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Aptamery nukleinowe jako wszechstronne
detektory biologii molekularnej

Streszczenie

Aptamery nukleinowe sa jednoniciowymi oligonukleotydami kwasu rybonukleinowego (RNA) lub
deoksyrybonukleinowego (DNA), ktore wykazuja wysokie powinowactwo i specyficznos¢ wiazania do
Scisle okreslonych biomolekut lub czasteczek nieorganicznych. Nazwa aptamer wywodzi sie od
tacinskiego stowa ,aptus”, ktore oznacza ,przyczepiony, dopasowany” i dobrze odzwierciedla
charakter tych zwiazkéw. Aptamer pehi role liganda, wiazacego sie bardzo silnie, Swiadczy o tym
nano- lub pikomolowa stata dysocjacji (Kd) tak powstatych komplekséw aptamer-czasteczka
docelowa, bedaca miara stabilnosci kompleksu. Od 2002 roku wzrasta Swiatowe zainteresowanie ich
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wytwarzaniem oraz praktycznymi zastosowaniami zaréwno w badaniach naukowych, jak i w
medycynie. Aptamery sa obiecujacym narzedziem do zwalczania niektérych choréb wirusowych,
nowotworowych, autoimmunizacyjnych oraz choréb uktadu krazenia.

Wprowadzenie

Monomerem kwasu nukleinowego jest nukleotyd, ktory sktada sie z nukleozydu czyli czasteczki
pentozy - cukru (dla RNA rybozy, dla DNA deoksyrybozy), do ktérej przylaczona jest wigzaniem
N-glikozydowym przy pierwszym atomie wegla - zasada azotowa (purynowa lub pirymidynowa) oraz
z reszty fosforanowej, ktora w nukleotydzie tgczy trzeci oraz pigty atom wegla dwdch sasiednich
pentoz polimeru. Zatem miedzy nukleotydami wystepuje wiazania fosfodiestrowe. Zasadami sa
adenina, guanina, cytozyna oraz uracyl (w RNA) lub tymina (w DNA).
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Rysunek 1. Budowa nukleotydu RNA. Kolorem czerwonym zaznaczono grupe hydroksylowa przy
drugim atomie wegla (2" - OH), ktorej brak w nukleotydzie DNA [1].

Aptamery RNA i DNA wykazuja nieco odmienne witasciwosci. Kwasy rybonukleinowe tworza
najczesciej bardziej ztozone struktury niz DNA, na co pozwala im obecnosé grup 2 - OH
w pierscieniu rybozy bioracych udzial w tworzeniu wigzan wodorowych w obrebie aptameru lub
miedzy aptamerem a czasteczka docelowa (Rys. 1).

Macugen

Pierwszy lek na bazie aptameru zatwierdzony przez FDA (ang. US Food and Drug Administration),
ktory ukazat sie w ostatnich latach, stuzy w leczeniu zwyrodnienia plamki zéttej (AMD). Nosi on
nazwe Macugen®, a oferowany jest przez OSI Pharmaceuticals. Aptamer wiaze i antagonizuje
dziatanie biatka VEGF-165, izoformy VEGF zaangazowanej w patologicznej neowaskularyzacji oka.
W celu poprawy farmakodynamicznych i farmakokinetycznych wtasciwosci tego 28-merowego
aptameru zmodyfikowano go poprzez wprowadzenie na weglu 2' pirymidyn atomoéw fluoru (-F) oraz
grup metoksylowych (-OMe) na weglu 2' w purynach (Rys. 2). Zmodyfikowany aptamer zwigzano
z czasteczkami PEG (glikol polietylenowy), co zwiekszyto czas przebywania wewnatrz ciata szklistego.
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Rysunek 2. Sekwencja nukleotydowa oraz drugorzedowa struktura leku Macugen zwiagzanego z PEG
o masach 40 kDa. Kolorem zielonym zaznaczono modyfikacje puryn poprzez wprowadzenie grup
metoksylowych. Kolorem czerwonym zaznaczono modyfikacje pirymidyn poprzez wprowadzenie
atomoéw fluoru [2].

