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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Aptamery sa nowa klasa czasteczek, ktére odkryto w latach 90 ubiegtego wieku. Sa to najczesciej
oligonukleotydy DNA badZ RNA, ktérych dlugosé waha sie miedzy 20 a 80 nt. Wytwarzane sa
zwykorzystaniem metod SELEX, ktére pozwalaja na uzyskanie aptameréw wiazacych sie z teo-
retycznie dowolna badana czasteczka, zapewniajac bardzo dobra swoisto$é. Aptamery moga
by¢ wykorzystywane zamiast przeciwciat poniewaz ich czuto$¢ jest na podobnym, a niekiedy
wyzszym poziomie i nie wykazuja immunogennosci oraz mozna je syntetyzowaé in vitro. Dotad
przedstawiono wiele réznych zastosowari aptameréw: od sktadnikéw biosensoréw po wyko-
rzystanie w réznych technikach laboratoryjnych, takich jak mikromacierze czy chromatogra-
fii. Jedng z najwazniejszych jest wykorzystanie aptameréw w medycynie, a zwtaszcza w walce
z nowotworami. Moga stuzy¢ zaréwno do diagnostyki nowotwordw jak i do ich zwalczania,
zwlaszcza w sposobie dostarczania lekéw. Najwiecej badan zwigzanych z transportem lekéw
pos$wiecono dostarczaniu chemioterapeutykéw, np. doksorubicyny. Znalazto to zastosowanie
w badaniach nad komdrkami raka watroby, stercza, czy komdrek ostrej biataczki limfoblastycz-
nej. Inng mozliwo$cia jest wykorzystanie aptamerdw do dostarczania czgsteczek siRNA. W taki
sposéb mozliwa jest inhibicja procesu kontroli jako$ci mRNA w komdrkach nowotworowych.
Kompleks aptameru z lekiem pozwala na bezposrednie dostarczenie substancji aktywnej do
komorek okreslonego typu, eliminujac w znacznym stopniu dziatanie nieswoiste leku.

aptamery « SELEX - chemioterapia - siRNA

Summary

Aptamers are a new class of molecules which originated in the 1990s. They are usually RNA
or DNA oligonucleotides, the length of which ranges between 20 and 80 nt. They are pro-
duced using the SELEX method that allows one to obtain aptamers that bind to virtually
any molecule of interest, providing a high specificity. Aptamers are an alternative to anti-
bodies because on the one hand, their sensitivity is at a similar or sometimes even higher
level, while on the other hand they do not show immunogenicity, and may be synthesized
in vitro. To date, a broad range of different applications of aptamers has been described: as
components of biosensors, or use in various laboratory techniques, such as microarrays or
chromatography. One of the most important is the use of aptamers in medicine, especial-
ly in the fight against cancer. They can be used both for diagnosis and for the eradication
of cancers - particularly through the delivery of drugs. Currently, most transport-related
research is devoted to the delivery of chemotherapeutic drugs, such as doxorubicin. This
was used in research on liver cancer cells, prostate, and acute lymphoblastic leukemia blast
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cells. Another possibility is to use aptamers to deliver siRNAs. In this way inhibition of the
quality control process of the mRNA in tumor cells is possible. An aptamer complex with the
drug allows for direct delivery of the active substance in a particular cell type, substantially
eliminating the non-specific effect of the drug.
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pronowego, FT-SPR - spektroskopia rezonansu plazmonéw powierzchniowych z transformacja
Fouriera, HUVEC - ludzkie komérki srédbtonka zyty pepowinowej (human umbilical vein endothe-
lial cells), puFFE - (micro free flow electrophoresis), MUC-1 - mucyna btonowa, NMD - degradacja
mRNA niosacych przedwczesny kodon STOP (nonsense-mediated decay), PAH - poli(chlorowodo-
rek alliloaminy), PAUF - czynnik regulujacy gruczolakoraka trzustki, PCR - taricuchowa reakcja poli-
merazy, PDDA - chlorek poli(diallilodimetyloamonu), QD - kropka kwantowa, QD-COOD - kropka
kwantowa, wzbogacona o grupy karboksylowe, SAM - kanapkowa mikromacierz aptamerowa
(sandwich aptamer microarray), SELEX — systematyczna ewolucja ligandéw poprzez wyktadnicze
wzbogacanie (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment), SMG1 - serynowo-
-treoninowa kinaza biatkowa, TNF-a - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor),

UPF - regulator nonsensownych transkryptow.

