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Aptameerit ovat yksijuosteisia DNA- tai RNA-molekyylejä, jotka pystyvät sitoutumaan spesifisesti 

kohteeseensa kuten molekyyleihin tai soluihin. Aptameerit koostuvat nukleotideistä, joissa emäsosa 

on joko adeniini (A), sytosiini (C), guaniini (G), tymiini (T) tai urasiili (U). Nämä nukleotidit 

muodostavat nukleiinihapposekvenssejä, jotka ovat noin 20–100 nukleotidin pituisia. 

 

Aptameereillä on monia ominaisuuksia kuten selektiivisyys, muokattavuus sekä alhainen 

immunogeenisyys. Niitä on lisäksi halpaa ja nopeaa valmistaa SELEX-prosessin (Systematic 

Evolution of Ligands by Exponential enrichment) avulla. Näiden monien hyvien ominaisuuksien 

ansiosta aptameerejä voidaan käyttää esimerkiksi lääkkeissä ja niiden kuljetuksessa sekä 

biosensoreina. 

 

Kuitenkin aptameereillä on myös heikkouksia, jotka vaikeuttavat aptameerien hyödyntämistä 

hoidollisissa sovelluksissa. Näitä heikkouksia ovat muun muassa aptameerien stabiilisuus, 

riittämätön sitoutumisaffiniteetti sekä sitoutuminen muualle kuin haluttuun kohteeseen. Näitä 

ominaisuuksia voidaan kuitenkin parantaa modifioimalla aptameerejä kemiallisesti. Erilaisia 

muokkausmenetelmiä ovat esimerkiksi post-SELEX ja in vivo -SELEX, joissa aptameeriin voidaan 

liittää muun muassa funktionaalisia ryhmiä. Aptameerien kemiallinen modifiointi on osoittautunut 

toimivaksi menetelmäksi ja se mahdollistaa aptameerien käytön vaativissakin hoidollisissa 

sovelluksissa. 
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1. Johdanto 

Aptameerit koostuvat nukleotideistä, joita ovat adeniini (A), sytosiini (C), guaniini (G), tymiini (T) 

ja urasiili (U). [1] Nämä nukleotidit muodostavat nukleiinihapposekvenssejä, jotka ovat noin 20–

100 nukleotidin pituisia. [2] Aptameerit voivat sitoutua kohteeseensa vetysidoksien, van der 

Waalsin voimien, ionivuorovaikutuksien, hydrofobisten vuorovaikutuksien, emästen 

pinoutumisvuorovaikutuksien ja muodon komplementaarisuuden avulla. [3] Sitoutuessaan 

kohteisiinsa aptameerit laskostuvat kolmiulotteisiksi rakenteiksi. [4] 

Aptameereillä on monia ominaisuuksia, kuten selektiivisyys, hyvä sitoutumisaffiniteetti, 

muokattavuus sekä alhainen immunogeenisyys. Niitä on lisäksi halpaa ja nopeaa valmistaa 

SELEXin avulla. Koska aptameereillä on monia hyviä ominaisuuksia, niitä voidaan käyttää 

esimerkiksi lääkkeissä, lääkkeiden kuljetuksessa sekä biologisissa analyyseissä. [2]  

Aptameereja valmistetaan SELEX-prosessilla. Aluksi DNA-kirjastoon, joka sisältää tavallisesti 1014 

molekyyliä, lisätään kiinteään kantajaan sidottu kohde. Tämän jälkeen sitoutumattomat DNA-

molekyylit poistetaan ja aktiiviset molekyylit valitaan talteen. Nämä aktiiviset molekyylit 

monistetaan PCR:llä ja ne lisätään seuraavalle valintakierrokselle. [2] RNA-aptameerien 

valitsemiseksi sitoutuneet RNA:t monistetaan RT-PCR:llä, josta syntyneet DNA-templaatit 

transkriptoidaan seuraavaksi. [4] Aptameerien valintaan voidaan vaikuttaa muuttamalla 

valintaprotokollan parametrejä kuten esimerkiksi konsentraatiota, pH:ta tai lämpötilaa. Lopuksi 

rikastettu populaatio sekvensoidaan ja saatujen yksittäisten aptameerisekvenssien kykyä sitoutua 

kohteeseen kokeillaan. [2] 