Mechanizm rozpoznawania czasteczki docelowej

Bardzo silne oddzialywanie z rozpoznawana molekuta, poréwnywalne z oddzialtywaniem przeciwciata
monoklonalnego z antygenem, jest wynikiem niezwyktego dopasowania struktury przestrzennej
aptameru do budowy swego ,celu”.

Jednoniciowe kwasy nukleinowe moga fatdowac sie, tworzac obok wielu fragmentéw helikalnych
ztozone struktury drugo- i trzeciorzedowe (Rys. 3). Strukture aptameréw stabilizuja rézne wigzania
chemiczne: wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne oraz oddziatywania van der Waalsa
(dipol-dipol). Powstate motywy strukturalne umozliwiaja trwate ,wpasowanie sie” liganda
aptamerowego do danej bioczasteczki lub odwrotnie - jesli oligonukleotyd jest wiekszy od swego celu.
W trakcie rozpoznania celu molekularnego biorg udziat zaré6wno elementy aptameru, jak tez
i badanej molekutly. Co ciekawe, fragment wigzacy zwykle nie jest dluzszy od pietnastu nukleotydow.
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Rysunek 3. Na rysunku przedstawiono kolejno strukture pierwszorzedowa aptameru RNA -
sekwencja nukleotydow (u gory), strukture drugorzedowa aptameru RNA - petle i trzonki (po lewej),
strukture trzeciorzedowa aptameru RNA - wybrzuszenia (po prawej) [3].



W zaleznosci od rodzaju czasteczki docelowej rozpoznanie molekularne moze nastepowac pomiedzy
réoznymi motywami struktur drugo- i trzeciorzedowych np. zwiazki drobnoczasteczkowe takie jak
aminokwasy lub ATP (adenozynotréjfosforan) dotaczaja sie do aptameru wykorzystujac do interakcji
nastepujace rodzaje motywow: pseudowezly (ang. pseudoknots), wybrzuszenia dwustronne (ang.
internal loops), wybrzuszenia jednostronne (ang. bulges). W przypadku duzych czasteczek, to
aptamery inkorporuja w strukture docelowej molekuty wykorzystujac réznego rodzaju oddzialywania
chemiczne: oddziatywania niekowalencyjne, wigzania wodorowe, sity Van der Waalsa, oddzialywania
elektrostatyczne oraz oddziatywania hydrofobowe.

Rodzaje czasteczek rozpoznawanych przez aptamery

Aptamery nukleinowe rozpoznaja zwiazki wielkoczasteczkowe, takie jak enzymy, biatka regulatorowe,
czynniki wzrostu, przeciwciata mono- i poliklonalne, lektyny oraz niskoczasteczkowe witaminy,
antybiotyki, barwniki organiczne, aminokwasy, peptydy, nukleotydy a nawet niektére jony metali.
W warunkach naturalnych wiele sposrod tych molekularnych ,celéw” w ogdle nie oddzialuje
z kwasami nukleinowymi.

Wtasciwosci niemodyfikowanych aptamerow

Niemodyfikowane aptamery sa szybko usuwane z krwi. Przy czym ich okres péttrwania zawiera sie
w przedziale od kilku minut do godziny, gtdéwnie ze wzgledu na degradacje w wyniku dzialania
enzymow nukleolitycznych oraz oczyszczanie przez nerki. Ten szybki klirens moze by¢ korzystny
w takich zastosowaniach jak w diagnostycznym obrazowaniu in vivo.