Wsrep

Aptamery sa najczesciej jednoniciowymi oligonukleotyda-
mi RNA lub DNA o $cisle okreslonej strukturze przestrzen-
nej. Ich odkrycie i rozwdj to poczatek lat 90 ub.w. Miaty
w tym udziat dwie niezalezne grupy - Golda [49] i Szosta-
ka [7]. Wykazali bowiem, ze te krétkie kwasy nukleinowe
cechujg sie zdolnoscia przestrzennego dopasowania sie do
réznych czasteczek oraz taczenia z nimi za pomoca wigzan
niekowalencyjnych. Kazdy aptamer sktada sie zdwéch cze-
$ci: sekwencji losowej oraz flankujacych ja sekwencji kom-
plementarnych do starteréw (ryc. 1). Sekwencja losowa
jest rdzeniem catego aptameru i okresla jego strukture.
Jej dlugosé jest rézna, zazwyczaj waha sie miedzy 20 a 80
nukleotyddéw [46], chociaz niekiedy jest wymagane zastoso-
wanie znacznie dtuzszych - 100 nukleotydowych sekwencji.
Im dhuzszy taicuch, tym proces jest mniej wydajny, ale jed-
nocze$nie uzyskuje sie znacznie bardziej skomplikowane
struktury, co zwieksza selektywno$¢ jego wigzania z badana
czasteczka [46]. Sekwencje komplementarne do starteréw
sa konieczne do amplifikacji wyselekcjonowanych aptame-
réw metoda PCR (ryc. 1).

Aptamery moga sie wiaza¢ z czasteczkami o zréznicowa-
nej strukturze i budowie chemicznej. Moga by¢ to nie-
wielkie czasteczki, takie jak: nukleotydy [39], jony metali
[23], kofaktory [36], aminokwasy [13] czy tez antybiotyki
[1], ale réwniez makroczasteczki: biatka, kwasy nukle-
inowe, czy cukry [51]. Cho¢ masa nie jest najwazniejszym
czynnikiem, to warto zaznaczy¢, ze wraz ze wzrostem
powierzchni czasteczki docelowej, zwieksza sie szan-
sa przylaczenia aptameru, dzieki obecno$ci duzej licz-
by miejsc wigzan aptameru do czasteczki. Czynnikiem
decydujacym o mozliwosci zaprojektowania aptameru
sa wiazania, ktére moga powstaé¢ miedzy kompleksem
aptamer-target. Obecno$¢ donoréw/akceptorédw wia-
zania wodorowego, czy dodatniego tadunku znacznie
zwieksza zdolno$ci wigzania aptameru. Jednak charak-
ter hydrofobowy, czy tez ujemny tadunek sumaryczny
czasteczki wplywaja negatywnie na wigzanie aptameru
do czgsteczki docelowej [46].

Odpowiednia selekcja to gtéwny etap wytwarzania apta-
meru; najlepszym sposobem selekgji jest algorytm SELEX
ztozony z kilku etapéw (ryc. 2):
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* Przygotowanie biblioteki losowych czasteczek DNA, syn-
tezowanych metoda chemii kombinatorycznej. Taka bi-
blioteka sktada sie zazwyczaj z 1013-101° oligonukleoty-
déw, ktdre pokrywaja w wiekszym lub mniejszym stopniu
catkowita mozliwg liczbe aptamerdéw dla danej dtugosci
sekwencji losowej. Catkowita liczba wynosi XN, gdzie X
to liczba nukleotyddw - zazwyczaj cztery,od ACT G,aN
to dlugosé sekwencji losowe;j.

« Inkubacja badanej czasteczki z biblioteka oligonukle-
otydéw.

« Przeprowadzenie selekcji na zasadzie frakcjonowania
roztworu inkubacyjnego na dwie cze$ci: kompleksy apta-
mer-czasteczka oraz niezwigzane aptamery. W tym celu
stosuje sie wiele réznych technik. Na przyktad, zastosowa-
nie chromatografii powinowactwa pozwala na uzyskanie
aptamerdw o optymalnym powinowactwie po 30 turach
selekgji, a z uzyciem pFFE juz nawet po 4 [17]. W innych
metodach stosuje sie: kolumny chromatograficzne, mem-
brany nitrocelulozowe oraz fotosieciowanie [11]. Oligo-
nukleotydy wykazujace powinowactwo do badanej cza-
steczki zostaja wykorzystane w reakcji PCR jako matryca.
Szczegblne znaczenie w procesie powielania aptamerdéw
odgrywaja ich sekwencje flankujace.

Liczba cykli w reakcji PCR jest zmienna dla réznych aptame-
Ryc. 1. Struktura czasteczki aptameru réw i badanych substancji. Niekiedy wystarcza kilka cykli,

Niezwigzane oligonukleotydy

Badana g
czasteczka (B)

@ 000 ®7@

B i @> Oddysocjowanie

(A) badanej czasteczki

(Y
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oligonukleotydami g @> SELEX
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Biblioteka ssDNA

(8 Powielenie aptamerow
za pomocg reakcji PCR

Oligonukleotydy
do nastepnej tury

Ryc. 2. Przebieg procesu SELEX; A — potaczenie biblioteki ssDNA z badanymi czasteczkami; B — odptukanie niezwiazanych czasteczek ssDNA; C — oddysocjowanie
badanej czasteczeki od oligonukleotydéw; D — przeprowadzenie reakgji PCR w celu powielenia ssDNA, specyficznych wobec badanej czasteczki; E — powielone
czasteczki ssDNA zostaja uzyte do nastepnego cyklu procesu SELEX
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a czasmi moze by¢ konieczne powtdrzenie selekgji kilkana-
$cie razy. Zazwyczaj proces zamyka sie w 8-15 cyklach [48].