Ympäristöstä johtuvaa sitoutumisaffiniteetin heikkenemistä voidaan kehittää in vivo SELEXin 

avulla. Tällöin aptameerin valintakokeet tehdään SELEXin avulla suoraan siinä ympäristössä, missä 

sen halutaan toimivankin, esimerkiksi elävissä soluissa tai eläimissä. [2] In vivo SELEXissä valinta- 

ja monistusvaiheet tapahtuvat käyttämällä retroviruspohjaista replikaatiojärjestelmää. [6] In vivo 

SELEX voidaan yhdistää myös in vitro SELEXin kanssa, jolloin voidaan parantaa sekä 

sitoutumisaffiniteettia että spesifisyyttä. [2] 
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Kaavio 1. Aptameerien valmistus pääpiirteittäin SELEX-protokollalla. Mukailtu lähteestä [3]. 

 

Verrattuna vasta-aineisiin, aptameerit toimivat paremmin ja tehokkaammin. Esimerkiksi 

aptameereillä on parempi sitoutumisaffiniteetti eli ne sitoutuvat tiukemmin kohteeseensa. Ne ovat 

myös spesifisempiä eli ne sitoutuvat oikeaan kohteeseen useammin kuin vasta-aineet, ja ne 

tunkeutuvat tehokkaammin kohdekudokseen. Aptameerien halkaisija on vain noin 1–2 nm, kun taas 

vasta-aineiden halkaisija on noin 10–15 nm. Niitä on lisäksi helppo syntetisoida suuria määriä. 

Lisäksi aptameereilla on alhainen immunogeenisyys eli ne eivät aiheuta soluissa immuunireaktioita 

niitä vastaan. [2] Aptameerit ovat myös stabiilimpia kuin proteiinit. Proteiinit denaturoituvat 

helposti ja menettävät tertiäärisen rakenteensa korkeissa lämpötiloissa, kun taas oligonukleotidit 

pystyvät säilyttämään rakenteensa toistuvissa denaturaatio-renaturaatiosykleissä. [5] 

Toisaalta aptameereillä on myös heikkouksia, esimerkiksi stabiilisuus, puutteellinen sitoutuminen 

sekä sitoutuminen muuhun kuin kohteeseen. Jotta aptameerejä voitaisiin soveltaa tautien hoidossa ja 

lääkkeiden kuljetuksessa, niillä tulee olla alhainen dissosiaatiovakio sekä korkea spesifisyys. 

Kuitenkaan kaikilla valmistetuilla aptameereillä ei ole näitä molempia ominaisuuksia. Esimerkiksi 

on vaikeaa muodostaa korkean sitoutumisaffiniteetin aptameerejä, sillä aptameerit ovat varautuneet 

negatiivisesti ja ne sitoutuvat huonosti esimerkiksi proteiinikohteisiin, joissa ei ole positiivisesti 

varautuneita kationialueita. [7,8] 
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Aptameerien spesifisyyteen vaikuttavat pH ja ionivahvuus, mitkä voivat rajoittaa aptameerien 

käyttöä bioanalyyseissä. [1] Hianik et al. tutkimuksessa pH:n ja ionivahvuuden vaikutusta 

aptameerin sitoutumisaffiniteettiin tutkittiin hyödyntämällä detektiossa elektrokemiallisia 

indikaattoreita ja kvartsikristalli-mikrovaakaa (QCM). Tutkimuksessa huomattiin, että pH pitää yllä 

aptameerin kolmiulotteista rakennetta, ja että Na+-ionit heikensivät trombiinin sitoutumista 

aptameeriin, johtuen luultavasti ionien suojaavasta vaikutuksesta aptameerin sidoskohdissa. [9] 