Wytwarzanie aptamerow nukleinowych - proces SELEX

Najpowszechniej stosowana metoda otrzymywania aptameréw RNA i DNA o pozadanych
wlasciwosciach fizycznych i chemicznych jest ich selekcja w warunkach in vitro. Proces wytwarzania
aptamerow nukleinowych i izolowania tych z nich, ktore specyficznie wiaza sie do okreslonej
molekuly przedstawiono juz 1990 roku. Metode nazwano w skrdécie SELEX (ang. Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Polega ona na zidentyfikowaniu i wybiorczej
amplifikacji oligonukleotydow o oczekiwanej charakterystyce sposrod licznej puli przypadkowych
sekwencji, w sposob analogiczny do naturalnych mechanizméw ewolucyjnych.

W metodzie SELEX mozna wyr6znic trzy gtéwne etapy, a mianowicie utworzenie kombinatorycznej
biblioteki RNA lub DNA, selekcje oligonukleotydow oraz powielenie wyselekcjonowanych aptameréw
metodami biologii molekularnej (Rys. 4).
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Rysunek 4. Na rysunku przedstawiono istote procesu SELEX, w ktérym podany schemat powtarzany
jest wielokrotnie do uzyskania pojedynczej sekwencji oligonukleotydu [4].

Pierwszym etapem procesu jest utworzenie kombinatorycznej biblioteki DNA lub RNA na drodze
syntezy chemicznej - biblioteke tworzy 1014-1015 makroczasteczek o okreslonej dtugosci i réznych
Lksztattach”. Kazdy z oligomeréw w takiej bibliotece posiada fragment srodkowy o zupetnie
przypadkowej sekwencji nukleotydowej i jest oflankowany od konca 5'i 3' sekwencjami statymi.

W trakcie syntezy regionu zmiennego stezenia monomeréw A, T ( lub U), G i C w mieszaninie
reakcyjnej sa rownomolowe, aby prawdopodobienstwo wystapienia kazdej kombinacji nukleotydéw
byto jednakowe. W przypadku n-nukleotydowego fragmentu daje to 4n réznych kombinacji. Tym
samym otrzymuje sie pule oligonukleotydow reprezentujacych teoretycznie kazda mozliwag
sekwencje nukleotydow.

Kolejnym etapem procesu jest selekcja oligonukleotydow specyficznie wiazacych dana czasteczke.
Pule oligonukleotydéw DNA lub RNA poddaje sie inkubacji z czasteczka docelowa w okreslonych
warunkach pH, temperatury itp. Czasteczka docelowa jest zwykle unieruchomiona na btonie
nitrocelulozowej. Te z sekwencji, ktore wiaza sie specyficznie do molekuly nie ulegaja usunieciu
w wyniku nastepujacego ptukania i sa powielane metoda PCR (lub PCR sprzezonego z odwrotna
transkrypcja w przypadku biblioteki RNA). Proces selekcji powtarza sie stopniowo zaostrzajac
warunki reakcji. W czasie kazdej z rund i ptukan wzrasta udziat oligonukleotydéw rozpoznajacych
specyficznie czasteczke docelowa.

Ostatnim etapem procesu jest powielenie wyselekcjonowanych aptamerow. Uzyskane w wyniku kilku
lub kilkunastu cykli selekcji oligonukleotydy testuje sie pod wzgledem sitly wigzania (wyznacza sie
stata dysocjacji (Kd) powstatego kompleksu) oraz powinowactwa, a nastepnie te najlepsze
wprowadza do plazmiddéw i klonuje w komorkach bakteryjnych, po czym sekwencjonuje. Po poznaniu
niepowtarzalnej sekwencji nukleotydowej wytwarza sie wiele kopii danego aptameru droga syntezy
chemiczne;j.



Modyfikacje aptamerow

W celu optymalnego wykorzystania aptamerdéw czesto modyfikuje sie wyselekcjonowane
oligonukleotydy, aby zwiekszy¢ ich stabilno$¢, powinowactwo do czasteczki docelowej lub tez
umozliwi¢ ich detekcje dostepnymi metodami analitycznymi.