Warto podkre§li¢, ze bardzo czesto stosowang procedurg na
tym etapie jest selekcja negatywna. Polega na dodaniu etapu
inkubacji z czasteczkami podobnymi do badanej. Dzieki temu
mozna zwiekszy¢ swoisto$¢ wyselekcjonowanego aptame-
ru. W przypadku wytwarzania aptameréw RNA, konieczne
jest korzystanie z biblioteki cDNA potaczonej z procesem
odwrotnej transkrypcji [5,37]. Istnieje bardzo wiele odmian
metody SELEX, ktére sa wykorzystywane w konkretnych
badaniach. Spo$rdd nich, do walki z nowotworami stosu-
je sie SELEX: bezstarterowy, przetacznikowy, warunkowy,
genomowy, dopasowany, komdérkowy oraz tkankowy [34].

ZALETY | WADY APTAMEROW

Jak kazde narzedzie, tak i aptamery maja zalety i wady,
najwazniejsze z nich to [44]:

« Niewielki rozmiar: umozliwia penetracje tkanki, czy prze-
chodzenie przez bariery, takie jak bariera krew-mézg 3], ale
niewielkie czasteczki aptameréw moga by¢ tatwo wyptukane
z organizmu. Dlatego tez konieczne jest stosowanie mody-
fikacji, w celu przedtuzenia ich przebywania w organizmie
czlowieka.

* Swoisto$¢ wobec badanej czasteczki, ktéra czesto jest na
poziomie przeciwciat.

« Brak lub niewielka odpowiedZ immunologiczna oraz brak
toksycznosci. Daje to mozliwo$¢ szerokiego zastosowania
aptameréw w wielu chorobach.

« Niewielki koszt produkcji w poréwnaniu do konkurencyj-
nych dla nich przeciwcial.

« Produkcja przebiega in vitro przez co nie ma mozliwosci
zanieczyszczenia biologicznymi czynnikami toksycznymi
moggcymi indukowaé odpowiedZ immunologiczna, jak réw-
niez eliminuje watpliwo$ci natury etycznej zwigzane z wy-
korzystaniem zwierzat do produkcji przeciwciat.

» Dzieki zastosowaniu standardowej metody - SELEX oraz
automatyzacji fatwiej uzyskaé powtarzalnos¢ uzyskiwanych
aptameréw.

+ Duza stabilno$¢ czasteczek - odporno$é na dziatanie tem-
peratur i czynnikéw uszkadzajacych biatka oraz zdolnos¢ do
tatwej renaturacji, po zaburzeniu struktury przestrzenne;j.

* Bardzo duza réznorodnos¢ czasteczek docelowych.

« Wrazliwe na degradacje przez nukleazy, wymusza to za-
stosowanie modyfikacji szkieletu fosforanowego. Najcze-
$ciej stosowane modyfikacje to: modyfikacje przy weglu 2’
przez dodanie ~fluoropyrimidyny, -aminopyrimidyny [32]
oraz grupy -O-metylowej [2], do korica 3’ przez dodanie od-
wréconej tymidyny [20] oraz biotyny [6], jak réwniez do
korica 5" cholesterolu [26], kwaséw ttuszczowych [42] czy
polikationéw [50].

(OGOLNE ZASTOSOWANIE APTAMEROW

Biosensory

Aptamery sg powszechnie stosowane jako elementy bio-
sensoréw do oznaczania réznych substancji [41]. Mozna

je wykorzystaé do oceny zanieczyszczenia $rodowiska
takimi substancjami jak jony metali ciezkich (Pb2*, Hg2*,
Cu?*) czy substancje toksyczne (pestycydy, mikotoksy-
ny) [40]. W tym celu wykorzystuje sie rézne strategie,
np. zaawansowanych metod w do$wiadczeniu Hoanga
i wsp. [14], ktérzy zaproponowali badanie metodg FT-
-SPR stezenia jondw rteci Hg2* w wodach jezior. W tym
celu przygotowano plytki z nanoczasteczkami zlota, do
ktérych wiazaly sie S-koticem czasteczki aptameréw z 15
nukleotydami tyminy. Poniewaz miedzy nanoczasteczka-
mi ztota $rednia odlegto$¢é wynosi okoto 10 nm, a taricuchy
tyminy majg duza zdolno$¢ wigzania jonéw rteci, moz-
liwe bylo ich uwiezienie w szczelinach miedzy nanoczg-
steczkami i zmierzenie widm IR. Taka metoda pozwala na
oznaczenie 37 ppt jondw rteci w roztworze.

