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Aptamers RNA as potential antiviral drugs

Summary

SELEX is a method of the identification of high affinity aptamers for a sur-
prising variety of molecular targets including nucleic acid binding proteins,
non-nucleic acid binding proteins, as well as small organic molecules. The
aptamers against enzymes involved in infectious, malignant diseases are still be-
ing discovered by the process of SELEX. This procedure might be a way of find-
ing new drugs that specifically and effectively block viral replication, e.g. HIV.
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1. Wstep

Jednym z najciekawszych zagadnien bedacych w centrum za-
interesowania badaczy z wielu laboratoriow na catym Swiecie
jest praktyczne zastosowanie niskoczgsteczkowych RNA w me-
dycynie. W ostatnich latach wykazano, ze oligorybonukleotydy
moga by¢ wykorzystywane w terapii na kilka réznych sposobéw.
Na przyktad jako oligonukleotydy antysensowe rozpoznajgce
okreslone sekwencje nukleotydowe, wigza sie do nich i blokuja
odczyt kodondw mRNA podczas translacji lub tworzg struktury
tréjniciowe z genomowym DNA, przez co inhibowany jest pro-
ces transkrypcji. Oligorybonukleotydami sg réwniez rybozymy
(czasteczki RNA o wtasciwosciach katalitycznych), ktére po zwigza-
niu sie do odpowiedniej nici mMRNA powodujg jej degradacje (1).
Kolejnym przyktadem praktycznego zastosowania RNA w medy-
cynie sg aptamery.
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Okreslenie aptamer pochodzi od tacifskiego stowa ,aptus” - co oznacza ,paso-
wac”. Aptamerami nazwano kroétkie fragmenty kwaséw nukleinowych lub biatek,
ktére wykazujg wysokie powinowactwo i specyficznos¢ wigzania ze Scisle okres$lo-
nymi biomolekutami.

Aptamery RNA sa bardzo obiecujacym narzedziem w walce z chorobami tak po-
wszechnymi jak wirusowe, nowotworowe, autoimmunizacyjne czy uktadu krazenia.
Moga one petni¢ role inhibitoréw biatek, ktérych funkcjg jest rozpoznawanie i od-
dzialywanie z kwasami nukleinowymi (np. polimeraz wirusowych) jak i biatek, ktére
w warunkach fizjologicznych z RNA nie oddziatujg. Aptamery moga réwniez petnic¢
role ligandoéw RNA wigzacych inne molekuty, takie jak aminokwasy, nukteotydy, an-
tybiotyki, czy witaminy.

Specyficznos¢ i setektywnos¢ interakcji pomiedzy aptamerami a wigzanymi przez
nie czasteczkami, pozwala sadzi¢, ze beda one powodowaty mniej efektéw ubocz-
nych niz obecnie stosowane leki, przyktadowo wykorzystywane w terapii przeciw-
wirusowej analogi nukleozydowe. Najpowszechniej stosowang metodag uzyskiwania
aptameréw oligorybonukleotydowych jest ich selekcja w warunkach in vitro (SELEX,
Systematic Evolution ofLigands by Exponential Enrichment). Charakteryzujgce sie specy-
ficznymi wiasciwosciami molekuty - krotkie czasteczki RNA izotuje sie z tzw. kom-
binatorycznych bibliotek RNA. Pod tym pojeciem kryje sie zbiér wszystkich mozli-
wych do zsyntetyzowania oligorybonukleotydéw o okreslonej diugosci n.

2. SELEX jako metoda uzyskiwania specyficznych aptameréw

Strukturalna réznorodno$¢ czasteczek tworzacych biblioteki kombinatoryczne
jednoniciowego RNA stwarza mozliwos¢ selekcji oligorybonukleotydéw, ktére wiaza
okreslone molekuly z wysokim powinowactwem i specyficznoscig. W tym celu sto-
sowana jest metoda SELEX, w ktérej wyrézni¢ mozna trzy podstawowe etapy:

1) utworzenie biblioteki kombinatorycznej oligorybonukleotydéw,

2) selekcja oligorybonukleotydéw specyficznie wigzacych okreslone czasteczki,

3) powielenie wyselekcjonowanych aptamerow.