Aptameerien spesifisyyteen voi vaikuttaa myös muutos ympäristössä: aptameeri tunnistaa 

kohteensa paremmin in vitro -valintakokeen puskurissa kuin soluympäristössä. [10] Korkea 

sitoutumisaffiniteetti ja spesifisyys voivat sulkea toisensa pois aptameerien valmistuksessa, sillä eri 

vaiheissa karsiutuu pois yhdisteitä, joilla on samanlaisuuksia kohteen rakenteen tai kemiallisten 

ominaisuuksien kanssa, jolloin tarvittavia yhdisteitä voi jäädä pois. [11]  

 

Lämpötila vaikuttaa myös paljon aptameerien sitoutumistehokkuuteen, sillä lämpötilan nousu 

saattaa häiritä aptameerien sekundääristen ja tertiääristen rakenteiden muodostumista, joiden avulla 

ne sitoutuvat kohteeseensa. [12,13] Myös aptameerien stabiilisuudessa on puutteita. Lämpötila 

kiihdyttää myös aptameereille soluissa tapahtuvia endo- ja eksonukleaasientsyymeistä johtuvia 

hydrolyysireaktioita. [14] Lisäksi pienet aptameerit poistuvat liian tehokkaasti kehosta esimerkiksi 

munuaisten toimesta, mikä haastaa aptameerien käytön hoidollisissa in vivo -sovelluksissa. [2] 

 

Näitä heikkouksia voidaan kuitenkin parantaa muokkaamalla aptameereja kemiallisesti. Aion 

opinnäytetyössäni perehtyä juuri erilaisiin kemiallisesti muokattuihin aptameereihin ja niiden 

valmistusmenetelmiin, sekä aptameerien sovelluksiin. 

 

2. Muokkausmenetelmiä 

 

2.1 post-SELEX 

Muokkaamattomat aptameerit ovat alttiita nukleaasien aiheuttamalle in vivo -hajoamiselle, ja ne 

myös poistuvat liian nopeasti kehosta munuaisten toimesta. Näitä heikkouksia voidaan kuitenkin 

lievittää muokkaamalla aptameerejä post-SELEXillä, jolloin aptameereihin voidaan lisätä 

kemiallisesti modifioituja yksiköitä kuten 2’-F, 2’-OMe- tai LNA-nukleotideja. Nukleaasien 

aiheuttamaa hajoamista vastaan voidaan aptameerin 2’-OH-ryhmä korvata joko fluoriatomilla (2’-

F) tai metoksi- (2’-OMe) ja aminoryhmillä (2’-NH2). [2] 
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Munuaisten suodattamista vastaan voidaan aptameeriin liittää pieniä molekyylejä kuten esimerkiksi 

kolesterolia [15] tai PEG:tä (polyetyleeniglykoli), sillä nämä molekyylit lisäävät merkittävästi 

aptameerien kestävyyttä in vivo. [16] PEG-yksiköt ovat myrkyttömiä ja amfifiilisiä polymeereja, 

jotka liitetään joko aptameerin 3’- tai 5’-päähän post-SELEXillä. [17] Muita esimerkkejä post-

SELEX modifikaatioista, jotka hidastavat suodattumista, ovat 3’-biotiini-strepatavidiini (SA) 

biokonjugaatti, liposomit, proteiinit, dendrimeerit sekä epäorgaaniset nanopartikkelit. [20–29] 

 

SELEXin jälkeinen aptameerin kemiallinen muokkaaminen tapahtuu kiinteän faasin 

oligonukleotidisynteesillä. Tämä muokkaus kohdistuu oligonukleotidien sisäisiin osiin tai sen 3’- ja 

