Ergebnis: Während sich für die Aptamere HS02-

48G und HS02-52G mittlere inhibitorische Konzentrationen (IC50) errechnen ließen, die sich von 

den Konzentrationen des Versuchs nach Schema 6 kaum unterschieden, besaßen die Aptamere 
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Abb. 14: Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der Aptamere gegenüber dem APC in Hirudinplasma mit 

Vorinkubation der Aptamere mit APC. 



65 

 

HS02-44G, HS02-62 und HS02-88 IC50-Werte, die im Vergleich zu den Aptameren HS02-48G 

und HS02-52G in etwa 10fach höher lagen. Vergleicht man den Aufbau der Versuche (Schema 6 

und 7) so wird deutlich, dass der Unterschied der IC50-Werte als Konsequenz auf den Einfluss der 

Vorinkubation der Aptamere mit dem APC gesehen werden musste. Die Ergebnisse werden in 

Abbildung 15 zusammen mit den aus Kapitel 4.1.4 in Hirudinvollblut berechneten IC50-Werten 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

4.1.4 IC50-Bestimmung in Hirudinvollblut 

Bisher wurden alle Messungen nur in Plasma durchgeführt. Um aber herauszufinden, ob die 

zellulären Anteile des Blutes die APC-Aptamer-Wechselwirkung beeinflussen, wurde dieses 

Experiment mit Hirudin koaguliertem Vollblut angelegt. Sollte das Vollblut einen Einfluss auf 

die Bindung der Aptamere haben, so müssten sich die IC50-Werte gegenüber den IC50-Werten aus 

dem Plasma unterscheiden. Dieser Versuch spiegelte realistisch eine mögliche therapeutische 

Gabe des Aptamers wieder, denn auch in vivo kommt das Aptamer mit Vollblut in Kontakt.  
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Abb.15: Mittlere Inhibitorische Konzentration (IC50) der Aptamere gegenüber APC in Hirudinplasma 

(dunkelgrau) und Hirudinvollblut (hellgrau). Im Ablauf wurde in das Hirudinplasma zuerst APC hinzugegeben 

und danach erst die Aptamere hinzugefügt. 
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Wie Schema 8 zeigt, wurde eine Hirudinkonzentration von 4,5 µg/ml Vollblut verwendet. Durch 

die Einbeziehung des zellulären Anteils des Blutes in den Versuch musste die 

Hirudinkonzentration pro Volumeneinheit nur halb so hoch gewählt werden, wenn von einem 

Hämatokrit von ca. 50% ausgegangen wird. Im Versuchsablauf musste darauf geachtet werden, 

dass die Vollblutproben von Zeit zu Zeit verrührt wurden, damit sich die zellulären Anteile nicht 

auf dem Boden absetzen konnten und der Pipettierarm des AMAX 190 plus Kugelkoagulometer 

vor allem plasmatische Anteile entnahm. Im Ablauf wurde auch in Schema 8 zuerst APC zu dem 

Hirudinvollblut zugegeben, bevor das Aptamer in Tris/HCL-Puffer gelöst folgte. 

 

 

      Schritt 1:        Aptamer +APC (700 ng/ml (14,56 nM) 

                       +CaCl2 (2 mM) +MgCl2 (2 mM)                              10µl 

      Schritt 2:             +Hirudin Vollblut (4,5 µg/ml)                              30µl 

      Schritt 3:             +Aptamer                                                            10µl 

      Schritt 4:               +Innovin® (1/2 verdünnt)                                                    60 µl   

 

Die Messung ergab, in Abbildung 15 gemeinsam mit den IC50-Werten aus dem Hirudinplasma 

dargestellt, dass die IC50-Werte in Vollblut mit den IC50-Werten in Hirudinplasma korrelieren. Es 

ließen sich niedrige Werte für die Aptamere HS02-48G und HS02-52G ermitteln, die somit die 

höchste inhibitorische Effektivität besaßen. Sie scheinen folglich in kurzer Zeit an das APC 

binden zu können. Parallel zu Schema 7 aus Kapitel 4.1.3  in Hirudinplasma lagen die IC50-Werte 

der Aptamere HS02-44G, HS02-62 und HS02-88 signifikant höher als die der Aptamere HS02-

52G und HS02-48G. Allerdings fiel im Vergleich zwischen Hirudinvollblut und -plasma auf 

(siehe Abb.15), dass die IC50-Werte der oben genannten Aptamere tendenziell in Hirudinvollblut 

etwas niedriger lagen als in Hirudinplasma. 

Das Ergebnis dieses Versuchs deutet darauf hin, dass die zellulären Anteile des Vollbluts die 

Interaktion der Aptamere mit dem APC nicht stören. 

 

4.1.5 IC50-Bestimmung in Hirudinplasma über das fluorogene Testsystem 

Sowohl in Schema 9 als auch in Schema 10 wurden die Aptamere in Poolplasma vorinkubiert, 

das zusätzlich mit Hirudin versetzt wurde. Ein grundlegender Unterschied zu den vorhergehenden 

Schema 8: 
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Versuchen war, dass in diesem Versuch die Aptamere in das Hirudin enthaltende Plasma 

vorgelegt wurden, bevor durch den Dispenser zum Reaktionsstart unter anderem APC 

hinzugegeben wurde.  

In Schema 9 wurden Innovin® und Ca
2+

-Ionen als Startreagenzien verwendet, wodurch der 

extrinsische Gerinnungsweg aktiviert wurde. Aktin FSL® und Ca
2+

-Ionen lösten die 

Gerinnungskaskade über den intrinsischen Aktivierungsweg aus (Schema 10). Die 

Aptamerverdünnungsreihe begann in Schema 9 bei einer Konzentration von 316 nM und wurde 

halblogarithmisch verdünnt. Zu der Verdünnungsreihe in Schema 10 wurde zusätzlich ein 

höherer Messwert hinzugefügt (1000 nM) und ein niedriger Messwert entfiel. Ein weiterer 

Unterschied zwischen den Schemata war die Hirudinkonzentration in der Mischung aus 

Poolplasma und Aptameren. In Schema 10 wurde eine im Vergleich zu Schema 9 niedrigere 

Hirudinkonzentration von 2,5 µg/ml verwendet. 

 

 

     Schritt 1:  Poolplasma +Hirudin (8 µg/ml) +Aptamer   40 µl 

     Schritt 2:  +FluCa-Gemisch (700 µl Innovin®,    20 µl 

   630 µl Fluobuffer, 70 µl CaCl2 (1 M), 

9µl fluorogenes Substrat, 4,2 µl APC (300 ng/ml))    

 

 

     Schritt 1:  Poolplasma +Hirudin (2,5 µg/ml) +Aptamer   40 µl 

     Schritt 2:  +FluCa-Gemisch (700 µl Aktin FSL®,   20 µl 

   630 µl Fluobuffer, 70 µl CaCl2 (1 M), 

   9µl fluorogenes Substrat, 5,6 µl APC (400 ng/ml))  

 

Ein Vorteil des Versuchs war, dass die Aptamerverdünnungsreihen im Gegensatz zu den 

vorhergehenden Versuchen in einer Messung parallel gemessen werden konnten. Eine gute 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse für die IC50-Werte innerhalb der Aptamergruppe HS02 war 

dadurch vorherzusehen.  

Ein Vorzug dieses Versuchsteils war zusätzlich, dass die Messungen nahezu identisch sowohl 

über den extrinsischen (Schema 9) als auch über den intrinsischen Gerinnungsweg  (Schema 10) 

ablaufen und gemessen werden konnten. Dadurch war es möglich, die Ergebnisse für die IC50-

Schema 9: 

Schema 10: 
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Werte der Aptamere über die zwei Gerinnungssysteme gegenüberzustellen und zu vergleichen 

(siehe Abb. 16). In der Ergebnisauswertung wurde der maximale Fluoreszenzwert von dem 

minimalen Fluoreszenzwert abgezogen und gegen die Aptamerkonzentrationen in der Software 

SigmaPlot® aufgetragen. Hierdurch konnten folgende IC50-Werte bestimmt werden: siehe 

Abbildung 16. 

 

 

 

 

 

 

 

Die mittleren inhibitorischen Konzentrationen (IC50) der Aptamere in den beiden Versuchen 

lagen in einem niedrigen Bereich und bestätigten die Ergebnisse aus den vorhergehenden 

Versuchen der Kapitel 4.1.3 und 4.1.4 in denen Hirudin als Antikoagulanz verwendet wurde. Die 

IC50-Werte der Aptamere HS02-44G, HS02-48G und HS02-52G waren dabei sowohl über das 

extrinsische als auch das intrinsische Gerinnungssystems am niedrigsten, der IC50-Wert des 

Aptamers HS02-62 ein wenig höher und der Wert des Aptamers HS02-88 signifikant am 

höchsten (siehe Abb. 16). Im Vergleich zu den Versuchen im Hirudinplasma (Kapitel 4.1.3) und 

Vollblut (Kapitel 4.1.4) war festzustellen, dass die IC50-Werte des Aptamers HS02-44G auch 
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Abb.16:: Darstellung der mittleren inhibitorischen Konzentrationen (IC50) der Aptamere gegenüber APC bei der 

Messung über das fluorogene Testsystem. Die Gerinnung wurde über den extrinsischen Aktivierungsweg (durch 

Innovin®)(dunkelgrau) und über den intrinsischen Aktivierungsweg (durch Aktin FSL®) (hellgrau) gestartet. 
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niedrig lagen. Das Aptamer HS02-52G kam im Vergleich zu dem Aptamer HS02-44G trotz eines 

um 8 Nukleotide längeren DNA-Strangs auf einen ähnlich niedrigen IC50-Wert. 