Pule oligorybonukleotydow (biblioteke kombinatoryczng) uzyskuje sie w dwoch
etapach. Najpierw na drodze syntezy chemicznej otrzymywana jest biblioteka oligo-
deoksynukleotydow, ktére stuzg jako matryce do syntezy RNA metoda transkrypciji
in vitro (rys.). Kazdy oligonukleotyd zawiera fragment srodkowy - o przypadkowej
sekwencji nukleotydow (sekwencja tosowa, rondom sequence) oraz flankujgce odcinki
0 zaplanowanej sekwencji stuzgce jako miejsce wigzania starterow. W kazdej pozy-
cji sekwencji losowej moze wystepowac jeden z czterech nukleotydéw A, U, G lub
C. W przypadku n-nukleotydowej czasteczki daje to 4" mozliwych kombinacji. Réz-
norodnos$¢ puli wyjsciowej oligonukleotyddw uzyskuje sie stosujac w poszczegol-
nych cyklach syntezy DNA réwnomolowe ilosci kazdego z czterech monomeréw.
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Rys. Schematyczny opis metody SELEX. W pierwszym etapie otrzymywana jest biblioteka kombina-
toryczna jednoniciowych fragmentéw DNA. Nastepnie w oparciu na uzyskanej bibliotece ssDNA otrzy-
mywany jest dsDNA metoda PCR, stanowigcy matryce w reakcji transkrypcji z zastosowaniem starteréw
s-5' i s-3’. Otrzymang pule RNA wykorzystuje sie w procesie selekcji - wzgledem wybranej cechy, np.
zdolnosci do wigzania z wybranym biatkiem. W tym celu przeprowadza sig hybrydyzacje RNA z biatkiem,
kompleks jest nastepnie poddawany ekstrakcji, a uzyskane w ten sposéb aptamery (wigzace sie frag-
menty RNA) stuzg jako matryce do uzyskania dsDNA metoda odwrotnej transkrypcji. W ten sposéb
zakonczony zostaje pierwszy etap setekcji. W kolejnym cyklu nowo otrzymany DNA zostaje wykorzysta-
ny jako matryca w reakcji transkrypcji do uzyskania zawezonej puli RNA. Po wykonaniu zaplanowanej
liczby cykli selekcyjnych dsDNA zostaje wklonowany do plazmidéw, namnazany w komoérkach bakteryj-
nych, pojedyncze klony poddawane sg sekwencjonowaniu.
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Istotg metody SELEX jest selekcja liganddw RNA, czyli wyodrebnienie z wyjscio-
wej puli tych oligorybonukleotyddw, ktore wykazujg wysokie powinowactwo do
czasteczki, wobec ktérej prowadzi sie selekcje (czasteczki docelowej - CD) i od-
dzielenie ich od pozostatych, ktére nie wigza sie z CD. Pula czasteczek RNA jest
mieszana z czagsteczka, dla ktérej chce sie otrzymac aptamery, a nastepnie nie-
zwigzane oligonukleotydy zostajg odseparowane i izolowany jest kompleks RNA -
CD. Istnieje wiele metod selekcji takich kompleksoéw, na przyktad poprzez chroma-
tografie powinowactwa, elektroforeze, immunoprecypitacje czy tez filtracje na ko-
lumnach. Zazwyczaj oligorybonukleotydy te sg odseparowane od CD i wykorzysty-
wane jako matryce do uzyskania dwuniciowego DNA (dsDNA) metoda RT-PCR.
W ten sposob zakoriczony zostaje pierwszy cykl selekcji. W kolejnym cyklu nowo
otrzymany dsDNA stuzy jako matryca w reakcji transkrypciji in vitro. W ten sposob
otrzymana zostaje zawezona pula oligonukleotydéw, ktéra jest ponownie podda-
wana procesowi selekcji. Po przeprowadzeniu zaplanowanej liczby cykli selekcyj-
nych dsDNA wklonowywany jest do wektora, namnazany w komorkach bakteryj-
nych, po czym pojedyncze klony poddawane sg sekwencjonowaniu. W ten sposéb
mozliwe jest zidentyfikowanie oligonukleotydéw najsilniej wiazacych sie z CD.

3. Selekcja aptameréw - przykladowe inhibitory bialek lub ligandéw
RNA wigzgcych metabolity

Metoda SELEX jest wykorzystywana do selekcji aptameréw wobec réznych bia-
tek. Obiektem takich badan byt na przyktad komponent jadrowego spliceosomu
UIA, ktéry uczestniczy w splicingu pre-mRNA. jest to biatko nalezace do kompleksu
Ul snRNP (smali nuclear ribonucleoprotein complex), ktéry sktada sie z matych jadro-
wych RNA i biatek. Pierwsze 96-100 aminokwasow UIA odpowiedzialnych jest za
wigzanie struktury spinki do wtoséw Il RNA Ul snRNP w kompleksie biorgcym
udziat w spilicingu. Tsai i wsp. (2) oraz Cox i wsp. (3) wyselekcjonowali aptamery
wiasnie wobec UIA. WyjSciowa pule (biblioteke kombinatoryczng) stanowity krétkie
czasteczki RNA, zawierajace sekwencje losowe dtugosci 30 (3) lub 10 i 13 nukleoty-
déw (2). Tsai i wsp. (2) na podstawie swych doswiadczen okreslili m.in. specyficz-
nos¢ rozpoznawania sekwencji nukleotydowych przez biatko Ul snRNP-A (Ul A).
Cox i wsp. (3) wykorzystali metode automatycznej selekcji przy uzyciu aparatu Beck-
man-Coulter Biomek 2000, (4). Stwierdzili oni, ze posréd aptameréw wyizolowa-
nych po 6 rundach selekcji tylko 8% ma sekwencje, ktéra wigzata sie z UIA, nato-
miast po 12 rundach 79% aptameréw oddziatywato z UIA, a po 18 - az 87%, a po-
zostale 13% wykazywato tylko niewielkie rdznice. Aptamery te wigzaly sie z czgs-
teczka docelowa ze stata wiazania - Kti = 11 nM.