Aptamery zostaty réwniez wykorzystane do oznaczania
obecnosci réznych czynnikéw wytwarzanych przez pato-
geny [53]. Jeon i wsp. przedstawili sposdéb kolorymetrycz-
nego oznaczania pasozytéw z rodzaju Plasmodium: P. vivax
i P. falciparum - powodujgcych malarie [16]. W tym celu
wyprodukowali aptamer - pL1, swoisty wobec dehydroge-
naz mleczanowych wspomnianych gatunkéw. Do induko-
wania barwy wykorzystano nanoczasteczki ztota (13 nm
$rednicy), ktére w stanie wolnym maja kolor czerwony,
a po agregacji nadaja roztworowi w ktérym sie znajduja
kolor niebieski. Zazwyczaj agregacja otrzymywana jest
w wyniku uzycia duzych stezen réznych soli. W do§wiad-
czeniu uzyto kationowych polimeréw: PDDA i PAH, ktére
oprécz wydajniejszej agregacji czasteczek ztota, potrafia
elektrostatycznie wigza¢ sie z czasteczkami DNA. Stezenia
dehydrogenaz mleczanowych oceniano nastepujaco: do
badanego roztworu dodano aptamer pL1. Gdy w roztwo-
rze obecna byta dehydrogenaza aptamer tworzyt kom-
pleks z dehydrogenazg, a polimery kationowe pozostaty
niezwigzane. Umozliwito to stworzenie agregatéw nano-
czgsteczki ztota-PDDA/PAH i tym samym zmiane barwy
z czerwonej na niebieska. Gdy w roztworze nie byto de-
hydrogenazy, polimery wigzaly sie z aptamerami, unie-
mozliwiajgc stworzenia agregatéw z czasteczkami zlota.
Metoda pozwala szybko i nieuzbrojonym okiem stwierdzié
czy w badanej prébce krwi obecna jest dehydrogenaza
mleczanowa Plasmodium vivax i Plasmodium falciparum, gdy
stezenie dehydrogenaz jest co najmniej na poziomie 1 nM.

Narzedzia w metodach laboratoryjnych

Aptamery z powodzeniem mogg zastapi¢ niektére sto-
sowane obecnie metody laboratoryjne wykorzystujace
przeciwciata lub sondy oligonukleotydowe [34].

Mikromacierze sg jedna z technik, w ktérej wykorzystu-
je sie aptamery. Sosic i wsp. zaproponowali utworzenie
SAM zdolnej do wykrycia dwéch antygenéw: VEGF g5 oraz
trombiny, ktdre strukturalnie charakteryzujg sie podobny-
mi domenami [18,45]. Szklang plytke pokryto odpowiedni-
mi aptamerami wytapujgcymi: Vap7(12T)NH, dla VEGF ¢
oraz TBA1(12T)NH, dla trombiny, po czym naniesiono mie-
szanine wspomnianych biatek. Do detekcji uzyto odpo-
wiednio aptamery: Alexa555-VEa5 i Alexa647-TBA2, ktére
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byty sprzezone z barwnikiem fluorescencyjnym Alexa 555
(kolor czerwony) i Alexa 647 (kolor zielony). Uzyskano jed-
nolite barwy wskazujace na swoista detekcje odpowiednich
biatek. W dalszej cze$ci eksperymentu zastosowano barw-
nik cyjanine 5 z aptamerami detekcyjnymi i zestawiono je
zodpowiednimi biatkami bez znacznika oraz wyznakowane
Alexa-555. Pozwolito to uzyskaé¢ w przypadku biatek wy-
znakowanych Alexa-555, kolor zétty.

Innym coraz czestszym zastosowaniem aptamerdw, jest
uzycie ich w chromatografii [43]. Takie wykorzystanie ap-
tamerdéw opisali Han i wsp. [12] w badaniu stworzyli ko-
lumne monolityczng do HPLC, w ktdrej immobilizowano
aptamery swoiste wobec lizozymu - biatka wystepujacego
w duzych ilo$ciach w biatku jaja kurzego. Uzyskano ge-
sto$¢ immobilizacji aptameru na poziomie 290 pmol/ul.
Pozwolito to na bardzo wydajne i swoiste wyekstrahowa-
nie i oznaczenie lizozymu pochodzacego z kurzego jaja.