Vergleicht man die beiden Versuche nach Schema 9 und 10 miteinander, zeigt sich ein nahezu 

paralleles Ergebnis für die IC50-Werte. Die über den intrinsischen Gerinnungsweg gemessenen 

IC50-Werte lagen etwas höher als die IC50-Werte, die über den extrinsischen Weg ermittelt 

wurden. Der intrinsische Gerinnungsweg beinhaltet in seiner Gerinnungskaskade die durch APC 

inhibierten Faktoren Va und VIIIa (Witt und Dörner, 2003). Der extrinsische Gerinnungsablauf 

schließt allerdings im direkten Ablauf nur den Faktor Va mit ein. Deshalb ist zu überlegen, ob 

möglicherweise die intrinsische Gerinnungsaktivierung die genauere Testmethode zur 

Bestimmung der inhibitorischen Aktivität des Aptamers im Bezug auf APC war. Da das Tissue 

Factor-Reagenz (Innovin®) durch Tris/HCL-Puffer verdünnt wurde, wurde nicht auf eine 

progressive Faktor Xa-Entstehung aus dem TF/Faktor VIIa-Komplex gedrängt. Eine zusätzliche 

Aktivierung der Gerinnung über den Verstärkerloop (Amplifier Loop), über den Faktor IXa mit 

Faktor VIIIa (intrinsischem Gerinnungsweg), war die Folge (Hemker et al., 2003). 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass bei einer Verwendung von niedrigen Konzentrationen des 

Tissue Factors zur Auslösung der extrinsichen Gerinnungsaktivierung auch der Faktor VIIIa 

mitberücksichtigt wird. Der Zeitpunkt des Einsetzens des Verstärkerloops war im Verlauf der 

Kurve im fluorogenen Testsystem zu erkennen. Dies findet sich beispielhaft in Abbildung 17 

dargestellt.  

 

 

 

Abb. 17: Beispiel für eine zusätzliche 

Aktivierung der Gerinnung über den 

Verstärkerloop (Amplifier Loop), der in 

diesem Graphen nach ca. 70 „Counts“ 

einsetzt. In diesem Graphen wurde eine 

Konzentration von 10 nM des Aptamers HS02-

52G verwendet. Die x-Achse wird mit 

„Counts“ beschriftet (120 „Counts“ 

entsprechen einer Messzeit von 40 Minuten). 

Auf der y-Achse werden die relativen 

Fluoreszenzeinheiten dargestellt. 
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4.2 Stabilität der Aptamere in Plasma 

4.2.1 Stabilität in Citratplasma 

Im Mittelpunkt dieses Versuchs stand die Frage, ob und wie anfällig die gegen das APC 

gerichteten DNA-Aptamere gegenüber DNAsen im Citratblut, also in einem Ca
2+

-freien Milieu, 

sind. Das Hauptaugenmerk in diesem Versuchsteil lag auf dem kürzesten Aptamer der Gruppe, 

dem Aptamer HS02-44G als Minimalmotiv (Salehi, 2007), weil ein Wirkungsverlust bei diesem 

Aptamer schon dann eintritt, wenn nur ein endständiges Nukleotid durch eine Exonuklease 

entfernt würde. Im Gegensatz dazu könnten bei den übrigen Aptameren der Gruppe HS02 einige 

Nukleotide durch Nukleasen entfernt werden, ohne dass die APC-bindende Domäne 

beeinträchtigt wäre. Die Affinität bliebe erhalten.  

Vier Reagenzien wurden nach angegebenem Schema 11 im ersten Versuchsteil pipettiert. Über 

die Zugabe von CaCl2 und Hirudin in das APC-Reagenz herrschte in der Probe kurzzeitig ein 

Überangebot an Ca
2+

-Ionen und gleichzeitig wurde durch Hirudin antikoaguliert. Dieser Versuch 

wurde mit allen HS02-Aptameren in Tris/HCL-Puffer gelöst in konstanter Konzentration (600 

nM) durchgeführt. Das Innovin®-Reagenz wurde durch Tris/HCL-Puffer 1/8 verdünnt. 

 

 

     Schritt 1:  Aptamer (600nM)      10 µl 

     Schritt 2:  +Poolplasma       30 µl 

     Schritt 3:  Inkubation für 0, 60, 120, 180, 300, 480 und 600 s 

     Schritt 4:  +Hirudin (10 µg/ml) +CaCl2 (40 mM)  

   +APC (800 ng/ml (16,64 nM))    10 µl               

     Schritt 5:  +Innovin® (1/8 verdünnt)     60 µl 

 

Im Versuchsteil zur Untersuchung der Haltbarkeit der Aptamere bei längeren Inkubationszeiten 

waren nur drei Reagenzien notwendig, da die Aptamere im Vorhinein in das Poolplasma 

hineinpipettiert wurden (siehe Schema 12).  

 

 

 

 

Schema 11: 
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     Schritt 1:  Aptamer (200 nM) +Poolplasma    30 µl 

     Schritt 2:  Inkubation für 0, 30, 90, 120 und 180 min 

     Schritt 3:  +Hirudin (5 µg/ml) +CaCl2 (20 mM)  

      +APC (400 ng/ml (8,32 nM))    20 µl 

     Schritt 4:  +Innovin® (1/8 verdünnt)     60 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Versuch nach Schema 11 wurde deutlich, dass im Ca
2+

-freien Plasma nahezu keine 

Inaktivierung der Aptamere statt fand (siehe Abb. 18). Alle Aptamere besaßen nach 600 

Sekunden Inkubation im Citratplasma eine in etwa vergleichbare inhibitorische Wirkung, wie 

nach sofortiger Gerinnungszeitmessung. Zusätzlich war festzustellen, dass sich fast identische  
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Abb.18: Einfluss von Inkubationszeiten der in der Legende angegebenen Aptamere in Citratplasma auf die 

Gerinnungszeit. Eine automatische Inkubation bei 37°C ist über den AMAX 190 plus Kugelkoagulometer bis zu 

600 s möglich. 

Schema 12: 
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Gerinnungszeiten der Aptamere zu einem mitgeführten Leerwert (ohne Aptamer und ohne APC) 

ergaben (siehe Abb. 18). 

Im zweiten Versuchsteil nach Schema 12 war ein Anstieg der Gerinnungszeit bei allen 

Aptameren gleichmäßig von einer Gerinnungszeit von ca. 25 Sekunden zum Zeitpunkt 0 Minuten 

Inkubation auf ca. 30 Sekunden Gerinnungszeit bei 180 Minuten Inkubation festzustellen. Die 

Gerinnungszeit des mitgeführten Leerwerts ohne Inhalt von Aptameren und ohne APC stieg 

stetig an. Zu beobachten war, dass das Aptamer HS02-62 als erstes Aptamer nach 180 Minuten 

an Aktivität zu verlieren schien (siehe Abb. 19).  

 

 

 

 

 

4.2.2 Stabilität in Heparinplasma 

Dieser Versuch sollte die Haltbarkeit der Aptamere in Ca
2+

-Ionen enthaltendem Heparinplasma 

bis zu einer Inkubationsdauer von 600 Sekunden ermitteln. Die Aptamere wurden in Tris/HCL-

Puffer gelöst und im Versuch in gleicher Höhe bei 500 nM konzentriert. Die Konzentration 

wurde so gewählt, dass sich bereits eine minimale Konzentrationsänderung auf die 
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Abb. 19: Einfluss von Inkubationszeiten auf die prokoagulatorische Wirkung der in der Legende angegebenen 

Aptamere in Citratplasma. Alle Aptamere liegen in einer Konzentration von 200 nM vor. 
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Gerinnungszeit auswirken sollte. Auch das Innovin®-Reagenz wurde durch Tris/HCL-

Pufferlösung verdünnt. 

 

 

     Schritt 1:  Aptamer (500 nM) +CaCl2 (1 mM) +MgCl2 (1 mM) 10 µl 

     Schritt 2:  +Heparinplasma      30 µl 

     Schritt 3:  Inkubation für 0, 60, 120, 180, 300, 480, 600 s  

     Schritt 4:  +APC (600 ng/ml (12,48 nM )) +CaCl2 (1 mM) 

   +MgCl2 (1 mM)      10 µl 

     Schritt 4:  +Innovin® (1/10 verdünnt)     60 µl 

 

Wie in Abbildung 20 gezeigt, kam der Versuch nach Schema 13 zum Ergebnis, dass das Aptamer 

HS02-44G in seiner Konzentration und damit in seiner prokoagulatorischen Wirkung im 

Vergleich zu den anderen Aptameren über die Zeit abfällt. Zuerst verlängerte sich die 

Gerinnungszeit mit der Inkubationszeit rapide und näherte sich dann einer Gerinnungszeit von ca. 

45 Sekunden an. Doch auch längere Inkubationszeiten schienen keinen größeren Einfluss auf die 

Aptamerkonzentration zu haben. Dabei ist anzumerken, dass der Wert von 45 Sekunden nicht der 

Gerinnungszeit des Leerwerts mit APC und ohne Aptamer entsprach (siehe Abb. 20). Das 

bedeutet, dass weiterhin eine inhibitorische Aktivität des Aptamers bestand, die allerdings 

vermindert war. Die Wirkung der Aptamere HS02-52G, HS02-48G, HS02-62 und HS02-88 war 

hingegen unbeeinträchtigt. 

Dieses Ergebnis wurde in einem weiteren Versuch nach gleichem Schema (Schema 13) noch 

einmal überprüft und bestätigt (siehe Abb. 21). Zweifelsfrei konnte nachgewiesen werden, dass 

das Aptamer HS02-44G an inhibitorischer Wirkung verlor, während das Aptamer HS02-88 stabil 

blieb. 

 

Schema 13: 
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Abb.20: Einfluss von Inkubationszeiten der in der Legende angegebenen Aptamere in Heparinplasma auf die 

Gerinnungszeit. Eine automatische Inkubation bei 37°C ist über den AMAX 190 plus Kugelkoagulometer bis zu 

600 s möglich. 