RNA wyselekcjonowane wobec biatek moga stuzy¢ do modyfikowania ich specy-
ficznych funkciji. Ekspresja takich aptameréw w komorkach i catych organizmach
daje mozliwos¢ wplywania na procesy zachodzace in vivo. Shi i wsp. (5) wykazali, ze
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biatko B52 muszki owocowej {Drosophila melanogaster) moze by¢ specyficznie inhi-
bowane in vitro i in vivo przez aptamery RNA. Hamowaty one splicing pre-mRNA, sty-
mulowany wiasnie przez biatko B52. Ponadto autorzy ukazali, ze aptamery te ule-
gaty ekspresji w kulturach komérkowych, jak i w catych organizmach.

Czasami wyselekcjonowane aptamery nie wykazujg znaczacego wpltywu na czgs-
teczki, wobec ktérych zostaly uzyskane. Dopiero potgczenie ich z innymi mole-
kutami powoduje, ze nabierajg wtasciwosci inhibujacych. Tak sie stato w przypadku
aptamerdéw wyizolowanych przez Lina i wsp. (6) wobec elastazy neutrofilowej. Ludz-
ka elastaza neutrofilowa (HNE) jest proteazg serynowa, wydzielang w odpowiedzi
na dziatanie czynnikéw zapalnych. W normalnych warunkach enzym ten uczestniczy
w degradacji i fagocytozie bakterii chorobotwdrczych, natomiast jego nadmiar
zwigzany jest z wieloma chorobami, np. mukowiscydozg. Naukowcy wyselekcjono-
wali aptamery DNA wobec tego wlasnie enzymu. Stwierdzili, ze same aptamery nie
hamowaty aktywnos$ci enzymatycznej HINE. Po przylaczeniu tetrapeptydu N-metoksy-
sukcynylo-Ala-Ala-Pro-Val (jest on stabym inhibitorem HNE) do DNA, zaobserwowa-
no pieciokrotne zwiekszenie inhibicji elastazy. Aby znalez¢ efektywny inhibitor ela-
stazy Smith i wsp. (7,8) zastosowali zmodyfikowang metode selekcji aptameréw. Do
wyjsciowej puli oligonukleotydéw, ktérych czes¢ srodkowa stanowita sekwencja lo-
sowa, dodali oni oligonukleotyd zwigzany kowalencyjnie z wahng. Ten ostatni byt
komplementarny do jednej z sekwenciji flankujgcych wspélnego dla wszystkich oli-
gonukleotydow tworzgcych biblioteke kombinatoryczna. Tak wyizolowane aptame-
ry wykazywaty wysoka selektywno$¢, poza tym stwierdzono, ze byly one stereospe-
cyficzne, poniewaz silniejszym inhibitorem elastazy byt izomer zawierajgcy L-waline
{Kd = 20 nM).

W jednym z pierwszych eksperymentéw, w ktérych zastosowana byla metoda
SELEX Tuerk i Gold (9), poszukiwali aptameréw specyficznych wobec polimerazy
DNA bakteriofaga T4. Wyselekcjonowali dwa rodzaje aptameréw z puli okoto 65
536 roznych krotkich fragmentow RNA. jeden z nich miat sekwencje identyczng do
wystepujacej w dzikim typie bakteriofagowego mRNA, drugi réznit sie od poprzed-
niego w czterech pozycjach, state wigzania aptameréw do polimerazy byty zblizone,
wynosity okoto 32 nM.