Dimeryzacja wyselekcjonowanych aptameréw pozwala na wielokrotny wzrost powinowactwa liganda
do badanej molekuly oraz wzrost trwatosci utworzonego kompleksu. Oligonukleotydy po dimeryzacji
maja wieksza liczbe miejsc wiazacych, dlatego mozliwe jest ich oddziatywanie z wiecej niz jedna
czasteczka docelowa.

Alkilacja kwasow nukleinowych prowadzi do otrzymania aptameréw zawierajacych
2" -O-metylopirymidyne. Takie zmodyfikowane aptamery sa stabilniejsze i bardziej odporne na ataki
enzymow egzonukleolitycznych.

Podstawienie grupy 2 '-OH rybozy grupa aminowa lub atomami fluoru tysigckrotne zwieksza
odpornos¢ na degradacje (ciecie) w surowicy krwi przez obecne w niej enzymy.

Wytwarzanie tioaptamerow poprzez modyfikacje reszt fosforanowych polegaj na zastapieniu jednego
lub wiecej atomdéw tlenu atomami siarki. Tak zmodyfikowane oligonukleotydy sa bardziej odporne na
trawienie przez 3" -egzonukleaze.

LNA (ang. Locked Nucleic Acids) polega na wprowadzeniu mostkow metylenowych taczacych atomy
2'-0 i 4'-O w pierscieniu rybozy. Zabieg ten chroni przed degradacja nukleolityczna.

Konstrukcja koliscie zamknietych aptamerow tzw. aptamerdéw polegajaca na ligacji wolnych koncéw.
Kaptamery sa znacznie stabilniejsze, a jednoczesnie modyfikacja ta nie wptywa na ich zdolnosci
rozpoznawania czasteczek docelowych.

Tworzenie aptameréw L-DNA i L-RNA (aptamery lustrzane). Wykorzystuje sie stereoselektywnosc
enzymow komorkowych wykazujacych aktywnosc¢ tylko w stosunku do enancjomeréw wystepujacych
w przyrodzie np. rybonukleazy moga rozpoznac i hydrolizowa¢ tylko oligorybonukleotydy oparte na
szeregu D-rybozy natomiast nie degraduja enancjomeréw RNA zawierajacych L-ryboze.

Znakowanie czasteczek aptameréw przy pomocy izotopéw 3H lub 32P pozwala na monitorowanie
kolejnych rund selekcji oraz wykorzystywane jest w diagnostyce obrazowej.

Koniugacja z barwnikami fluorescencyjnymi. W tym celu stosuje sie tzw. czasteczki pomostowe ktdre
umozliwiaja wyznakowanie aptameru bez utraty jego powinowactwa, jak i zachowanie wtasciwosci
fluorescencyjnych barwnika. Odpowiednie znakowanie (np. w miejscu pobliskim obszarowi
rozpoznania miedzyczasteczkowego) pozwala na $ledzenie zmian konformacyjnych aptameru po
zwiazaniu docelowej czasteczki, a sam aptamer petni role biosensora.

Aptamery nukleinowe i przeciwciala

Specyficznos¢ dziatania aptamerow poréwnywana jest z przeciwciatami monoklonalnymi. Jednakze
oba rodzaje molekut biologicznie czynnych wykazuja zasadnicze réznice (Tab. 1).

Tabela 1. Zestawienie réznic we wlasciwosciach przeciwciat i aptamerow nukleinowych.



Przeciwciata

Due czgsteczki [180kDa)

Ap@mery
Mate czgsteczki [10kDa) - zaletaw
zastosowaniach in wvo

Dziatanie w warunkach fizjologicznych

Stabilne w roznych srodowiskach reakcji

Tylko antygeny nietoksyczne dlazwierzat

Immunogen podany zwierzetom nie musi
byC wysoce oCzyszCzony

Synteza i selekrjaniezalezna od zwierzat
laboratoryjnych [ dowelne antygeny |
Koniecznost zastosowania wysooe
oTyszCzoneso immunogenu do selekgi