Abb. 21: Vergleich der Haltbarkeit der Aptamere HS02-44G mit dem Aptamer HS02-88 im Bezug auf die 

Inkubationsdauer in Heparinplasma.  
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4.2.3 Stabilität in Hirudinplasma 

Weiteren Aufschluss über die Stabilität der Aptamere nach Inkubation in Ca
2+

-Ionen-haltigem 

Hirudinplasma sollte dieser Versuchsteil geben. Ein erster Versuch wurde mit kurzen 

Inkubationszeiten bis 600 Sekunden (Schema 14), ein zweiter Versuch mit langen 

Inkubationszeiten bis 240 Minuten angelegt (Schema 15). Die Konzentrationen in einer 

Tris/HCL-Pufferlösung wurden erneut bei allen Aptameren gleich gewählt und so konzentriert, 

dass sich eine geringe Konzentrationsänderung in der Gerinnungszeit bemerkbar machte. Die 

Zeitmessung wurde durch die Zugabe von 60 µl einer in Tris/HCL-Puffer verdünnten Innovin®-

Lösung über den extrinsischen Gerinnungsweg gestartet. Zur Ermittlung der optimalen Aptamer- 

und APC-Konzentrationen waren einige Vorversuche notwendig.  

Für eine zweite Messreihe nach Schema 15 mit längeren Inkubationsdauern der Aptamere in 

Hirudinplasma wurden Eppendorf®-Cups vorbereitet. In Hirudinplasmaproben wurden drei 

verschiedene Konzentrationen aller Aptamere (100 nM, 150 nM, 200 nM) gelöst, so dass in der 

Summe 15 Eppendorf®-Cups vorlagen. Diese 15 Cups wurden zum Zeitpunkt 0, 30, 60, 90, 120, 

180 und 240 Minuten aus dem Wasserbad herausgenommen und in den AMAX 190 plus 

Kugelkoagulometer positioniert. Zu jedem der angegebenen Zeiten fand eine Messung statt.  

 

 

     Schritt 1:  Aptamer (300 nM) +CaCl2 (1 mM) +MgCl2 (1 mM) 10 µl 

     Schritt 2:  +Hirudinplasma (5 µg/ml)     30 µl 

     Schritt 3:  Inkubation für 0, 60, 120, 180, 300, 480, 600 s  

     Schritt 4:  +APC (300 ng/ml (6,24 nM )) +CaCl2 (1 mM) 

   +MgCl2 (1 mM)      10 µl 

     Schritt 5:  +Innovin® (1/8 verdünnt)     60 µl 

 

 

     Schritt 1:  Aptamer (100, 150, 200 nM) +Hirudinplasma (10 µg/ml) 30 µl   

     Schritt 2:  Inkubation für 0, 60, 90, 120, 180, 240 min  

     Schritt 3:  +APC (200 ng/ml (4,16 nM)) +CaCl2 (1 mM) 

   +MgCl2 (1 mM)      20 µl 

     Schritt 4:  +Innovin® (1/2 verdünnt)     60 µl 

Schema 14: 

Schema 15: 
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Es zeigte sich, wie in den Versuchen in Kapitel 4.2.2 in Heparinplasma, dass die inhibitorische 

Aktivität des Aptamers HS02-44G im Verhältnis zur Inkubationsdauer im AMAX 190 plus 

Kugelkoagulometer über die Zeit abnahm (siehe Abb. 22). Die Gerinnungszeit näherte sich einem 

Wert an, der sich bei längeren Inkubationen nicht mehr erheblich verlängerte. Dieser Wert 

entsprach jedoch nicht einer kompletten Inaktivität des Aptamers (siehe Leerwert mit APC, Abb. 

22). Die restlichen Aptamere inhibierten die Wirkung des APC über den Zeitraum von 600 

Sekunden und blieben somit stabil (siehe Abb. 22). Ein interessanter Aspekt war, dass die 

Gerinnungszeiten des Aptamers HS02-62 von Beginn des Versuchs an länger waren als die der 

anderen Aptamere und schlussfolgernd das Aptamer eine geringere inhibitorische Wirkung 

besaß. Jedoch zeigte das Aptamer HS02-62 über einen Zeitraum von 600 Sekunden keinen 

Wirkungsabfall.  

 

 

 

 

 

 

 

In Abbildung 23 werden die Gerinnungszeiten der Aptamere im Vergleich bei einer für alle 

Proben konstanten Konzentration von 200 nM dargestellt. Die Aptamere HS02-44G und HS02-
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Abb.22: Einfluss von Inkubationszeiten der in der Legende angegebenen Aptamere in Hirudinplasma auf die 

Gerinnungszeit. Eine automatische Inkubation bei 37°C ist über den AMAX 190 plus Kugelkoagulometer bis zu 

600 s möglich. 
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62 wiesen im Vergleich zu den anderen Aptameren nach 240 Minuten eine deutlichere 

Inaktivierung auf. Es fiel auf, dass auch die Wirkung der Aptamere HS02-48G und HS02-52G 

zwischen einer Inkubation von 180 min und 240 min signifikant abnahm. Als Konsequenz war 

ein Anstieg der Gerinnungszeit festzustellen. Das Aptamer HS02-88 erwies sich nach 240 min als 

das stabilste Aptamer der Aptamergruppe (siehe Abb.23).  

Im Versuchsablauf nach Schema 15 existierte das Problem, dass das Hirudinplasma für die 

Messung der Gerinnung über längeren Inkubationszeitraum bei 37°C nicht stabil genug zu sein 

schien und die Gerinnungsfaktoren ihre Wirkung zu einem Teil verloren. Da aber die 

Gerinnungszeiten der Aptamerproben deutlicher anstiegen, vor allem bei den längeren 

Inkubationsdauern, als das bei dem mitgeführten Leerwert der Fall war, musste davon 

ausgegangen werden, dass die Aptamere an Wirkung verloren. Nach 240 Minuten Inkubation war 

die Wirkung des Aptamers HS02-44G komplett aufgehoben. Auch das Aptamer HS02-62 besaß 

eine schwächere Wirksamkeit als die der Aptamere HS02-48G, HS02-52G und HS02-88 (siehe 

Abb.23). 
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Abb.23: Einfluss von Inkubationszeiten auf die prokoagulatorische Wirkung der in der Legende angegebenen 

Aptamere in Hirudinplasma.  Alle Aptamere liegen in einer Konzentration von 200 nM vor. 
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4.2.4 Stabilität in Hirudinplasma über das fluorogene Testsystem 

Der Versuchsablauf war identisch mit dem Versuch zur IC50-Wert Bestimmung über das 

fluorogene Testsystem und lief daher nach Schema 10 (siehe Kapitel 4.1.5) ab. Auch in diesem 

Versuch wurden alle zu messenden Aptamere in einem Ca
2+

-Ionen enthaltendem Plasma parallel 

vorinkubiert. 

Die Proben, welche Poolplasma, Hirudin (2,5 µg/ml) und Aptamere (126,4 nM) enthielten 

wurden für 360, 300, 240, 180, 120, 60 und 30 Minuten vor Messbeginn zum Inkubieren in ein 

Wasserbad bei 37°C gestellt. Zusätzlich zu den oben genannten Proben wurde eine Probe kurz 

vor Beginn der Messung vorbereitet und als O-Minutenwert auf eine MTP pipettiert. Die 

Messung wurde mit den Aptameren HS02-44G, HS02-48G und HS02-52G durchgeführt. Den 

Hirudinplasmen aller Inkubationszeiten wurden kurz vor Messstart im Verhältnis 4:1 (3+1) frisch 

aufgetautes Poolplasma hinzugegeben, um so der Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren in 

Hirudinplasma durch die langen Inkubationszeiten bis 360 Minuten bei 37°C entgegenzuwirken.  
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Abb.24: Einfluss von Inkubationszeiten auf die prokoagulatorische Wirkung der in der Legende angegebenen 

Aptamere, gemessen über das fluorogene Testsystem. Die Konzentrationen der Aptamere betrugen konstant 31,6 

nM. 
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Als Resultat besaßen die Proben Aptamerkonzentrationen von 31,6 nM. Gleichzeitig wurde in der 

Messung eine Verdünnungsreihe der drei Aptamere als Standardreihe mitgeführt, um den 

Aktivitätsverlust ablesen zu können.  

Das Ergebnis zeigte, dass die Aptamere HS02-44G, HS02-48G und HS02-52G über 360 Minuten 

eine recht gute Stabilität besaßen und ihre inhibitorischen Aktivitäten auch über diese Zeit mit 

einem Verlust von ca. 10% Aktivität aufrecht erhalten konnten (siehe Abb. 24). Die im Versuch 

verwendete Aptamerkonzentration von 32,6 nM lag zwar um einiges höher als die in Kapitel 

4.1.5 im selben Versuchsablauf bestimmten Konzentrationen der IC50-Werte, reichte aber 

dennoch nicht aus die komplette APC-Wirkung aufzuheben. Es wurde deutlich, dass die 

Konzentration von 32,6 nM, je nach verwendetem Aptamer, gemessen an den mitgeführten 

Verdünnungsreihen, verschieden ausgeprägte hemmende Wirkung besaß. Es ließen sich 

verschiedene Aktivitäten für den Zeitpunkt 0-Minuten berechnen. Dabei besaß das Aptamer 

HS02-48G die höchste Aktivität und das Aptamer HS02-44G die niedrigste.  