Przeprowadzono réwniez szereg badan nad selekcjg aptameréw wobec malych
molekut takich, jak aminokwasy, nukleotydy i ich pochodne, biologiczne kofaktory czy
antybiotyki. Stwierdzono, ze biologicznie aktywne czasteczki RNA mogg taczy¢ sie
z najrézniejszymi molekutami, np. interakcje z pseudodwusacharydowymi antybioty-
kami mogg prowadzi¢ do inhibicji procesu translacji, splicingu czy reakcji ciecia tancu-
cha RNA katalizowanej przez rybozymy. Wiekszo$¢ antybiotykéw hamuje funkcje
RNA, ale w pewnych konkretnych warunkach moze je takze stymulowac. Efekt taki ob-
serwowano w przypadku wiomycyny czy neomycyny B (10). W pracach nad antybioty-
kami selekcjonowano aptamery po to, by zrozumie¢ zasady wigzania i rozpoznawania
RNA przez te czasteczki. Wallis i wsp. (11) izolowali aptamery wobec wiomycyny, Wal-
lace i wsp. (12) wobec streptomycyny, a Burke i wsp. (13) wobec chloramfenikolu.
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Kolejnym celem dos$wiadczen stato sie znalezienie motywoéw, ktére pozwalajg na
przenoszenie znacznika fluorescencyjnego do transkryptéw RNA. W ten sposéb
mozliwa bytaby detekcja transkryptéw zaréwno in vitro, jak i in vivo. Holeman i wsp.
(14) wyizolowali aptamery RNA, ktére rozpoznajg fluorofor sulforodamine B, a Wer-
stLick i Green (15) wykazali, ze aptamery, ktore wigza sie specyficznie z matymi mo-
lekutami moga by¢ wykorzystane do kontroli ekspresji genéw. Stwierdzili rowniez,
ze aptamery wyselekcjonowane wobec tobramycyny i kanamycyny A in vitro wiaza
sie z nimi réwniez in vivo.

4. Selekcja aptamerdw wigzacych biatka i genomowe RNA retrowiruséw

Obecnie do najwiekszych probleméw medycznych zaliczy¢ mozna zapobieganie
oraz leczenie choréb wywolywanych przez wirusy, ktérych genom zbudowany jest
z RNA (wirusy RNA i retrowirusy). Niezwykta zmiennos¢ genetyczna tych wiruséw
sprawia, ze jak dotad nie udato sie otrzymac lekéw umozliwiajgcych skuteczng wal-
ke z wywolywanymi przez nie infekcjami. Pewng konkurencjg dla stosowanej po-
wszechnie metody projektowania lekoéw przeciwwirusowych moze sta¢ sie w naj-
blizszym czasie, jak sie wydaje, ich selekcja in vitro. Nie wymaga ona znajomosci
struktury czasteczki docelowej, czy diugotrwatego testowania kolejnych wariantéw
czasteczek inhibitorowych. Ponadto zastosowana w ostatnich latach robotyzacja
wydatnie skraca czas selekcji, nawet do kilkunastu dni. Szczegdlnie duze zaintere-
sowanie wzbudzajg badania zmierzajgce do znalezienia aptameréw hamujgcych re-
plikacje wirusa H1V.

Odwrotna transkryptaza wirusa HIVjest enzymem, ktéry ma zasadnicze znacze-
nie w replikacji genomu wirusowego. Katalizuje ona przemiane ssRNA w prowiruso-
wy dsDNA, ktéry ulega integracji z genomem gospodarza. Enzym zbudowany jest
z dwéch podjednostek: p66 i p51 oraz posiada dwie aktywnosci: polimerazowa
i RNazy H. Obie podjednostki sg uzyskiwane z poliproteiny Gag-Pol. Najpierw ciecie
poliproteiny uwalnia p66, z ktérych tworzy sie homodimer (p66/p66), nastepnie jed-
na z podjednostek homodimeru jest cieta przy C-koncu, w wyniku czego powstaje
funkcjonalny heterodimer (p66/p51). Zaréwno heterodimer, jak i homodimer wyka-
Zuja aktywnosci polimerazy i RNazy H, podczas gdy sama podjednostka p51 nie jest
aktywna, mimo ze posiada cata sekwencje odwrotnej transkryptazy (16).

jedne z pierwszych eksperymentéw nad selekcja oligonukleotydéw wobec od-
wrotnej transkryptazy wirusa H1V przeprowadzili Tuerk, McDougall i Gold (17). Z po-
pulacji czasteczek RNA o przypadkowej sekwencji o dlugosci 32 nukleotydéw wyizo-
lowali aptamery RNA o wysokiej specyficznosci wobec odwrotnej transkryptazy
(p66/p51) wirusa H1V-1. Autorzy doswiadczenia przeprowadzili 9 rund selekcji, po
analizach stwierdzili, ze w wyizolowanych czasteczkach wystepowaty dwa charakte-
rystyczne motywy pseudowezta z konserwatywna i niekonserwatywna sekwencja.
Badacze ci stwierdzili, ze wigzaly sie one bardzo silnie do czasteczki docelowej
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(Kf) = 5 nM). Drugim charakterystycznym motywem znalezionym w czasteczkach wy-
selekcjonowanych byta struktura spinki do wtosow (/lo/rp/n). jednakze okazato sie, ze
wykazywata ona wysokag specyficznos¢ wobec filtra nitrocelulozowego wykorzysty-
wanego podczas procedury selekcji, a nie byla specyficzna wobec odwrotnej tran-
skryptazy. Autorzy poroéwnali réwniez zdolno$¢ inhibowania odwrotnej transkrypta-
zy przez wyjsciowa pule RNA i wyselekcjonowanych z niej aptameréw, okazato sie,
ze te drugie znacznie obnizaly aktywno$¢ polimerazowa H1V-1 RT, natomiast nie wy-
kazywaty hamujacego efektu na odwrotne transkryptazy innych wiruséw.