APTAMERY W TERAPII NOWOTWOROWE)

Jak juz wspomniano wcze$niej, podstawa dziatania apta-
merdw jest ich przestrzenne dopasowanie sie do wybra-
nej czasteczki. Mechanizm umozliwia blokowanie inte-
rakcji miedzy réznymi czynnikami, ktére sg istotne dla
metabolizmu, a takze pozwala na ograniczenie migracji
komérek nowotworowych. Jednocze$nie mechanizm wia-
zania aptameru jest na tyle swoisty, Ze nie wptywa nega-
tywnie na zdrowe komdrki. Zdolno$¢ migracji komédrek
nowotworowych jest bardzo istotnym czynnikiem roz-
woju choroby oraz jej diagnozy. Wraz ze wzrostem tej
zdolno$ci, rokowania pacjentéw drastycznie spadaja. Do
ograniczenia migracji komérek nowotworowych, Zueva
i wsp. [54], zaproponowat uzycie aptameréw. W tym celu
stworzono linie komérek nowotworowych chomiczych fi-
broblastéw, ktéra po infekcji wirusem Schmidt-Ruppina D
charakteryzowala sie réznym stopniem przerzutowania.
Selekcja tak uzyskanych komérek nowotworowych po-
zwolita na wyodrebnienie z nich linii charakteryzujacej
sie wysokim stopniem przerzutowania HM oraz niskim
stopniem migracji LM. W oparciu o tak uzyskane komér-
ki nowotworowe w nastepnym etapie badati przeprowa-
dzono komérkowy SELEX w celu stworzenia aptameréw
swoiscie wigzacych sie do komérek HM. Wynikiem tych
badan byto opracowanie aptameréw RNA: E10 oraz E37,
ktére dwukrotnie obnizaly stopient migracji badanych ko-
mdrek nowotworowych. Na podstawie zaobserwowanych
zmian fenotypowych, przypuszczano, ze wspomniane ap-
tamery obnizajg stezenie pieciu ufosforylowanych kinaz
tyrozynowych (Fak, Alk, Zap70, Syk oraz Frk), co zostato
potwierdzone na mikromacierzach biatkowych.

Aptamery wykorzystano réwniez do ograniczenia mi-
gracji komérek nowotworowych w sposéb posredni, tzn.
celem ich wigzania staly sie biatka receptorowe. Jako przy-
ktad moze postuzyé integryna avp3, ktéra bierze udziat
w procesach migracji, wzrostu, angiogenezy, przerzuto-
wania i proliferacji komérek nowotworowych. Dotychczas
integryna avf3 byta blokowana za pomoca przeciwciat
monoklonalnych oraz tripeptydu RGD, obecnie stosuje

sie do tego celu aptamer Apt-avp3 [29]. Badania przepro-
wadzono na liniach komérek HUVEC, gdzie stwierdzono
wzrost apoptozy komérek nowotworowych. Przyczyng
tego zjawiska byt TNF-a, ktérego dziatanie byto tym sil-
niejsze, im wyzsze zastosowano stezenie aptameru.

Inny przyktad aptameru RNA, ktéry dziata jako inhibitor,
przedstawili Kim i wsp. [19]. W pierwszych badaniach
opisali nowe biatko sekrecyjne, ktére ulegato nadekspre-
sji w gruczolakoraku trzustki - PAUF. Biatko to ma duze
znaczenie diagnostyczne, gdyz jego nadekspresja wzmaga
wzrost, migracje i inwazje komdrek raka. Nastepnie prze-
prowadzono SELEX puli czasteczek RNA wzgledem PAUF,
uprzednio eliminujac aptamery swoiste wzgledem biatek
ludzkiej 1gG Fc lub biatka G. Do oceny dzialania aptame-
ru wobec PAUF, wykorzystano linie komérkowe ludzkie-
go raka trzustki (PANC-1 i CFPAC-1) oraz myszy BALB/c,
ktérym zaszczepiono komérki CFPAC-1. Po podaniu apta-
meru, zaréwno u myszy jak i w liniach komérkowych uzy-
skano jednoznaczne zablokowanie wzrostu nowotworu.

W ostatnich kilku latach potaczono technologie produk-
cji aptamerdw z systemami ekspres;ji biatek w uktadach
heterologicznych. Na przyktad wytwarzanie ludzkiej
a-fetoproteiny w komérkach Escherichia coli. Alfa-feto-
proteina jest biatkiem, kt6re ulega ekspresji gtéwnie w zy-
ciu ptodowym ludzi i gwaltownie spada po narodzinach.
U dorostych oséb jest obecna w krwiobiegu w czasie cho-
roby nowotworowej (gtéwnie w raku watrobowokomérko-
wym) oraz w przypadkach wad rozwoju uktadu nerwowe-
go. Zwlaszcza w tym pierwszym przypadku dopatrywano
sie wykorzystania aptamerdw jako czynnika blokujacego
aktywno$¢ a-fetoproteiny. Opisane sposoby okazaty sie
sukcesem i w badaniach na nowotworowych liniach ko-
mérek watroby ograniczono ich proliferacje [22].

ApTAMERY SLUZACE JAKO SYSTEM TRANSPORTU LEKOW

Istnieje wiele lekéw do walki z nowotworami, jednak uzy-
cie wiekszosci z nich wigze sie z problemem nieswoisto$ci
dziatania. Zastosowanie aptamerdéw jako systemu dostar-
czania lekéw do okreslonych komérek pozwala na zmini-
malizowanie badZ wyeliminowanie negatywnych skutkéw
uzywania lekéw antynowotworowych.