Das Ergebnis lässt die Interpretation zu, dass auch in der Messung über das fluorogene 

Testsystem das Aptamer HS02-44G initial in den ersten 30 Minuten inaktiviert wurde, obwohl 

dieser Effekt weitaus weniger ausgeprägt war, als in den vorher beschriebenen Versuchen (siehe 

Abb. 23). Diese Beobachtung würde zu den Ergebnissen aus Kapitel 4.2.3 passen, in dem gezeigt 

werden konnte, dass die Aktivität des Aptamers HS02-44G initial in den ersten 300 Sekunden 

deutlicher abfällt als bei den zu vergleichenden Aptameren. Über eine Inkubationsdauer von 30 

Minuten hinaus hielt das Aptamer HS02-44G jedoch die Aktivität bei und blieb über 360 

Minuten Inkubation recht stabil. Es fällt auf, dass das Aptamer HS02-44G bei Inkubationszeiten 

zwischen 120 Minuten und 300 Minuten sogar eine höhere Restaktivität besitzt als die Aptamere 

HS02-48G und 52G. Für die Aptamere HS02-48G und 52G wurde ersichtlich, dass, nach 

anfänglich deutlichem Abfall (bis ca. 120 Minuten Inkubation), die Aktivitäten, umso länger 

inkubiert wurde, bis zu einer Inkubationszeit von 360 Minuten in etwa konstant blieben (siehe 

Abb. 23). Ein Wirkungsabfall von ca. 10% Aktivität wurde dabei bei allen Aptameren deutlich.  
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4.3 Thrombingenerierung 

4.3.1 Thrombomodulinwirkung in Plasma 

Um die inhibitorische Wirksamkeit der Aptamere zu testen, muss als Voraussetzung APC in der 

Plasmaprobe enthalten sein. Über die Zugabe von Thrombomodulin (TM) wird eine Aktivierung 

des im Plasma enthaltenem Protein C zu aktiviertem Protein C durch Thrombin provoziert 

(Esmon, 2000, 2003).  

In diesem Versuch musste zunächst herausgefunden werden, welche Wirksamkeit das TM auf die 

Thrombingenerierung hat. Das im Versuch verwendete TM wurde in Hepes-Puffer gelöst. Nun 

wurde eine Verdünnungsreihe des TMs mit Konzentrationen von 0 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 

40 nM und 50 nM in Plasma jeweils in Doppelwerten erstellt. In jede Vertiefung der 

Mikrotiterplatte wurden 20 µl PPP-Reagenz vorgelegt und 80 µl Plasma hinzupipettiert. Dazu 

wurden Calibratoransätze als Doppelwerte hinzugefügt, bestehend aus 20 µl Thrombin-Calibrator 

und 80 µl Poolplasma. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 µl FluCa-Lösung (siehe 

Schema 16)  aus dem Dispenser gestartet. Es wurde das endogene Thrombinbildungspotential 

(ETP) bestimmt. 

 

 

     Schritt 1:  Poolplasma (80 µl) +TM     80 µl 

     Schritt 2:  +PPP-/ Calibrator-Reagenz      20 µl 

     Schritt 3:  +FluCa (1225 µl Fluobuffer, 140 µl CaCl2 (1 M),  20 µl 

35 µl fluorogenes Substrat)  

 

Die ETP verminderte sich mit der Zunahme der zugegebenen TM-Konzentration. Je mehr APC 

gebildet wurde, desto größer ist die durch APC-bedingte Inhibition der Gerinnungsfaktoren 

Faktor Va und VIIIa (Kalafatis et al., 1994). Wie in Abbildung 25 gezeigt wird, stellte sich eine 

Konzentration des TMs von 20 µg/ml als geeignet heraus und wurde somit in den folgenden 

Versuchen verwendet. 

 

Schema 16 
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4.3.2 Aptamerwirkung in TM-gespicktem Poolplasma 

Über eine konstant zugegebene Menge an TM (20 nM) wurde eine gleichbleibende Menge an 

APC generiert. Dieses endogen gebildete APC sollte durch die HS02-Aptamere inhibiert werden. 

Dazu wurde eine Verdünnungsreihe der Aptamere HS02-88 (siehe Abb. 26) und HS02-44G 

(siehe Abb. 27) angelegt. 

Das Aptamer HS02-88 wurde in den folgenden Konzentrationen zu den Plasmaproben 

zugegeben: 0 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM und 500 nM. In jeder der Proben 

befanden sich 20 nM TM (siehe Schema 17). Zusätzlich wurde eine Probe ohne TM und ohne 

Aptamer als Leerwert hinzugefügt.  

Der Versuchsteil mit dem Aptamer HS02-44G wurde identisch aufgebaut, es entfielen lediglich 

die zwei höchsten Aptamerkonzentrationen (400 nM, 500 nM). In den Abbildungen 25 und 26 

entsprechen 100% dem ETP-Wert des Leerwertes ohne TM und Aptamer. 

 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 10 20 30 40 50 60

E
T

P
 i
n
 n

m
o

l

Konzentration des Thrombomodulins in µM

TM Wirkung in Plasma

Abb.25: Abhängigkeit der Thrombomudulinkonzentration auf das endogene Thrombinbildungspotential (ETP). 

Durch die Zugabe von TM zum Testansatz wird Protein C zu APC durch Thrombin aktiviert und hemmt in der 

Folge die Faktoren Va und VIIIa. 
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     Schritt 1:  Poolplasma +TM  (20 nM) +Aptamer    80 µl 

     Schritt 2:    +PPP-/ Calibrator-Reagenz         20 µl 

     Schritt 3:  +FluCa (1225 µl Fluobuffer, 140 µl CaCl2 (1 M),  20 µl 

 35 µl fluorogenes Substrat)  

 

Die Messung zeigte, dass das Aptamer in der Lage ist, endogen gebildetes APC zu inhibieren, 

denn es hob die Wirkung des zugegebenen TMs auf. Eine Konzentration von 200 nM des 

Aptamers HS02-88 reichte aus, um die Gerinnung nahezu auf den Ausgangs-ETP-Wert 

anzuheben und so die Gerinnungsreaktion komplett wiederherzustellen. Doch schon die 

Verwendung einer Konzentration des Aptamers von 100 nM hatte eine deutlich geringere 

inhibitorische Potenz zur Folge (siehe Abb. 26).  
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Abb.26: Einfluss der Konzentration des Aptamers HS02-88 auf endogenes APC, das mit Hilfe eine konstanten 

Menge an 20 nM TM generiert wurde. Die hier angegebenen Werte wurden ermittelt indem die entsprechenden 

ETP-Werte zu einem ETP-Wert ohne TM und ohne Aptamerzugabe in Relation gesetzt wurden.  

Schema 17 
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Das Aptamer HS02-44G wies eine im Vergleich zu dem Aptamer HS02-88 schwächere aber 

dennoch bemerkenswerte inhibitorische Wirkung gegenüber dem endogen gebildetem APC auf 

und konnte bei einer Konzentration von 200 nM 80% der ETP im Vergleich zum Ausgangswert 

aufheben (siehe Abb. 27).  

 

 

 

 

 

 

4.3.3 Aptamerwirkung in Faktor VIII-Mangelplasma 

Das Faktor VIII-Mangelplasma entspricht einem Plasma eines Patienten mit einer schweren 

Hämophilie A. Die Intention dieses Versuchs lag darin herauszufinden, ob die Gabe eines 

Aptamers bei einem Hämophilie A-Patienten die Gerinnung verbessern könnte.  

Der Versuch wurde nach Schema 17 (siehe Kapitel 4.3.4) in Doppelwerten mit dem Aptamer 

HS02-88 durchgeführt. Die Zusammensetzung der nach Schema 17 vorgelegten Proben (80µl) 

variierte im Hinblick auf den Inhalt von Aptamer (200 nM) und TM (20 nM): Probe 1 enthielt  

Faktor VIII-Mangelplasma. In Probe 2 wurde zum Faktor VIII-Mangelplasma TM hinzugefügt. 
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Abb.27: Einfluss der Aptamerkonzentration des Aptamers HS02-44G auf endogenes APC, das mit Hilfe einer 

konstanten Menge an 20 nM TM generiert wird. Die hier angegebenen Werte wurden ermittelt indem die 

entsprechenden ETP-Werte zu einem ETP-Wert ohne TM und ohne Aptamerzugabe in Relation gesetzt wurden. 
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Probe 3 bestand aus Faktor VIII-Mangelplasma und Aptamer. Die drei Inhaltsstoffe VIII-

Mangelplasma, TM und Aptamer befanden sich in Probe 4.   

Zusätzlich wurden als Kontrolle die Proben 1, 2 und 3 in gleicher Zusammensetzung mit 

Poolplasma an Stelle von Faktor VIII-Mangelplasma mitgeführt. Die Faktor VIII-Restaktivität 

des verwendeten Faktor VIII-Mangelplasmas betrug in einer Messung des AMAX 190 plus 

Koagulometer 1%. 

Die Zusammensetzung des Gerinnungs-aktivierenden PPP-Reagenz war so gewählt (final 5 pM 

TF und 4 µM PL), dass die Faktoren VIII, IX und XI in den Gerinnungsablauf miteinbezogen 

wurden (Hemker et al., 2003), obwohl über den extrinsischen Aktivierungsweg gestartet wurde. 

Der Faktor VIII beteiligte sich am Versuchsablauf in dem er den Faktor IXa, Phospholipide und 

Ca
2+

-Ionen band (Endogene Tenase). In der Folge wirkte er als Verstärker-Loop über die 

Aktivierung von Faktor X (Hemker et al., 2003). Die Differenz zwischen den ETP-Werten des 

Poolplasmas und denen des Faktor VIII-Mangelplasmas mit 1% Restaktivität kam dadurch zu 

Stande, dass diese Verstärkerschleife im Mangelplasma stark vermindert ablief. Alle übrigen 

Gerinnungsfaktoren sind in ihrer Konzentration sowohl im Faktor VIII-Mangelplasma als auch 

im Poolplasma vergleichbar.  