Obok aptamerow RNA czasami izolowane sg rowniez aptamery DNA, na przyktad
w roku 1995 Schneider i wsp. (18), a Andreola i wsp. (19) w 2001 r., opisali metode
uzyskania aptameréw DNA specyficznych wobec H1V-1 RT. W obu pracach zastoso-
wano' metode SELEX. Wczesniej opisano juz selekcje aptameréw RNA, jednak fakt,
ze odwrotna transkryptaza moze rozpoznawaé takze dupleksy DNA zasugerowat
mozliwos¢ selekcji aptameréw DNA wobec tego enzymu. Przeprowadzono takze
analizy oddzialywania aptameréw z odwrotng transkryptaza (20). Autorzy doswiad-
czenia stwierdzili, ze aptamery RNA wykazujg bardziej rozlegte interakcje z od-
wrotna transkryptaza niz naturalne substraty czyli wirusowe RNA. Ponadto stwier-
dzili, ze dupleks DNA wchodzi w interakcje gtdwnie z podjednostkag p66 (z jej do-
menami okreslanymi terminami palcow i kciuka), czyli w poblizu miejsca aktywnego
(polimerazowego) enzymu. Inhibujgce RNA oddziatujg takze z podjednostkg p51,
wchodzac w bruzde wigzacg kwas nukleinowy, podczas gdy kompleksy DNA/DNA
znajdujg sie tylko na jej powierzchni. Autorzy potwierdzili wczesniejsze dane, ze
aptamery wyizolowane wobec H1V-1 RT tylko w niklym stopniu inhibujg inne od-
wrotne transkryptazy, nawet H1V-2 RT (wykazuje ona 60% identycznosci z HIV-1 RT).
Schneider i wsp. (18) uzyskali aptamery, ktére hamowaly aktywnos¢ polimerazowg
HIV-1 RT przy bardzo niskich stezeniach, nie wplywaly jednak na aktywnos$¢ polime-
raz innych retrowiruséw. Autorzy artykulu opisali caly szereg réznych motywow
ssDNA, ktére byty zdolne do wigzania odwrotnej transkryptazy wirusa H1V-1. Biatkiem,
wobec ktérego Andreola i wsp. (19) selekcjonowali aptamery byla czes¢ RNazowa
odwrotnej transkryptazy. In vitro kilka czgsteczek hamuje RNaze H, sg to m.in. sulfo-
nowane polianiony i suramina. Do tej pory w literaturze opisano zaledwie kilka ap-
tamerdw uzyskanych wobec tej aktywnosci odwrotnej transkryptazy. Autorzy do-
Swiadczenia uzyskali i oczyscili dwie formy rekombinowanej HIV-1 RT, czasteczke
p51-p51, ktéra zawiera jedynie domene polimerazowg i kompletng czasteczka hete-
rodimeryczng p66-p51. Wykorzystanie tych molekut doprowadzito do selekcji oligo-
nukleotyddéw, ktére oddziatywaty specyficznie z domeng RNazy H odwrotnej trans-
kryptazy wirusa HIV-1. Uzyskane aptamery wigzaly sie silnie do heterodimeru
(p66/p51), nie wykazywaly natomiast powinowactwa wobec homodimeru (p51/p51).
Autorzy stwierdzili, ze wyizolowane aptamery bardzo silnie hamowaly aktywnos¢
RNazy H wirusa H1V-1, nie miaty natomiast wptywm na RNaze H pochodzaca z E. coli.