Chemioterapeutyki

Chemioterapia jest jedna z najwazniejszych metod le-
czenia nowotwordw. Jednak jej gtéwng wadg jest brak
swoistego dziatania w stosunku do komérek nowotwo-
rowych, co powoduje powstawanie ogélnoustrojowych
dziatati niepozadanych. Mozliwym rozwiazaniem tego
problemu jest potaczenie chemioterapeutyku z czastecz-
ka rozpoznajaca okre$lone struktury. Tym samym ap-
tamery sg bardzo atrakcyjnymi czgsteczkami, ktére po-
zwalaja na bezposrednie dostarczanie leku do komdrek
nowotworowych.

Powszechnie stosowanym lekiem w walce z nowotworami
jest doksorubicyna, ktéra stata sie modelem w pracach
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Ryc. 3. Struktura aptameru TLS11a-GC-Dox (wg [28] zmodyfikowano)

nad systemem transportu lekéw z wykorzystaniem apta-
meréw. Jest to zwigzek z rzedu antracyklin, ktéry dziata
cytostatycznie przez wigzanie z DNA, blokujgc mozliwo$é
podziatu komérki i jej $mierc. Zaproponowano kilka réz-
nych sposobéw potaczenia doksorubicyny z aptamera-
mi. Jednym z najprostszych sposobéw jest wykorzystanie
wlasciwosci doksorubicyny do interkalacji z fragmentami
DNA, szczegélnie bogatymi w regiony GC. W badaniu nad
aptamerami swoistymi wobec komérek raka watroby [28],
do selekcji aptamerdw uzyto komérkowe SELEX, dzieki
ktéremu uzyskano aptamer TLS11a. Nastepnie przepro-
wadzono tgczenie dhugich taricuchédw GC do tego aptame-
ru. Dzieki temu do jednego aptameru mogto dotaczy¢ sie
do 28 czasteczek leku (ryc. 3).

W celu weryfikacji skuteczno$ci takiego kompleksu prze-
prowadzono dwie préby dziatania aptameru z lekiem
oraz wolnej doksorubicyny na liniach komérkowych
i myszach [28]. Zaobserwowano dziatanie doksorubicy-
ny zaréwno zwigzanej z aptamerem jak i wolnej. Kom-
pleks doksorubicyny z aptamerem byt znacznie mniej
cytotoksyczny niz sam lek. Podobny mechanizm zasto-
sowano réwniez w badaniu komdérek raka piersi [24].
Nieco odmienng technike zastosowano w linii komér-
kowej ostrej biataczki limfoblastycznej [52], gdzie zasto-
sowano polimery aptameréw skierowanych przeciwko
biataczce, miedzy ktérymi umieszczono sekwencje wy-

dajnie wiazace doksorubicyne. Inng mozliwos$cia zwigza-
nia oligonukleotydu z lekiem jest zastosowanie miedzy
nimi tgcznika. Huang i wsp. zaproponowali w tym celu
uzycie EMCH i aptameru z dotgczong do kotica 5’ grupa
tiolowa uzyskanego za pomoca komérkowego SELEX
[15]. W odpowiednich warunkach powstaje tréjsktad-
nikowa czgsteczka: doksorubicyna-EMCH-aptamer. Po-
réwnano dziatanie tej czgsteczki z dziataniem czystego
leku na trzech liniach: ludzkie komérki T ostrej biataczki
limfoblastycznej, komérki B chtoniaka Burkitta oraz ko-
mérki ostrej biataczki promielocytowej [15]. W kazdym
przypadku, uzyskano obnizona zywotno$¢ linii komérek
nowotworowych.

Innym, bardzo interesujgcym przyktadem wykorzysta-
nia aptamerdéw i doksorubicyny, jest dimer dziatajacy
przeciw rakowi stercza [31]. Jednym z najczestszych
markerdw stuzgcych do wykrywania i zwalczania raka
stercza, jest swoisty jego antygen blonowy (PSMA). 0d-
notowano istnienie dwdch linii tego nowotworu - PSMA
dodatnia i ujemna. W celu dostarczenia doksorubicyny
do obu typéw, stworzono dwa aptamery - RNA swoisty
dla linii dodatniej i peptydowy dla linii ujemnej. Zosta-
ly sprzegniete z biotyna, ktére potgczono z komplek-
sem streptowidyny. Po dodaniu doksorubicyny, ktéra
interkaluje w aptamer RNA, zbadano skuteczno$¢ tego
leku. Stwierdzono skuteczno$¢ u obu linii na poziomie
uzycia czystego chemioterapeutyku, jednoczeénie eli-
minujac nieswoiste oddziatywania wobec komérek zdro-
wych [31].