Durch das zugegebene zellgebundene TM wird Protein C durch Thrombin mit 1000fach erhöhter 

Effektivität aktiviert (Dahlbäck und Villoutreix, 2005). In der Folge werden Faktor Va und VIIIa 

unter Mithilfe eines weiteren Cofaktors, Protein S, durch APC gehemmt (Dahlbäck und 

Villoutreix, 2005). In Faktor VIII-Mangelplasma ist der Faktor VIII in niedriger Konzentration 

enthalten, deshalb ist der hemmende Einfluss gerade auf den Faktor VIIIa entscheidend im 

Hinblick auf den Ablauf der Gerinnungsreaktion. 

Die Gerinnung wurde nach Interpretation der Messung auch in Faktor VIII-Mangelplasma 

komplett auf das Ausgangsniveau wiederhergestellt (siehe Abb. 28). Das bedeutet, dass die ETP 

durch die inhibitorische Wirkung des Aptamers wieder auf den Wert der ETP in der Leerwert-

Probe ohne TM-Zugabe zurückgebracht werden konnte. Folglich konnte die Wirkung des durch 

den Einfluss des TMs vermehrt entstandenen APCs aufgehoben werden, eine deutliche 

Verbesserung der Gerinnung über 100% hinaus, gemessen an der ETP des Leerwerts, war jedoch 

nicht möglich. 
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Werden die Messergebnisse in Poolplasma mit den Ergebnissen in Faktor VIII-Mangelplasma 

vergleichen, so ist festzustellen, dass tendenziell eine Aptamergabe in ein Faktor VIII-

Mangelplasma, ohne Hinzufügen von TM, bereits einen positiven Einfluss hatte und zu einem 

Anstieg auf 105% der ETP führte (siehe Abb. 28). Eine Aptamergabe in ein Poolplasma ohne 

eine TM-Zugabe verbesserte die Gerinnung hingegen nicht. Es lässt sich daraus schließen, dass 

im Falle eines unverletzten Probanden das Protein C-System weitesgehend inaktiv und in diesem 

Fall die Aktivität des APCs als gering einzuschätzen ist. 

Die Messung zeigte, dass dieselbe Konzentration von TM in Poolplasma zu einer Verminderung 

der ETP um die Hälfte (auf ca. 50%) führte, im Faktor VIII-Mangelplasma sank der Wert auf ca. 

60% des Ausgangswertes (siehe Abb. 28). Das bedeutet, dass zwar der Gerinnungsablauf in 

Faktor VIII-Mangelplasma vor allem über die Hemmung des Faktors Va gebremst wurde, eine 
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Abb.28: Die schwarzen Balken entsprechen den Werten, die in Faktor VIII-Mangelplasma gemessen wurden. 

Die grauen Balken stehen für die Messwerte in Poolplasma (gesundes Spenderkollektiv). An Position 1 wurde in 

der Thrombingerinnung weder TM noch Aptamer zugegeben. An Position 2 sind die Werte angegeben, die kein 

TM enthalten, denen jedoch eine Konzentration von 200 nM des Aptamers HS02-88 zugegeben wurde. Position 3 

zeigt die Werte für die Probe, die zwar 20 nM TM enthält, aber kein Aptamer. Und an Position 4 wird der 

Einfluss von 200 nM des Aptamers HS02-88 bei gleichzeitiger Anwesenheit von 20 nM TM gezeigt. 
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Wiederherstellung der Gerinnung aber auch über die Inaktivierung des APCs durch Aptamere im 

Hinblick auf den Faktor VIIIa möglich war.  

 

4.3.4 Aptamere im Vergleich 

Die Aptamere HS02-44G, HS02-48G, HS02-52G und HS02-62 wurden hinsichtlich ihrer 

inhibitorischen Wirkung im Faktor VIII-Mangelplasma mit dem Aptamer HS02-88 verglichen 

(siehe Abb. 29).  

Mit der Fragestellung, ob die Aptamere dieselbe Aktivität gegenüber endogenem APC besitzen, 

wurde folgender Versuchsaufbau gewählt. Nach Schema 17 wurden die Aptamere in einer 

Konzentration von 200 nM nebeneinander auf die MTP zu 80 µl Faktor-VIII-Mangelplasma 

hinzupipettiert. Zusätzlich wurde ein Leerwert ohne TM und ohne Aptamere und eine Probe ohne 

Aptamere, aber mit 20 nM TM, angelegt. Die Gerinnungsreaktion wurde durch die automatische 

Zugabe von FluCa-Reagenz gestartet (siehe Schema 17). 
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Abb.29: Hemmender Effekt der Aptamere auf das endogen entstandene APC der oben genannten Aptamere im 

Vergleich. Die Konzentration der Aptamere beträgt konstant 200 nM. Die ETPs der einzelnen 

Aptamermessungen werden mit einem Leerwert ohne Inhalt von Aptamer und TM in Relation gesetzt. 
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Alle Aptamere der Gruppe HS02 besaßen dieselbe inhibitorische Potenz gegenüber endogenem 

APC und bewirkten eine Wiederherstellung der Gerinnung auf ca. 90% des ETP-Wertes eines 

Leerwerts ohne Inhalt von Aptamer und TM. Bemerkenswert war, dass das Aptamer HS02-44G 

dieselbe inhibitorische Wirkung aufwies wie die anderen Aptamere. Es konnte gezeigt werden, 

dass das Aptamer HS02-88 in diesem Versuchsteil im Vergleich zu den anderen Aptameren der 

Gruppe HS02 die stärkste inhibitorische Wirkung gegenüber APC besaß. 
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5 Diskussion 

 

5.1 Allgemeine Diskussion 

Als Zielsetzung dieser Arbeit wurde festgelegt, dass die verschieden langen HS02-

Aptamersequenzen bezüglich ihres APC-inhibierenden Potentials und ihrer Stabilität in Ca
2+

-

haltigem und Ca
2+

-freien Plasma charakterisiert werden sollten.  

Die Versuche dieser Arbeit zeigen, dass die verwendeten Aptamere sowohl über die 

Gerinnungszeitmessung als auch über das fluorogene Testsystem eine hohe inhibitorische 

Wirkung gegenüber rekombinantem und endogenem APC besitzen und über lange Zeit im 

Plasma ihre Wirkung beibehalten. Dabei zeigen sich deutliche Unterschiede der Aptamere 

innerhalb der Gruppe im Bezug auf Wirksamkeit und Haltbarkeit. 

  

Aus den in dieser Arbeit dargestellten Versuchen folgt, dass schon geringere Konzentrationen des 

Aptamers ausreichen, um die antikoagulatorische Wirkung des APCs zu vermindern oder 

aufzuheben und somit eine Blutung zu stoppen.  

Doch es zeigten sich Unterschiede bezüglich der Wirksamkeit der HS02-Aptamere. Vor allem die 

Anzahl der Nukleotide und die ∆G-Werte der einzelnen Aptamere sind hierfür verantwortlich. 

Die ∆G-Werte (kcal/mol) geben Informationen über Sekundärstruktur und Stabilität der 

Aptamere (Müller et al., 2009). 

In Citratplasma unter Abwesenheit von freien Ca
2+

-Ionen zeigte sich je kürzer das Aptamer ist, 

desto höher ist die Wirkpotenz. Die in diesem Versuch verwendeten Proben entsprachen dabei 

nicht der menschlichen Physiologie, weil kein freies Ca
2+

 enthalten war. 

Da die APC-Aptamere mit derselben Bindungsstelle am aktiven Zentrum des APCs interagieren 

wie auch das Heparin kam es in der Messung in Heparinplasma zu einer Konkurrenz um die 

Bindungsstelle und somit zu höheren IC50-Werten als in Hirudinplasma (Friedrich et al., 2001, 

Müller et al., 2009). Unterschiede der Wirksamkeit der APC-Aptamere kamen möglicherweise 

durch verschiedene ∆G-Werte der Aptamere zustande. Es fällt auf, dass für das Aptamer HS02-

52G der niedrigste IC50-Wert ermittelt wurde und es dabei auch den niedrigsten  ∆G-Wert der 

Gruppe HS02 aufwies.  
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Vor allem in den Versuchen in Hirudinplasma wurde deutlich, dass die Aptamere eine 

ausgezeichnete Affinität im niedrigen nanomolaren Bereich gegenüber dem rekombinant 

hergestellten APC besitzen und in der Lage sind, die durch APC verlängerte Gerinnungszeit 

wieder zu normalisieren. Unter den Gerinnungszeitmessungen in Hirudinplasma (Kapitel 4.1.3) 

ließen sich im Vergleich zu den Messungen in Heparinplasma und in Citratplasma die im 

Hinblick auf den menschlichen Organismus realistischsten IC50-Werte für die Aptamere 

berechnen. Die Begründung liegt darin, dass die Messung in Ca2+-haltigem Milieu stattfand und 

wurden nicht durch die oben genannte Interaktion des Heparins mit dem APC gestört. Es wurde 

auch in diesem Versuchsteil eine Korrelation der Wirksamkeiten der Aptamere (IC50-Werte) und 

der ∆G-Werte der Aptamere deutlich.   

Da die IC50-Werte der fünf Aptamere in Hirudinvollblut parallel zu den Ergebnissen in 

Hirudinplasma ausfielen und vergleichbar waren, ist davon auszugehen, dass die zellulären 

Anteile des Blutes, die vor allem aus Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten, Granulozyten 

und B- und T-Lymphozyten bestehen, die Bindung der Aptamere an das APC nicht oder nur in 

geringem Maße beeinflussen. Sie schienen mit den Aptameren nicht in Interaktion zu treten. 

Dieses Ergebnis ist für eine mögliche therapeutische Applikation von Aptameren positiv zu 

werten, weil die Aptamere der Gruppe HS02 scheinbar ungehindert von zellulären Bestandteilen 

des Blutes wirken können.  