Wiekszos¢ badan nad selekcjg aptameréw wobec biatek wirusa H1V-1 przepro-
wadzana jest in vitro. Tylko nieliczne oligonukleotydy weszly juz w faze badan kli-
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nicznych. W 2002 r. Chaloin i wsp. (21) oraz Joshi i wsp. (22) opublikowali artykuty,
w ktérych opisali dziatanie aptamerdw in vivo. Autorzy wykazali antywirusowe dzia-
tanie aptameréw RNA w liniach komoérkowych limfocytow T. Chaloin i wsp. (21)
okreslili stopien inhibicji namnazania wirusa przez aptamer RNA wyizolowany wo-
bec odwrotnej transkryptazy wirusa H1V, wynosit on w liniach komérkowych nawet
do 95%. Natomiast joshi i wsp. (22) wykorzystali wczesniej opisane w literaturze,
przez Tuerka i Golda oraz Burke’a i wsp., aptamery RNA. Przetestowali oni zdolnos¢
ekspresji wewnatrzkomorkowej tych aptamerdw (dostarczonych do kultury komor-
kowej z zastosowaniem technik transferu genéw) oraz zdolno$¢ do hamowania re-
plikacji wirusa H1V. Selektywnos¢ aptameréw RNA jest Scisle zwigzana z ich struk-
turg trzeciorzedowa, w zwiazku z tym sekwencje flankujgce moga zaburza¢ odpo-
wiednie faldowanie aptameru. Autorzy skonstruowali rybozymy dziatajgce w ukia-
dzie cis, ,uwalniajgce" wtasciwg sekwencje RNA i wykazali, ze aptamery byly bardzo
efektywnym inhibitorem, dziatajac na wczesnym etapie cyklu zyciowego wirusa HIV.
Udowaodnili oni ich dziatanie na wirusy oporne na stosowane w terapii leki przeciw-
wirusowe, jak réwniez na kilka subtypéw wirusa H1V-1. Aplikacja aptameréw z za-
stosowaniem technik transferu gendw jest zatem bardzo obiecujgcym i innowacyj-
nym podejsciem w leczeniu infekcji powodowanych przez wirusa H1V-1. W zwigzku
z wysokim powinowactwem i wysoka specyficznoscig dziatania aptameréw, takie
wewnatrzkomérkowe molekuty (nazwane ,intramerami”, (23)) moga sta¢ sie dosko-
natym narzedziem do inhibowania Sciezki transdukcji sygnatow, wzrostu komérek,
transkrypcji, translacji, innych proceséw wewnatrzkomérkowych badz do badania
oddzialywan RNA-biatko in vivo (24).

Niektorzy badacze poréwnujg mechanizm dziatania aptameréw do reakcji za-
chodzacej podczas procesu odpowiedzi immunotogicznej. Stopien rozpoznania mo-
lekularnego uzyskiwany w kompleksach mata czasteczka - aptamer moze by¢ wyz-
szy niz podczas rozpoznania przeciwciato - antygen (24). Aptamer wyselekcjono-
wany wobec teofiliny odrézniajg od kofeiny, pomimo faktu, ze r6znig sie one obec-
noscig tylko jednej grupy metylowej, poza tym rozpoznanie to zachodzi z 10-krot-
nie wiekszg sitg niz w przypadku przeciwciata (25). W obu procesach (selekcja in vi-
tro i odpowiedZ immunologiczna) rozpoznanie zachodzi z wysoka specyficznoscia
i powinowactwem. Xu i Ellington (26) przeanalizowali sekwencje i struktury, jakie
tworzag aptamery uzyskane wobec krotkiego peptydu odpowiadajacemu aminokwa-
som 34-50 biatka Rev wirusa HIV-1. Na podstawie wynikéw doswiadczen zasugero-
wano, ze aptamery, podobnie jak przeciwciata, mogg rozpoznawac specyficzne se-
kwencje epitopéw. Przeciwciata czesto oddziatuja z peptydowymi albo biatkowymi
ligandami poprzez mechanizmy dopasowania, stwierdzono jednak, ze naturalne
RNA réwniez moga wigza¢ sie z czasteczkami docelowymi poprzez wspomniane
mechanizmy.

Obiektem badan jensena i wsp. (27) stato sie rowniez biatko Rev wirusa HIV. Do
selekcji in vitro wykorzystali oni jednak fotoreaktywny chromofor 5-jodourydyne
(5-1U) oraz biblioteke RNA o losowej sekwencji nukleotydéw. Po zadziataniu Swiatta
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UV aptamery takie silnie wigzg sie z docelowym biatkiem. Autorzy sugeruja, ze taka
modyfikacja metody SELEX stanowi¢ moze obiecujgce narzedzie w dotychczasowo
stosowanych technikach ewolucyjnych. Ta metodyka moze réwniez doprowadzi¢ do
wykorzystania matych molekut (np. fragmentéw kwasow nukleinowych) jako wyso-
ce specyficznych inhibitoréw hamujacych rozwdj réznych choréb in vivo.