5’-päihin. [30] Automatisoidussa kiinteän faasin oligonukleotidisynteesissä aktivoidut ja muokatut 

fosforiamidiitti-yksiköt liitetään peräkkäin kasvavaan oligonukleotidiketjuun alkaen ensimmäisestä 

immobilisoidusta nukleosidista. [31,32] 

 

Kun synteesi on valmis, oligonukleotidit irrotetaan kiinteästä kantajasta ja samalla poistetaan 

nukleoemäksen suojaryhmät käsittelemällä niitä ammoniakin vesiliuoksella. Jotta saataisiin puhtaita 

oligonukleotideja täytyy ne lopuksi puhdistaa HPLC:llä tai geelielektroforeesilla. [2] 

 

2.2 ExSELEX 

ExSELEX-valintaprotokollalla kehitetään aptameereja, joilla on laajennettu geneettinen koodi. 

[7,33] Tässä protokollassa kaksijuosteiset oligonukleotidit viedään kiinteäfaasisysteemillä 

spesifisiin ja ennalta määrättyihin paikkoihin DNA-kirjastoissa. Näitä kaksijuosteisia nukleotidejä 

sisältäviä DNA-kirjastoja voidaan tämän jälkeen inkuboida kohteella ja talteen otetut sekvenssit 

monistetaan PCR:llä kuudella nukleosiditrifosfaatilla. [12,34] 
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Kuva 1. Muutama esimerkki kemiallisesti modifioiduista aptameereistä. A) 2’-metoksi-RNA: OH-

ryhmä on korvattu metoksiryhmällä. B) Fosforotioaatti-DNA/RNA: Yksi fosfaatin hapista on 

korvattu rikillä. C) 2’-amino-RNA: OH-ryhmä on korvattu aminoryhmällä. Mukailtu lähteestä [2]. 

 

2.3 dN*TP:iden entsymaattinen polymerointi, AEGIS-SELEX, SELMA, napsautusreaktiot 

Aptameerien tukirakennetta voidaan muokata kemiallisesti hyödyntämällä kiinteäfaasisynteesiä. 

Tämä post-SELEX-muokkausmenetelmä on hyödyllinen, kun halutaan tuottaa aptameereja suurella 

skaalalla. Kuitenkin tässä menetelmässä modifioitujen aptameerien, joilla on samat Kd-arvot kuin 

modifioimittomilla vastineilla, tunnistamiseen vaaditut SAR-tutkimukset eivät ole täysin 

luotettavia. Lisäksi joidenkin synteesivaiheiden ankarat olosuhteet eivät sovellu tietyille 

funktionaalisille ryhmille ja muutenkin oligonukleotidien kiinteäfaasisysteemi soveltuu vain 

lyhyille, alle sadan nukleotidin pituisille sekvensseille. [35–39] 

 

Nämä ongelmat voitaisiin ratkaista dN*TP:iden entsymaattisella polymeroinnilla, jossa 

syntetisoidaan polymeerejä biosynteettisten reittien kautta eristettyjen entsyymien avulla. Tällöin 

(d)N*TP:itä käytetään vektoreina DNA:n ja RNA:n modifioinnissa edellyttäen, että polymeraasit 

hyväksyvät ne substraateiksi. [35–39] 

 

dN*TP:iden entsymaattisen polymeroinnin avulla nukleiinihappoihin voidaan liittää esimerkiksi 

aminohappomaisia ryhmiä, siirtymämetallien ligandeja ja metallikomplekseja, karboraania, 

organokatalyysiä välittäviä sivuketjuja, lukittuja ja modifioituja sokerinukleotideja, sekä 

entsyymejä. [40–49] Tällä metodilla voidaan syntetisoida sekä yksi- että kaksijuosteisia 

sekvenssejä. [50] Tämä modifioitu SELEX-lähestymistapa on varteenotettava menetelmä, sillä tässä 

syntyvät aptameerit eivät vaadi SAR-tutkimuksia jälkikäteen. [51,52] 
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Kuva 2. Esimerkkejä sokerimuokatuista dN*TPs:tä. A) TNA; B) 4’-tio-N*TP; C) FANA. Mukailtu 

lähteestä [2]. 