Bestätigt wurden die potenten inhibitorischen Wirksamkeiten der HS02-Aptamere im niedrigen 

nanomolaren Bereich gegenüber APC in dem Versuchsansatz über das fluorogene Testsystem. In 

Hirudinplasma konnten über diesen Versuchsansatz sehr niedrige IC50-Werte für die kurzen 

Aptamere HS02-44G, HS02-48G und HS02-52G bestimmt werden. Auch im fluorogenen 

Testsystem wiesen die längeren Aptamere eine geringere Wirksamkeit auf. Jedoch zeigte im 

Vergleich zum Versuchsansatz über die Gerinnungszeitmessung auch das Minimalmotiv (HS02-

44G) eine den Aptameren HS02-48G und HS02-52G vergleichbare Wirksamkeit. Die Ursachen 

hierfür könnten in dem Versuchsaufbau und –ablauf liegen. Eventuell wurden die Aptamere 

durch die im Vorhinein eintretende Bindung an das APC vor Nukleasen geschützt. Ein weiterer 

Grund könnte sein, dass im Gegensatz zu den anderen Versuchen in diesem Versuch die 

Gerinnungsreaktion und die Ca
2+

 Zugabe im selben Moment stattfanden und deshalb das Ca
2+

 in 

Komplexen des Gerinnungsablaufs gebunden wurde und weniger für die Bindung an DNAsen 

(Dougan et al., 2000) zur Verfügung stand. Außerdem wurde in diesem Versuchsansatz kein 
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zusätzliches Mg
2+

 verwendet, welches nach Pan und Lazarus für die Funktion der DNAsen 

notwendig ist (Pan und Lazarus, 1999). 

Alle verwendeten Aptamere waren am 3‘und am 5‘-Ende im Testlauf nicht modifiziert. Nach 

Meinung von Dougan et al. herrschen die 3‘-Exonukleasen im Plasma vor, die vom 3‘-Ende 

ausgehend Nukleotide von der Oligonukleotidkette abtrennen (Dougan et al., 2000).  

 

In den Versuchen zur Messung der Stabilität der Aptamere konnte sowohl über die 

Gerinnungszeitmessung als auch über das fluorogene Testsystem gezeigt werden, dass alle 

Aptamere der Aptamergruppe HS02 außer das Aptamer HS02-44G (Minimalmotiv) und mit 

Einschränkung das Aptamer HS02-62 gegenüber DNAsen über Stunden weitestgehend stabil 

blieben. Vor allem das Minimalmotiv (HS02-44G) ist gegenüber DNAsen gefährdet, da die 

Abtrennung nur eines Nukleotids zu einem deutlichen Wirkungsverlust führt (Müller et al., 

2009). 

Die DNAsen im Plasma sind nur bei Anwesenheit von Ca
2+

- und Mg
2+

-Ionen aktiv (Pan und 

Lazarus, 1999). Dies wurde in den Versuchen in Citratplasma, das freie Ca
2+

- und Mg
2+

-Ionen 

komplexiert, deutlich (Kapitel 4.2.1). Es war kein Abfall der Inaktivierung des APCs, also keine 

Gerinnungszeitverlängerung, zu erkennen. Das Minimalmotiv (HS02-44G) blieb stabil. 

In Ca
2+

 und Mg
2+

 enthaltendem Heparin- bzw. Hirudinplasma verlor das Minimalmotiv (HS02-

44G) schnell an inhibitorischer Wirkung auf das APC. Dieser Aspekt könnte auf das Wirken von 

DNAsen mit Hilfe von Ca
2+

 und Mg
2+

 als Cofaktoren auf das Aptamer HS02-44G zurückgeführt 

werden (Pan und Lazarus, 1999). Das Aptamer HS02-44G besaß jedoch sowohl in 

Heparinplasma als auch in Hirudinplasma nach maximaler Inkubation immer noch eine 

hemmende Wirkung auf das APC. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass auch das auf 43 bzw. 

42 Nukleotide verkürzte Aptamer eine Bindung mit dem APC eingehen konnte, gegenüber dem 

HS02-44G aber eine deutlich schlechtere Affinität besaß (Salehi, 2007). Des Weiteren erscheint 

es möglich, dass sich die Aptamere über die Zeit an APC gebunden hatten und somit vor der 

Wirkung der DNAsen geschützt waren. Welcher Stabilitätsgewinn durch allein mindestens 3 

Nukleotide am 3‘-Ende oder am 5‘-Ende zusätzlich an das Minimalmotiv zustande kommt, war 

in den Versuchen der Stabilität der Aptamere in Heparin- und Hirudinplasma am Beispiel des 

Aptamers HS02-48G zu sehen. 

Die Ergebnisse der Gerinnungszeiten der Aptamere HS02-62 und -44G in Hirudinplasma wichen 

von den Werten der Aptamere HS02-48G, -52G und -88 sowohl nach kurzen als auch nach 
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längeren Inkubationszeiten ab und schienen eine schlechtere Wirksamkeit hinsichtlich der 

Inaktivierung des APCs auf die Gerinnung zu haben. Erklärt werden könnte die abgeschwächte 

Wirkpotenz dadurch, dass sowohl das Aptamer HS02-44G, als auch HS02-62 einen höheren ∆G-

Wert und somit eine schlechtere Stabilität besitzen als die übrigen HS02-Aptamere (Müller et al., 

2009). Durch diesen Stabilitätsunterschied wurde möglicherweise mit Zunahme der 

Inkubationsdauer die Wirksamkeit der Aptamere HS02-44G und 62G abgeschwächt. 

Die Ergebnisse aus dem fluorogenen Testsystem für die Aptamere HS02-44G, HS02-48G und 

HS02-52G sind im Hinblick auf die langen Inkubationszeiten am aussagekräftigsten, da in 

diesem Versuchsteil der Effekt der Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren nach längerer 

Inkubation bei 37°C minimiert wurde.  

Das Ergebnis zeigte, dass die Bildung von Thrombin lediglich geringfügig fällt, was bedeutet, 

dass die Aptamere nach 360 Minuten noch eine deutliche Wirkung gegenüber dem APC entfalten 

konnten. DNAsen konnten allenfalls einen kleinen Einfluss gehabt haben, obwohl Ca
2+

 und Mg
2+

 

in den Proben enthalten waren.  

Es bleibt abzuwarten, wie haltbar die Aptamere in der Zirkulation im Organismus sind (White et 

al., 2000). Um die Aptamere vor Nukleasen zu schützen können diese modifiziert werden, ohne 

dass die Aktivität negativ beeinflusst wird. Das 3‘-Ende des Aptamers kann so beispielsweise 

durch das Anhängen von einer Kappe gegen das Wirken von Exonukleasen geschützt werden 

(Proske et al., 2005). 

Im menschlichen Kreislauf ist mit einer nur einige Minuten andauernde Eliminierung der 

niedermolekularen Aptamere über die Niere und Leber zu rechnen (White et al., 2000). Doch 

kann durch Anheftung eines hochmolekularen Moleküls z.B. PEG (Polyethylenglykol) (ca.40 

kD) am 3‘-oder 5‘-Ende des Aptamers die Bioverfügbarkeit des Aptamers gesteigert werden. Die 

Halbwertzeit konnte dadurch im Falle des in der Augenheilkunde eingesetzten Anti-VEGF-

Aptamers Pegaptanib® auf 10+/- 4 Tage verlängert werden (Mayer und Famulok, 2007). Zur 

Steigerung der Bioverfügbarkeit sollte bei dem verwendeten HS02-Aptamer ein PEG-Linker an 

das 3‘- oder 5‘-Ende angehängt werden. 

Die hohe Stabilität ist ein wesentlicher Vorteil der in dieser Arbeit verwendeten DNA-APC-

Aptamere gegenüber den im Jahr 1998 beschriebenen RNA-APC-Aptameren von Gal et al. Die 

RNA-Aptamere sind labiler und besitzen eine kürzere Halbwertzeit in der Plasmamatrix aufgrund 

einer höheren Aktivität von RNAsen (Reddi und Holland, 1976). Die RNA-Aptamere liegen wie 

die verwendeten DNA-Aptamere in nicht modifizierter Form vor (Brody und Gold, 2000). Ein 



92 

 

weiterer Nachteil der von Gal et al. beschriebenen 167, bzw. 99 Nukleotide langen Aptamere ist 

die deutlich geringere Affinität zu APC verglichen mit den hier beschriebenen DNA-Aptameren. 

Die KD-Werte der beschriebenen RNA-Aptamere liegen im Bereich zwischen 83 nM und 137 nM 

und sind damit deutlich höher, als die für die Aptamergruppe HS02 bestimmten KD-Werte, die 

zwischen 0,47 nM (HS02-88) und 1,06 nM (HS02-62) angegeben werden (Müller et al., 2009). 

Die in dieser Arbeit bestimmten IC50-Werte in Plasma liegen je nach Versuchsaufbau und –ablauf 

bei ca. 1-10 nM (siehe Kapitel 4.1). DNA-Aptamere sind generell kostengünstiger herzustellen 

als RNA-Aptamere (Jayasena, 1999). Hinzu kommt, dass sich auch die Anzahl der Nukleotide 

der DNA- und RNA-Aptamere unterscheiden. Die Folge ist, dass eine einfachere und somit 

kostengünstigere Produktion der hier beschriebenen DNA-Aptamere möglich ist. Für den 

klinischen Einsatz ist wichtig, ob das eingesetzte Medikament mit Protein C kreuzreagiert, also 

spezifisch ausschließlich an APC bindet. Dieser Aspekt konnte für das RNA-Aptamer nicht 

dargestellt werden (Gal et al., 1998). Im Gegensatz dazu besitzt die Aptamergruppe HS02 eine 

hohe Affinität zu APC und zeigt dabei eine Selektivität gegenüber Protein C (Müller et al., 2009).  

 

Die sehr potente inhibitorische Wirkung der Aptamere im Bezug auf endogenes APC konnte in 

den Versuchen über die Thrombingenerierung nachgewiesen werden. Sowohl in Poolplasma als 

auch in Faktor VIII-Mangelplasma waren die Aptamere in niedriger Konzentration wirksam. Es 

zeigten sich wie in den vorhergehenden Versuchen Unterschiede in der inhibitorischen 

Wirkpotenz gegenüber APC.  