Doksorubicyna nie jest jedynym chemioterapeutykiem,
ktéry moze byé wykorzystywany z aptamerami. Innym
opisanym lekiem jest dotaczenie gemcytabiny. Jest to ana-
log nukleotydu cytozyny, ktéry moze zostaé wbudowany
w ni¢ DNA, co zaburza proces replikacji i wywotuje $mieré
komérki. Gemcytabina zostata uzyta w potgczeniu z apta-
merem specyficznym wobec EGFR przeciw rakowi trzustki
[35]. Poniewaz EGFR jest nadmiernie wytwarzana w tym
typie nowotworu, mozliwe jest znaczne obnizenie przyj-
mowania leku przez zdrowe komérki.

Bardzo interesujacym rozwigzaniem jest potaczenie z ap-
tamerem kropki kwantowej (QD), nanoczasteczki, bedacej
pétprzewodnikiem. Znajduje zastosowanie jednocze$nie
jako barwnik fluorescencyjny, réwniez jako nosnik do-
starczajacy rézne czynniki. Pozwala to na znaczne roz-
szerzenie zastosowani wielu modeli leczenia. Przykta-
dem uzycia kropki kwantowej, jest jej wykorzystanie do
dostarczania doksorubicyny do komdérek z nadekspre-
sja genu MUC-1 [44]. Uzyskanie QD-COOH pozwolito na
dotaczenie zaréwno aptameru swoistego wobec MUC-1,
jak i doksorubicyny. Nastepnie wykorzystujac wieloleko-
oporna ludzka linie raka jajnika A2780/AD, a takze myszy
z zaszczepiong wspomniang linig komdrkowa, zbadano
internalizacje i dzialanie QD. Stwierdzono, ze sprzezone
czgsteczki bardzo wydajnie byly pobierane do wnetrza
komérki i powodowaty niewielka cytotoksyczno$é wo-
bec zdrowych (gtéwnie dlatego, ze w QD sg obecne jony
kadmu i selenu) [38].
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A B

Ryc. 4. Dziatanie aptameru zwigzanego z fotouczulaczem; A — czasteczka fotouczulacza zwiazanego z aptamerem (FU) w poblizu receptora; B — zwiazanie aptameru
zreceptorem; C-D — wpuklenie btony i rozpoczecie procesu wnikania czasteczki FU; E — rozproszenie btony komdrkowej otaczajacej FU; F — fotony pobudzaja
fotouczulacz, ktéry powoduje powstanie wolnych rodnikdw; G — wolne rodniki uszkadzaja rézne elementy komérki (kwasy nukleinowe, biatka, lipidy)

Niskoczasteczkowy interferujacy RNA

Do 1980 r. RNA byto powszechnie uwazane za pasywne
medium, uczestniczace tylko w przenoszeniu informacji
genetycznej miedzy DNA a biatkiem [30]. Przez kolejne
lata poczynajac od 1980 r., odkrywano inne funkcje tego
polimeru, z jego rola katalityczng, ktéra stanowi podwa-
liny pod koncepcje ,,§wiata RNA” [10]. W 1998 r. poznano
inne rodzaje kwaséw rybonukleinowych zdolne do degra-
dacji czasteczek mRNA okre$lonego genu [9].

Natura czasteczek siRNA pozwala na bardzo precyzyjne
wyciszanie genéw, jednak sposobem do uzycia jej w celach

leczenia nowotwordw jest wyodrebnienie dobrego narze-
dzia, ktére pozwoli na uwolnienie siRNA tylko w okreslo-
nym typie komdrek. W innym przypadku, podobnie jak
w przypadku chemioterapeutykdw, dziatanie toksyczne
bedzie widoczne réwniez w zdrowych komdrkach.

Najprostszym sposobem dostarczania siRNA, jest stwo-
rzenie chimery aptamer-siRNA. Taki mechanizm zastoso-
wano do wyciszania ekspresji komdrek raka stercza [27].
Celem dziatania kompleksu staty sie dwa geny: Bcl-2 oraz
PLK1, nalezgce do genéw podstawowego metabolizmu
(housekeeping gens). Uzyty aptamer byt skierowany prze-
ciwko swoistemu antygenowi blonowemu stercza (PSMA).
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Po zwigzaniu czesci aptamerowej chimery z PSMA, na-
stepowalta jej endocytoza do wnetrza komérki. Po uwol-
nieniu z endosomu, czasteczka aptamer-siRNA podlegata
cieciu za pomoca endonukleazy Dicer, powodujac uwol-
nienie siRNA. Nastepnie byla przetwarzana i wbudowana
w kompleks wyciszajacy RISC, pozwalajac na wyciszanie
tych genéw. Uzyskano w ten sposéb regresje raka ster-
cza. Dassie i wsp., opierajac si¢ na pracy McNamary i wsp.
[27], zmodyfikowali chimere aptamer-siRNA wobec PLK1
w taki sposéb, aby zwiekszy¢ wyciszenie oraz przedtuzy¢
czas wystepowania chimery w organizmie [4]. Zmianie
ulegly trzy elementy: aptamer skrécono z 71 nukleotydéw
do 39 przy zachowaniu jego funkcjonalno$ci, dodano dwa
nukleotydy do ds siRNA, co wzmocnito rozpoznanie przez
enzym Dicer. Wreszcie do drugiej nici w ds siRNA dotgczo-
no 20 kDa taticuch PEG, ktéry podnosit mase catego uktadu
i poprawiat wlasciwosci farmakokinetyczne kompleksu.