 

AEGIS-SELEX käyttää luonnottomia nukleotidien muotoja, epästandardeja P:tä ja Z:taa, normaalin 

neljään emäkseen perustuvan kirjaston lisäksi. Tämä lisää sekvenssien monimuotoisuutta ja 

laajentaa siten valintatehoa. Tällä menetelmällä voidaan luoda aptameereja, jotka pystyvät 

sitoutumaan proteiinien hydrofobisiin onteloihin. Lisäksi tällä menetelmällä luoduilla aptameereillä 

on pieni Kd-arvo, suurempi sekvenssivariaatio ja useita laskoksia. [6] 

 

AEGIS-SELEX:ssä modifioitujen nukleotidien sijainti sekvenssissä selvitetään vaihtoehtoisella 

sekvensointiprotokollalla. Tässä protokollassa valintakokeesta peräisin oleva rikastettu populaatio 

monistetaan PCR-menetelmällä käyttäen neljää luonnollista dNTP:tä sekä dPTP:tä ainoina 

modifikaatioina. Kaikki populaation dZ:at ohjaavat dP-nukleotidien sisällyttämistä, jolloin dZTP:n 

puuttuminen liittää virheellisesti luonnolliset dT:n ja dC:n sekvenssissä kaikkia dP-nukleotideja 

vastapäätä. [53] 

 

SELMA-metodissa jäljitellään hiilihydraatti-proteiini-vuorovaikutuksia. [54] Tässä metodissa 

modifioituja DNA-kirjastoja luodaan korvaamalla dTTP DNA-hiusneulamallien alustavissa 

pidennysreaktioissa 5-etynyyli-dUTP:llä. [55] SELMA:n etuja ovat fenotyypin ja genotyypin 

välinen ero, mikä poistaa tarpeen muuttaa modifioitu DNA modifioimattomaksi DNA:ksi. Lisäksi 

sen etuna on mahdollisuus liittää kovalenttisesti suuria modifikaatioita oligonukleotideihin. [56] 

 

Etynyyliyksiköillä varustettua DNA-kirjastoa voidaan muokata myös napsautusreaktioilla 

anindoliatsidin kanssa. Tässä metodissa modifioitua DNA-kirjastoa altistetaan useille 

valintakierroksille, joiden tuloksena syntyy niin kutsuttu “clickmer” eli napsautusmeeri. [57] 

 

 

 

A) 

A) 

 

B) 

A) 

 

C) 

A) 
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2.4 LOOPER 

Emäsmodifioituja DNA-kirjastoja voidaan luoda myös DNA-ligaaseilla dN*TP:iden polymeroinnin 

sijaan. LOOPER-menetelmässä 5’-fosforyloidut pentanukleotidit, jotka sisältävät yhden C8-

modifioidun adenosiininukleotidin kodonia kohden, sisällytetään T4-DNA-ligaasiin. [58,59] 

LOOPERissa käytetään C8-modifioituja adenosiininukleotideja, koska ne omaksuvat syn-

konfiguraation N-glykosidisidoksen ympärillä. Tämä heikentää dupleksien lämpöstabiilisuutta ja 

lisää samanaikaisen ligaatioreaktion tarkkuutta. [58,60] Kuitenkin tämä SELEX-protokolla vaatii 

yhä mDNA:n muuntamista modifioimattomaksi DNA:ksi PCR:llä. [61,62] 

 

3. Aptameerien kemialliset modifikaatiot 

 

Kemiallisesti modifioidut aptameerit tarkoittaa aptameereja, joihin on lisätty funktionaalisia ryhmiä, 

joita ei esiinny luonnollisissa nukleotideissä. Aptameerien kemiallinen modifiointi antaa niille 

useita spatiaalisia konformaatioita ja lisää niiden affiniteettia kohdemolekyyleihin, mikä antaa 

aptameereille uusia käyttömahdollisuuksia. [1] 