Das Aptamer HS02-44G besaß in Poolplasma im Vergleich zu dem Aptamer HS02-88 bei 

gleichen Konzentrationen eine schlechtere Wirkung gegenüber endogenem APC. Dies könnte mit 

dem Einfluss von DNAsen zusammenhängen, die einen stärkeren Wirkungsverlust des Aptamers 

HS02-44G hervorrufen könnten. Nach dieser Annahme ist davon auszugehen, dass ein initialer 

Wirkungsverlust des Aptamers HS02-44G eingetreten war. Eine mögliche Begründung könnten 

die nach Müller et al. ermittelten KD-Werte der Aptamere HS02-88 (KD-Wert von 0,47) und 

Aptamer HS02-44G (KD-Wert von 0,76) geben (Müller et al., 2009). Auch der sich in einer 

niedrigeren Stabilität äußernde höhere ∆G-Wert des Aptamers HS02-44G (Müller et al., 2009) 

könnte verglichen zu dem Aptamer HS02-88 in diesem Versuchsteil zu einer verminderten 

inhibitorischen Wirksamkeit geführt haben. Eine komplette Aufhebung der mit Hilfe des 

Thrombomodulin induzierten APC-Wirkung wurde durch hohe Konzentrationen sowohl des 

Aptamers HS02-88 als auch des HS02-44G erreicht. 
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In Faktor VIII-Mangelplasma, das dem Plasma eines Hämophilie-A-Patienten entspricht, wurden 

die Aptamere hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkpotenz gegenüber endogenem APC 

verglichen. Dabei wurde deutlich, dass die Aptamergruppe HS02 gegenüber endogen gebildetem 

APC ein etwas anderes Wirkungsprofil aufwies als gegenüber exogen zugegebenen 

rekombinantem APC (XIGRIS®). Das Aptamer HS02-88 stellte sich bei einer Konzentration von 

200 nM als das wirkungsvollste Aptamer der Gruppe HS02 heraus. Eine mögliche Begründung 

ist, dass das Aptamer den niedrigsten KD-Wert und damit die höchste Affinität der ausgetesteten 

Aptamere gegenüber körpereigenem APC besaß (Müller et al., 2009). Das Aptamer HS02-44G 

entfaltete eine den anderen Aptameren vergleichbare Wirkung, obwohl ein Wirkungsdefizit 

aufgrund der Anwesenheit von DNAsen in einem Ca
2+

 enthaltenden System und des hohen ∆G-

Wertes (Müller et al., 2009) zu erwarten gewesen wären. Jedoch scheint die Konzentration von 

200 nM des Aptamers HS02-44G so hoch gewählt, dass ein nur geringer Abfall der 

Konzentration keinen Einfluss auf die Thrombingenerierung hatte. Die Thrombinentstehung in 

den Versuchen wurde über die Messung der ETP-Werte deutlich. 

Sowohl in Faktor VIII-Mangelplasma wie auch in Poolplasma variierten die ETP-Werte der 

Probe mit enthaltenden Aptameren ohne TM mit den entsprechenden ETP-Werten der Leerwerte, 

ohne Inhalt von Aptamer und TM, nur geringfügig. Folglich lässt sich deuten, dass das Protein C-

System in der Probe physiologisch nicht aktiv und somit die Aktivität des APCs gering war, da 

ein zusätzlicher ETP-Anstieg über die Aptamerzugabe nicht möglich war. Es lässt sich schließen, 

dass das Aptamer bei einem gesunden Patienten ohne Verletzung keinen deutlichen hemmenden 

Einfluss besitzen kann. Wird allerdings im Verletzungsfall als Resultat der sekundären 

Hämostase Prothrombin zu Thrombin aktiviert (Di Cera, 2003), wird unter Mithilfe von TM lokal 

die Entstehung von APC gefördert. Nun besitzt das Aptamer eine potente inaktivierende Wirkung 

auf APC und unterstützt dadurch die Gerinnungsreaktion. 

 

In weiteren Experimenten, z.B. im Tiermodell, ist es nicht nötig alle Aptamere der Gruppe HS02, 

mit derselben Bindungsdomäne (siehe Kapitel 1.2.4.4), weiter zu verwenden. Als geeignetes 

Aptamer mit den größten Vorteilen hinsichtlich der inhibitorischen Eigenschaften gegenüber 

APC und der Stabilität kristallisiert sich das Aptamer HS02-52G heraus, da es in nahezu allen 

Versuchen die niedrigsten mittleren inhibitorischen Konzentrationen aufwies (IC50) und folglich 

aus der Aptamergruppe HS02, das Aptamer mit der höchsten inhibitorischen Aktivität gegenüber 

APC zu sein scheint. Zusätzlich ist das Aptamer HS02-52G mit dem Aptamer HS02-48 das 
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stabilste Aptamer mit dem niedrigsten ∆G-Wert (siehe Tabelle 1, Kapitel 1.2.4.4, Müller et al., 

2009).  

 

Der optimale Wirkspiegel des rekombinanten als Medikament hergestellten APC, bei dem eine 

optimale Wirksamkeit im menschlichen Organismus zu erwarten ist bei geringen 

Nebenwirkungen, beträgt ca. 50 ng/ml (Macias et al., 2002). Eine genaue Messbarkeit des 

Plasmaspiegels ist aber aufgrund der ungenauen Messmethoden bisher nicht möglich. Durch die 

vorgestellten Aptamere könnte es möglich sein den APC-Spiegel im Blut zu messen und so eine 

Therapie mit XIGRIS® zu überwachen (Müller et al., 2009). Bisher beschriebene Methoden 

waren zur quantitativen Bestimmung der APC-Konzentration nicht genügend sensitiv bzw. 

wegen der Methodendurchführung nicht geeignet für die klinische Diagnostik (Liaw et al., 2003). 

Durch die Aptamergruppe HS02 könnte es möglich sein, ein Testsystem zu etablieren, dass den 

APC-Spiegel im Plasma messen kann.  

 

Zur Beantwortung der Fragestellung ist es wichtig, dass in Tierexperimenten und klinischen 

Studien gezeigt werden konnte, dass Hämophilie A- und B-Patienten von einer gleichzeitig 

bestehenden Faktor-V-Leiden-Mutation profitieren (Nichols et al., 1996; Vianello et al., 2001; 

Shetty et al., 2007). Bei Ihnen lassen sich Blutungskomplikationen seltener feststellen und die 

Blutungsneigung ist vermindert. Grundlage der Faktor-V-Leiden-Mutation ist in ca. 98% der 

Fälle ein Austausch im Faktor V-Protein an Aminosäureposition 506 (Nicolaes und Dahlbäck, 

2002). Dieser Austausch hat zur Folge, dass Faktor V durch APC 10mal langsamer gespalten 

werden kann (Witt und Dörner, 2003). Die Inaktivierung des Faktors Va ist unzureichend, was 

sich nach Vos (2006) prothrombotisch auswirkt.  

Sowohl durch die Faktor-V-Leiden-Mutation als auch durch die Hemmung des APCs durch einen 

Inhibitor kann der aktivierte Faktor V nicht ausreichend gehemmt werden und die Halbwertzeit 

des Prothrombinasekomplex verlängert sich (Butenas et al., 2006). Deshalb wird seit 1998 von 

Butenas et al. eine APC-Inhibition zur unterstützenden Behandlung der Hämophilie eine 

medikamentöse Inaktivierung des APCs propagiert. Des weiteren ist es hierdurch möglich, dass 

die Aktivität des aktivierten Faktors VIII gesteigert und die Inhibition des Faktors VIIIa durch 

einen APC-Inhibitor gehemmt wird. Die Halbwertzeit des Faktors VIIIa könnte auf diese Weise 

gesteigert und ein Mangel an Faktor VIII zum Teil kompensiert werden. Deshalb wurden in 

einigen in vitro Studien wirkungsvolle Stoffe zur APC-Inhibition entwickelt und getestet. Im  
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Jahr 2006 wurde von De Nanteuil et al. ein Derivat des Proteaseinhibitors Benzamidin mit APC-

inhibitorischer Wirkung beschrieben. Dieser synthetische Inhibitor ist zwar potent in der Bindung 

und Inhibierung des APCs, besitzt aber mit einem maximalen IC50-Wert von 100 nM eine 

deutlich schlechtere Affinität als die in dieser Arbeit beschriebenen APC-Aptamere, die je nach 

Versuchsaufbau und –ablauf bei ca. 1-8 nM für das Aptamer HS02-52G (siehe Kapitel 4.1) 

gemessen wurden. Auch die beschriebenen APC-Inhibitoren von Butenas et al. (2006) liegen 

lediglich im Bereich eines Ki-Werts von 1-2 µM. Beide Inhibitoren sind nicht vollständig 

selektiv, sondern weisen eine Kreuzreaktivität zu Thrombin auf (De Nanteuil et al., 2006; 

Butenas et al., 2006). Die verminderte Selektivität und eine eventuelle Toxizität schränkt eine 

mögliche Verwendung der Substanzen in vivo ein. 

Kapitel 4.3 zeigt, dass alle Aptamere der Gruppe HS02 zur potenten Inhibition auch des endogen 

gebildeten APCs aus Thrombin mit einer hohen Affinität im niedrigen nanomolaren Bereich 

geeignet sind. Weitere Vorteile der Aptamere sind eine chemische Stabilität und eine niedrige 

Immunogenizität (White et al., 2000, Wlotzka et al., 2002). Hierdurch bietet sich eine 

Verwendung der Aptamere als Medikament an. Zusätzlich bindet das Aptamer hoch- selektiv 

ausschließlich an APC und nicht an Thrombin. Die antiapoptotischen Eigenschaften und die 

zytoprotektive Funktion bleiben dabei erhalten (Müller et al., 2009). 