Maozliwost wystapienia w. zmiennosci
partii produkoyjnych

Ograniczona zmiennost produkeyjnana
skutek automatyzacji i chemiznej syntezy

Znakowanie moze obnizal powinowactwo
do antygenu
Moz liwost wywotania odpowiedzi

tatwe do manipulacji chemicznej
i znakowania
Nie stwierdzono od powiedzi

immunologicznej u pacjenta immunalogicznej przeciw aptamerom

Aptamery w przeciwienstwie do przeciwcial moga by¢ kompletnie wytworzone w ,probdéwce”.
Przeciwciala produkowane sa w komdrkach hodowanych w skomplikowanych bioreaktorach.
Wytwarzanie aptameréw jest proste i odbywa sie na drodze prostej syntezy chemicznej. Ponadto
zachowuja swe wlasciwosci podczas przechowywania. Wykazuja znikoma immunogennosé (zdolnosé
wywotania przeciwko sobie swoistej odpowiedzi odpornosciowej) w zastosowaniach terapeutycznych.

Aptamerami mozna dos¢ tatwo manipulowa¢ chemicznie i znakowac bez utraty specyficznosci,
a ponadto mozna je otrzymywac¢ w duzej ilosci. Specyficznosé i selektywnos¢ interakcji zachodzace;j
miedzy aptamerami a wigzanymi przez nie czasteczkami, pozwala sadzi¢, ze moga mie¢ one
zastosowanie kliniczne powodujac mniej skutkéw ubocznych niz stosowane obecnie leki.

Zastosowania aptamerow nukleinowych
Techniki immunochemiczne

Test ELONA (ang. enzyme-linked oligonucleotide assay) jest odmiana standardowej techniki ELISA
(ang. enzyme-linked immunosorbent assai). Gldéwna réznica jest zastosowanie obok lub w miejsce
przeciwciat specyficznych aptamerow rozpoznajacych okreslona bioczasteczki (najczesciej biatko).
Aptamery takie moga by¢ wyznakowane np. fluoresceing i zastepowac przeciwciato wtorne lub tez
moga bezposrednio wiaza¢ docelowa czasteczke bedac przymocowanym do podioza i petnigc role
przeciwciata pierwotnego. Poréwnania ELONA z klasycznym testem ELISA wykazaty, zZe jest to takze
metoda bardzo czula i precyzyjna.

Radiologia - diagnostyka obrazowa

Radiologia to grupa metod, ktérych celem jest identyfikacja, lokalizacja oraz ocena stopnia zaburzen
w strukturze i funkcji badanych narzadéw. Metody te wymagaja zastosowania bezpiecznych dla
organizmu Srodkow kontrastujacych o odpowiednim do detekcji sygnale i wysokiej swoistosci
tkankowej. Taka role moga peini¢ wyznakowane aptamery zdolne do wigzania sie z biatkami
wystepujacymi na powierzchni okreslonych tkanek lub komérek np. zmienionych nowotworowo.
Wykorzystujac ustalone in vitro linie komoérek nowotworowych, udalo sie wyizolowa¢ aptamery
skierowane przeciwko tenascynie C (biatko markerowe produkowane przez komorki rakowe
w duzych ilosciach) oraz zewnatrzkomdrkowej domenie receptorowej kinazy tyrozynowej RTK (biatko
transbtonowe zaangazowane w przekazywanie sygnatow koniecznych do proliferacji i wzrostu
niektorych nowotworow). Kolejna zaleta zastosowania aptamerdw jest mozliwos¢ wykorzystania ich
do identyfikacji nieznanych markeréw komoérek nowotworowych okreslonego typu, co by¢ moze



umozliwi w przysztosci szybsze wykrycie ognisk rakowych w organizmie, a takze monitorowanie
przebiegu leczenia in vivo.