Wielu badaczy wykorzystalo metode SELEX, by uzyskaé aptamery wobec ele-
mentu TAR {trans-activation responsive) RNA wirusa HIV-1. jest to sekwencja diugosci
59 nukleotydéw (trzon z petla, znajdujgcy sie na koncu 5 genomowego RNA) be-
daca czynnikiem krytycznym podczas transkrypcji ze zintegrowanego do genomu
gospodarza wirusowego DNA. Po dziesieciu rundach selekcji, autorzy doswiadcze-
nia (28) uzyskali 61 aptameréw RNA, ktére nastepnie zsekwencjonowali. W 46 z nich
znalezli wspdllny motyw - oktamer 5-GUCCCAGA-3' stanowigcy petle spinki do wto-
séw. Szes¢ centralnych zasad jest komplementarna do petli TAR, a trzon prawdopo-
dobnie tylko stabilizuje strukture aptameru, gwarantujac prawidtowe rozpoznanie
elementu TAR. Wyizolowane aptamery wigzaty sie bardzo silnie do czasteczek, wo-
bec ktorych przeprowadzali selekcje, Kj = 20-50 nM. Aptamery DNA z sekwencjg
komplementarng do TAR uzyskali réwniez Boiziau i wsp. (29) (z puli oligonukleoty-
doéw o losowej sekwencji 30-nukleotydowej). Po 15 rundach selekcji uzyskali oni ap-
tamery zawierajagce staty motyw 5’ ACTCCCAT3’. Sze$¢ srodkowych nukleotydow jest
komplementarna do petli TAR, przez co mozliwe jest tworzenie komplekséw apta-
mery DNA-TAR. Te obserwacje sa zgodne z tymi, uzyskanymi przez Duconge i Toul-
me (28). Wartosci Kj wahaly sie miedzy 20 a 120 nM.

Integraza jest kolejnym biatkiem wirusa H1V-1, wobec ktérego selekcjonowano
aptamery metoda SELEX. Jest to biatko, ktdre katalizuje reakcje integracji wiruso-
wego dsDNA do genomu gospodarza. Mazumder i wsp. (30) uzyskali aptamer, ktory
moze selektywnie hamowaé aktywnos$¢ integrazy, Kj = 55nM. Autorzy stwierdzili,
ze za efekt hamujgcy odpowiedzialne sg dwie tetrady G oraz nukleotydy znajdujace
sie w petli. Ponadto obserwowali, ze stopien inhibicji wzrastat, gdy w Srodowisku
reakcji znajdywalty sie jony metali dwuwartosciowych, tj. Mg™+ czy Mn2+. Aptamer
ten hamowat zaréwno ciecie oligonukleotydu, jak i przeniesienie nici, prawdopodob-
nie przez wigzanie sie z domeng N-koncowg enzymu (motywem palca cynkowego).

Wiele typdw ludzkich papillomawiruséw (HPVs) uczestniczy w indukcji r6znych
rodzajow raka. Wyselekcjonowanie aptameréw wobec istotnych dla cyklu zyciowe-
go wirusa biatek, ktére hamujg ich aktywno$¢ mogtoby stanowi¢ pierwszy krok
w kierunku wynalezienia leku zapobiegajacemu rozwojowi choréb nowotworowych
indukowanych przez te wirusy. Butz i wsp. (31) wyselekcjonowali aptamery wobec
biatka E6 HPV16, a w przeprowadzanych badaniach wykazali, ze prowadzg one do
apoptotycznej eliminacji komorek rakowych zakazonych tym wirusem. Pan i wsp.
(32) wyizolowali aptamery RNA i ich analogi (odporne na dziatanie rybonukleazy),
ktoére neutralizujg wirus RSV (Rons sarcoma virus), jest to wirus ptasi, ktory nalezy do
rodziny Retroviridae. W zwiazku z brakiem przepuszczalnosci ostonki wirusa RSV,
wyizolowane aptamery najprawdopodobniej blokowaly infekcje poprzez wigzanie
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do powierzchni wirusa, a nie poprzez wnikanie do wnetrza kapsydu, jednakze auto-
rzy nie uzyskali Jeszcze doktadnych danych na temat tego procesu.