Eine verminderte Wirksamkeit des Faktors VIIIa spontan oder im Verletzungsfall bei Patienten 

mit einer Hämophilie A kann lokal schlimme Blutungen nach sich ziehen. Vor allem in Gelenke 

und Muskeln blutet es ein und nicht selten kann es bei hohem Schweregrad zu lebensgefährlichen 

Blutungen kommen (Pötzsch und Madlener, 2002). Durch die prophylaktische Unterdrückung 

des APC-Systems, welches auch bei Hämophiliepatienten physiologisch im Gleichgewicht steht, 

könnten somit gezielt Blutungskomplikationen vermieden werden. Auch im Falle einer Blutung 

wäre es denkbar, dass durch die Hemmung des APCs durch die Aptamere die Blutungszeit 

verkürzt werden könnte.  

Doch die Unterdrückung des APCs durch die Aptamere könnte auch Nebenwirkungen haben. Zu 

erwarten ist, vergleichbar mit einem angeborenen Mangel an Protein C, dass die Gefahr des 

Ereignisses einer Venenthrombose deutlich erhöht wird (Mann und Kalafatis, 2003). Patienten 

mit einem unterdrückten Protein C-System im Blut sind gefährdet eine Purpura fulminans zu 

entwickeln, die sich in nach Dahlbäck und Villoutreix (2005) in einer ausgeprägten 

Thrombosierung der Mikrozirkulation äußert. 
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Das Protein C-System steht physiologisch im Gleichgewicht. Aktiviert wird Protein C durch 

Thrombin mit Unterstützung des Thrombomodulins (Dahlbäck und Villoutreix, 2005). Den 

wichtigsten hemmenden Einfluss auf das Protein C-System besitzt nach Geiger (2007) der 

Protein C Inhibitor (PCI). Die verwendeten Aptamere verändern die Struktur des APCs und 

beschleunigen dadurch die Inhibitionsrate von APC durch PCI (Müller et al., 2009). Zusätzlich 

zum direkten hemmenden Einfluss der Aptamere auf APC wird also APC durch PCI vermehrt 

inaktiviert. Hierdurch wird das Gleichgewicht im Sinne einer verstärkt ablaufenden Koagulation 

verschoben. Als Folge ist wiederum mit einer erhöhten Gefahr einer Venenthrombose zu rechnen. 

 

Für das Aptamer HS02-52G konnte eine niedrige mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) 

gegenüber rekombinantem APC (XIGRIS®) ermittelt werden. Zusätzlich konnte eine lange 

Haltbarkeit und damit eine effektive Wirksamkeit gezeigt werden. Diese Eigenschaften sind 

vorteilhaft für eine mögliche therapeutische Verwendung der Aptamere als Antidot bei einer 

Überdosierung des in der schweren Sepsis eingesetzten rekombinanten APCs (XIGRIS®). 

XIGRIS® führt bei 2% der behandelten Patienten als Nebenwirkung zu schweren 

Blutungskomplikationen und ist daher nur eingeschränkt einsetzbar (Levi, 2008). Durch das 

Aptamer HS02-52G als bisher einzig beschriebenes Antidot, was spezifisch an APC bindet und 

dessen Wirkung inhibiert, könnte der Einsatz von XIGRIS® sicherer werden. Dabei verliert das 

APC nur seine antikoagulatorische Wirkung, behält aber die für die Sepsis maßgebliche 

antiapoptotische und antiinflammatorische Wirkung bei (Müller et al., 2009).  

 

5.2 Ausblick 

In einem Tierexperiment sollte die Relation zwischen Aptamerkonzentration und der Wirkung 

des Aptamers im Organismus untersucht werden. Die Wirksamkeit und der Nutzen eines APC-

Inhibitors bei Hämophile A und B wären anhand eines geeigneten knockout Tiermodells zu 

prüfen. Wichtig ist dabei herauszufinden bei welcher Konzentration des Aptamers der größte 

Nutzen zu erwarten ist und ob eventuell Nebenwirkungen auftreten.  

Eine interessante Fragestellung ist, ob sich die Aptamere in bestimmten Organen anlagern. Dies 

kann mit Hilfe einer radioaktiven Markierung des Aptamers herausgefunden werden, z.B. durch 

die Anheftung von 
123

Iod oder 
125

Iod  (Dougan et al., 2000). Mit Hilfe dieser Iod-Moleküle kann 

ein Verteilungsprofil des Aptamers im Organismus im Zeitverlauf erstellt werden. Auch die 
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Ausscheidung über die Niere könnte quantifiziert werden. Je nach renaler Clearance könnte man 

das Aptamer mit den in Kapitel 5.4 beschriebenen Möglichkeiten modifizieren.  

In einer weiteren Versuchsreihe (Tiermodell) kann APC als Medikament XIGRIS® in 

bestimmten Konzentrationen vorimpliziert und mit Hilfe des Aptamers die Wirkung im 

Organismus wieder aufgehoben werden. Dabei ist darauf zu achten, ob und welche 

Nebenwirkung durch die Applikation des Aptamers entstehen. Aufgrund einer effektiven 

Hemmung des Protein C-Systems könnte mit einer Neigung zur Ausbildung einer 

Venenthrombose gerechnet werden (Mann und Kalafatis, 2003).  

Um die Sicherheit in der Verwendung des Aptamers HS02-52G zu erhöhen, könnten Antisense-

Moleküle hergestellt werden, die als komplementäre Basenpaarung in der Lage sind die Struktur 

und Funktion des Aptamers zu blockieren (Rusconi et al., 2004). Gerade bei medikamentöser 

Manipulation der Gerinnung ist es enorm wichtig schnell sowohl prokoagulatorisch als auch 

antikoagulatorisch einzugreifen. Würde also als Nebenwirkung einer Aptamerapplikation von 

HS02-52G die Gefahr einer Thrombosebildung entstehen, so könnte diese über das Antisense-

Molekül vermieden werden.  
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6 Zusammenfassung 

 

Das Protein-C-System reguliert die Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems durch 

proteolytische Inaktivierung der aktivierten Gerinnungsfaktoren V und VIII. Das als Zymogen im 

Blut zirkulierende Protein C, als Schlüsselenzym des Systems, wird an der Oberfläche von 

Endothelzellen durch einen proteolytischen Komplex bestehend aus Thrombin und 

Thrombomodulin aktiviert. Durch diesen Prozess kann die Blutgerinnung auf defekte 

Gefäßwandbereiche beschränkt werden. Desweiteren besitzt aktiviertes Protein C (APC) 

antiapoptotische und entzündungshemmende Eigenschaften, weshalb eine rekombinant 

hergestellte Form des APCs (XIGRIS®) als Medikament in der Behandlung der schweren Sepsis 

eingesetzt wird.  

Blutungskomplikationen stellen eine relevante Nebenwirkung der APC-Therapie dar, die 

aufgrund des Fehlens eines APC-Antidots bisher nur durch allgemeine hämostyptische 

Maßnahmen behandelt werden können. Ein mögliches APC-Antidot stellen APC-spezifische 

DNA-Aptamere dar.   

In dieser Arbeit sollte die Affinität zu APC von fünf Aptameren in einer Länge zwischen 44 und 

88 Nukleotiden der Aptamergruppe HS02 quantifiziert und verglichen werden. Die Stabilität der 

verschieden langen Aptamere sollte in humanem Plasma und Vollblut überprüft werden. 

Weiterhin sollte in verschiedenen in-vitro-Untersuchungen getestet werden, ob die APC-

inhibitorische Wirkung der HS02-Aptamere zur Antagonisation von rekombinantem APC bei 

möglichen Blutungskomplikationen eingesetzt werden kann und ob die Aptamer-vermittelte 

Hemmung der APC-Wirkung einen möglichen supportiven Ansatz in der Behandlung von 

Patienten mit Hämophilie A und B darstellt.   

In Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Aptamere APC in humanem Plasma und in 

Vollblut mit hoher Effektivität im niedrigen nanomolaren Bereich inhibieren. Es stellte sich 

heraus, dass die Affinitäten der einzelnen Aptamere gegenüber dem Zielmolekül in den 

getesteten Plasmen differierten. In Ca
2+

-haltigem Plasma wiesen die Aptamere HS02-48G und 

HS02-52G die höchste Affinität auf. Die Affinität des Aptamers HS02-88 war dagegen 

eingeschränkt. Im weiteren Versuchsablauf zeigte sich, dass das kürzeste Aptamer, das auf das 

Minimalmotiv HS02-44G beschränkt war, am instabilsten war und initial in Ca
2+

-haltigem 

Plasma deutlich an inhibitorischer Wirkung verlor. Im Gegensatz hierzu stellten sich vor allem 
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die Aptamere HS02-52G und HS02-48G als die stabilsten Aptamere der Gruppe HS02 heraus 

und blieben auch über einen Inkubationszeitraum von 6 Stunden weitestgehend stabil. 

Über die generierten Oligonukleotide ist es im in-vitro-System möglich die antikoagulatorische 

Wirkung von rAPC effektiv aufzuheben. Dies legt eine Verwendung der HS02-Aptamere als 

rAPC-Antidot nahe.  

Auch in der Behandlung von Hämophilie-A-Patienten könnte der Einsatz von HS02-Aptameren 

hilfreich sein, da endogen gebildetes APC inaktiviert wird und somit die geringe 

Restkonzentration von funktionell aktivem FVIII vor proteolytischer Inaktivierung geschützt 

wird. Diese Hypothese konnte in APC-Generierungsexperimenten mit FVIII-Mangelplasma 

belegt werden. Allerdings muss in der Nutzen-Risiko-Abwägung eines solchen Therapieansatzes 

das prothrombotische Potenzial einer APC-inhibierenden Therapie berücksichtigt werden.   
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