Diagnostyka obrazowa z wykorzystaniem nosnika aptamerowego
Obecnie aptamery wykorzystuje sie w diagnostyce obrazowej jako nosniki barwnikéw
fluorescencyjnych takich jak fluoresceina, czy rodamina, ktére po aktywacji mozna wykry¢

technikami spektroskopowymi. Niektore aptamery stosowane sa jako nosniki radionuklidow
diagnostycznych, takich jak technet-99m lub ind-111 (Rys. 5).
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Rysunek 5. Na rysunku przedstawiono zastosowanie aptameru TTA1 jako nosnik radioizotopu
diagnostycznego 99mTc skompleksowanego przez chelator MAG2 oraz MAG2-PEG3400 (z lewej od
gory), radioizotopu diagnostycznego 111In skompleksowanego przez chelator DTPA oraz barwnika
fluorescencyjnego rodaminy red-X [5].

Terapia celowana z wykorzystaniem nosnika aptamerowego

Aptamery stosowane w celowanej terapii antynowotworowej sa najczesciej nosnikami nanoczastek
polimerowych, ktore zawieraja w swej strukturze leki antymitotyczne typu paklitaksel (ang.
paclitaxel, PTX) (Rys. 6). Lek tego typu hamuje podziat komérki nowotworowej, przez co jej
rozprzestrzenianie zostaje zatrzymane w odpowiedniej fazie.

Aptamer umiejscowiony jest na koncu tacznika (ang. spacer), ktory oddala go od nanoczastki
(eliminacja efektéw sterycznych) oraz nadaje catej strukturze odpowiednich wtasciwosci
hydrofobowych (rozpuszczalnos¢ w btonach cytoplazmatycznych). Takimi tacznikami sa najczesciej
polimery na bazie glikolu polietylowego (PEG) zakoficzone wolna grupa aminowa. Do tej grupy
poprzez wigzanie peptydowe przytaczana jest nanoczastka polimerowa, w ktérej uprzednio
zamknieto lek antymitotyczny (PTX-NP).
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Rysunek 6. Na rysunku przedstawiono aptamer MUCI1 z tacznikiem zakonczonym grupa aminowa
(A). Inkorporacja leku (PTX) do struktury nanoczastki polimerowej (PLGA-COOH) z wolnymi grupami
karboksylowymi (PTX-NP) i zwigzanie z aptamerem w reakcji z wykorzystaniem uktadu EDC/NHS
(B). Finalnie otrzymano gotowy uktad lek-aptamer-nanoczastka (PTX-Apt-NP) [6]

Najczesciej wykorzystywane aptamery w aplikacjach medycznych

W aplikacjach i badaniach pod katem zastosowan medycznych skupiono sie na aptamerach RNA,
ktoére sa bardziej ,plastyczne” od aptameréw DNA. Istnieje grupa aptamerow, z ktérej wszystkie
skierowane sa na czynniki zlokalizowane na btonach cytoplazmatycznych komérek nowotworowych.
Nalezy przy tym wspomnieé¢, ze czynniki te wystepuja w duzej nadekspresji tylko i wytacznie na
powierzchni bton komoérek nowotworowych. Do powyzszej grupy zaliczane sa aptamery, takie jak
A30, A9, A10, AS-1411, Clone 5, CTLA-4, TTA1, MUC1 oraz PDGF-r.

Podsumowanie

Dynamiczny rozwdj zainteresowania aptamerami obserwowany jest od 2002 roku. Ich unikatowe
wtasciwosci przejawiajace sie w specyficznosci i selektywnosci interakcji zachodzacej miedzy
aptamerami a wigzanymi przez nie czasteczkami, pozwalaja sadzi¢, ze moga mie¢ one zastosowanie
kliniczne powodujac mniej skutkéw ubocznych niz stosowane obecnie leki. Jednakze proces
dopuszczenia leku do obrotu poprzedzony jest wieloletnimi badaniami klinicznymi. Przez okres
dziesieciu lat zaledwie jeden lek na bazie aptameru zostat dopuszczony do sprzedazy, a w chwili
obecnej badaniami klinicznymi objete jest kolejne osiem [2].

Autor: Karolina Wéjciuk
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