Innym mozliwym wykorzystaniem siRNA w polgczeniu
z aptamerem jest zatrzymanie procesu kontroli jako$ci
mRNA NMD [33]. NMD to system eliminacji czasteczek
mRNA, ktére w swojej strukturze majg przedwcze$nie
wbudowany kodon STOP. Na ten proces wptywaja rézne
czynniki, takie jak: SMG1 oraz UPF1, UPF2 i UPF3. Celem
doswiadczenia bylo skierowanie siRNA przeciw dwdm spo-
$réd wspomnianych czynnikéw: SMG1 oraz UPF2. Nastep-
nie sprzegnieto czasteczki siRNA z aptamerem swoistym
wobec PSMA, co pozwolito na swoiste wnikniecie catej chi-
mery do wnetrza komdrki. W celu weryfikacji metody uzy-
to myszy z wszczepiong nowotworowg linig komérkowa
B16/F10, wykazujgca ekspresje czynnika PSMA. Po podaniu
myszom aptameru z siRNA blokujacym NMD, stwierdzo-
no, ze u wiekszo$ci wystapito obnizone przerzutowanie
nowotworu, a nawet nie stwierdzono jego obecnosci [33].

Fototerapia

Innym wykorzystaniem aptameréw jest uzycie ich do do-
starczania fotouczulacza, podstawowego sktadnika fotote-
rapil. Polega na dostarczeniu substancji fotouczulajacej do
komérki nowotworowej, aktywowaniu jej $wiattem, po czym
nastepuje przemiana wystepujgcego w komérce tlenu w po-
staci reaktywne, ktére uszkadzajg elementy komérki (ryc. 4).

PismiennicTwo

Chociaz niektére nowotwory wykazujg wtagciwosci zwiek-
szonego wchtaniania fotouczulaczy, zastosowanie apta-
meréw moze zwiekszy¢ ich wchianianie przez komdrki
nowotworowe jednocze$nie ograniczajgc wchlanianie
tych substancji przez komdérki zdrowe.

Taki model zastosowano w badaniu nad nabtonkowymi
komérkami nowotworowymi [8]. W tym celu szukano
takich antygendw, ktére w nieznacznym stopniu ulegaja
ekspresji w piersi, ptucach, okreznicy, jajnikach i trzust-
ce, a ulegaja znamiennej ekspresji w ich nowotworowych
odpowiednikach. Wybrano rézne warianty MUC-1. Do
aptamerdéw DNA skierowanych przeciwko nim dodano do
korica 5’ fotouczulacz - chloryne e6. Po naswietlaniu $wia-
tlem o dtugo$ci 664 nm zbadano przezywalnosé komérek
nowotworowych. Stwierdzono, ze zastosowanie terapii
z fotouczulaczem byto co najmniej 500-krotnie bardziej
toksyczne dla komdrek nowotworowych niz uzycie samej
chloryny e6. Podobne postepowanie zastosowano prze-
ciwko komérkom Ramosa i Burkitta [25] czy komérkom
IL-6 dodatnim [21].

PopsumowaNie

Aptamery sa nowym i obiecujgcym narzedziem w terapii
nowotworowej. Chociaz zostaly opisane po raz pierwszy
na poczatku lat 90 ubieglego wieku, leki projektowane
w oparciu o nie sa dopiero teraz sukcesywnie wprowadza-
ne w leczeniu nowotwordw [47]. Ich produkgja jest opar-
ta o usystematyzowang metode SELEX, ktéra cho¢ czaso
- i pracochtonna, pozwala uzyska¢ powtarzalne wyniki.
Funkcjonalno$cig doréwnujg przeciwciatom, a koszta-
mi produkgji, odpornoscig na denaturacje i mozliwoscia-
mi zastosowan przewyzszaja je. Wraz z opracowaniem
innych metod modyfikacji aptameréw w celu ochrony
przed degradacja nukleazami, majg szanse stac sie jed-
nym z waznych sposobéw dostarczania lekéw o duzej
swoisto$ci. Dotad opisano wiele préb ich wykorzystania,
ktére mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy. Pierwsza
z nich, to uzycie aptameréw jako bezpos$rednich inhi-
bitoréw. Druga to uzycie ich jako systemu dostarczania
chemioterapeutykdw, $srodkéw fotouczulajgcych czy tez
czasteczek siRNA.
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