5.Problemy zwigzane z dostarczaniem oligonukleotydéw do komoérek

Zahamowanie dziatania okreslonych czasteczek w komorkach jest mozliwe, o ile
aptamery moga wnika¢ do komoérek, sa odporne na dziatanie enzymoéw nukleoli-
tycznych i moga oddzialywaé z docetowymi czasteczkami. Otigorybonukleotydy sa
odporne na dziatanie nukleaz, tytko wtedy gdy zawieraja modyfikowane zasady.
Najbardziej interesujaca jest, jak sie wydaje, modyfikacja otoczenia atomu fosforu
w pozycjach niemostkowych, tzn. zamiana jednego z dwéch atomoéw tlenu internu-
kleotydowej grupy fosforanowej na atom siarki lub grupe metylowg (tiofosforanowe
lub metanofosfonianowe analogi oligonukleotydowe). Najwiekszym problemem
technicznym stat sie transport aptameréw tiofosforanowych do wybranych komérek
docelowych. Z badan przeprowadzonych przy uzyciu naturalnych oligonukleotydow
tiofosforanowych wynika, ze wnikajg one do komoérek i gromadzg sie w cytoplaz-
mie, zamkniete w pecherzykach endosomalnych (33). Oligonukleotydy, jako wzgled-
nie duze, obdarzone tadunkiem ujemnym molekuty nie sa w stanie przenika¢ przez
dwLiwarstwe lipidowa. Istnieje kilka metod pozwalajacych na wprowadzanie oligo-
nukletydéw do wnetrza komoérek, jedna z nich jest mikroiniekcja. Po mikroiniekcji
obserwowano szybka migracje oligonukleotyddéw z cytoplazmy i skupienie wokot
jadra. Inng metoda jest modyfikowanie tadunku oliognukleotydu, efekt taki mozna
uzyska¢ poprzez sprzezenie ich z dodatnio natadowanymi makromolekutami, np.
z polikationowym polipeptydem poli L-lizyng czy awidyng. Oligonukleotydy modyfi-
kowano réwniez w kierunku zwiekszenia stopnia ich hydrofobowosci w celu pod-
wyzszenia interakcji z btong plazmatyczng (34). Stosowano w tym celu cholesterol
lub alkohole z dtugimi tanicuchami alifatycznymi. Aby zwiekszy¢ efektywnos$¢ wnika-
nia oligonukleotydéw do komoérek stosowano réwniez liposomy. Leonetti i wsp.
(35) oraz Thierry i wsp. (36) wykazali, ze ta metoda znacznie zwieksza stopnien wni-
kania oligonukleotydéw do komorek, jak rowniez chroni je przed niekorzystnym
dziataniem nukleaz. Zaobserwowano réwniez zwiekszenie efektywnosci transportu
oligonukleotyddéw po przytgczeniu ich do lipofektyny (37). Jest to mieszanina dwoéch
kationowych lipidoéw: dwuoleinofosfatydyloetanoloaminy (DOPE) i dwuoleiloksypro-
pylotréjmetyloamonowego (DOTMA), jednak powyzej pewnego stezenia zarowno li-
pofektyna, jak i inne kationowe lipidy moga wykazywac¢ efekt cytotoksyczny (33).

6. Podsumowanie

Oddziatywania pomiedzy biatkami a DNA i RNA sg zasadniczym elementem w re-
gulacji ekspresji genéw. Okazuje sie, ze biatka, ktérych funkcjg nie jest wiazanie
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kwaséw nukleinowych moga je wigzac in vivo w sposob wazny biologicznie. Niekt6-
re z nich biorg udziat w procesie regulacji ekspresji genéw, funkcja innych nie zo-
stala jeszcze poznana. Dla wiekszosci biatek mozna wyizolowac ligandy RNA, ktére
wigzg sie do nich z nanomolowym powinowactwem, co jest istotne dla wywolywa-
nia odpowiedzi w warunkach fizjologicznych.

Oligonukleotydy uzyskiwane metoda SELEX sa zazwyczaj krétkie, a wigza sie
z czasteczka (wobec ktorej sg izolowane) przez 10-15 nukleotyddw, ktére najcze-
Sciej zlokalizowane sa w strukturach wewnetrznych, takich jak petle spinek do
wtoséw, wybrzuszeniach, petlach G, peudoweziach. Przecietna wielkos¢ domeny,
z ktorg kontaktujg sie aptamery to 300-400 A”. Jest to mniej wiecej wielkos¢ po-
wierzchni rozpoznawania fragmentu Eab przeciwciat (38).

Selekcja metodg SELEX krotkich kwasOw nukleinowych jest technikg, ktéra po-
zwala na uzyskiwanie aptameréw wobec catego szeregu réznych czgsteczek biolo-
gicznie aKtywnych, ktére sg specyficznie rozpoznawane i bardzo silnie wigzane. Ap-
tamery moga modulowac procesy komoérkowe, jak réwniez mogg stuzy¢ do wykry-
wania i lokalizacji biatek. Ponadto, poniewaz metoda selekcji in vitro zapewnia uzy-
skanie w krotkim czasie czasteczek, ktore majg unikatowe whasciwosci i mogg byc
stosowane w konkretnych schorzeniach technika ta zapewne bedzie miata zastoso-
wanie w wyszukiwaniu lekéw oraz jako narzedzie w medycynie molekularnej, bio-
technologii i diagnostyce (24,39).
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