 

3.1 Fosfaattimodifikaatiot 

Fosfaattirungon kemialliset modifikaatiot eivät ole yhtä monipuolisia kuin nukleoemäksen ja 

sokeriyksiköiden modifikaatiot. α-Fosforotioaatit ovat yleisin fosfaattimodifikaatio, joka voidaan 

lisätä aptameerisiin tukirakenteisiin joko post-SELEXillä tai sisällyttämällä α-tio-(d)N*TP:t 

valintaprotokollaan. α-tio-(d)N*TP:iden synteesin aikana muodostuu kaksi diastereomeeriä: [Sp] ja 

[Rp]. Useimmat DNA- ja RNA-polymeraasit hyväksyvät vain [Sp]-konfiguraation substraatit. [Rp]-

fosforotioaattia sisältäviä oligonukleotideja saadaan, kun polymerisaatioreaktioissa tapahtuu 

konfiguraation inversio. [63] 

 

Fosforotioaateissa yksi fosfaatin ei-silloittavista hapista on korvattu rikillä, mikä parantaa 

aptameerien vastustuskykyä nukleaasien katalysoimaa hajoamista vastaan. [64,65] 

Fosforoditioaattimodifikaatiossa, eli PS2-modifikaatiossa, molemmat ei-silloittavista hapista on 

korvattu rikkiatomeilla. [66,67] Aptameerien PS2-modifikaatiot lisäävät aptameerin 

sitoutumisaffiniteettia sekä nukleaasihajoamisen vastustusta. [68] 

 

3.2 Sokerimodifikaatiot 

Post-SELEXillä voidaan liittää aptameereihin myös sokerimuokattuja nukleotidianalogeja kuten 

HNA:ta (Hexitol Nucleic Acid) tai muokattuja LNA-nukleotideja. [69,70] Synteettisiä geneettisiä 
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polymeerejä, joissa on sokerimodifikaatioita (kuten FANA, LNA, HNA ja TNA), kutsutaan usein 

XNA:ksi, eli ksenonukleiinihapoiksi. [71,72] 

 

LNA-yksiköitä (Locked Nucleic Acid) voidaan lisätä aptameerisekvensseihin post-SELEXin 

optimointivaiheessa, joka vaatii rakenne-aktiivisuussuhteen (SAR, structure-activity relationship) 

tutkimuksia. Näissä tutkimuksissa LNA-yksiköitä lisätään aptameerien rakenteellisiin 

elementteihin, kuten runkoon tai silmukoihin, minkä jälkeen tutkitaan näiden lisäyksien vaikutuksia 

aptameerien sitoutumisaffiniteettiin. Vain mutantit, joilla on parhaat sitoutumsiaffiniteetit, 

säilytetään muita in vivo -tutkimuksia varten. [73,74] 

 

Kun RNA:ta jäljitteleviä LNA-yksikköjä listätään DNA- tai RNA-aptameereihin, ne lisäävät 

dupleksien lämpöstabiilisuutta. LNA:ssa sokeri saadaan C3’-endo-konfiguraatioon 

metyleenilinkkerin avulla, joka yhdistää O2’:n sokerin C4’-asemaan. [75] Tämän kaiken lisäksi 

LNA:n lisääminen on osoittanut parantavan oligonukleotidien vastustuskykyä nukleolyyttistä 

hajoamista vastaan. [76,77] 

 

UNA (Unlocked Nucleic Acid) on asyklinen RNA:n analogi, josta puuttuu C2’-C3’-sidos. [78] 

Tämä rakenne tekee UNA:sta joustavamman, mutta se toisaalta myös laskee muokattujen 

dupleksien lämpöstabiilisuutta. [79] UNA-modifikaation joustavuutta ja rajallista rakenteellista 

vaikutusta duplekseihin voidaan hyödyntää sitoutumisaffiniteetin parantamisessa. [80] 

 

FANA on 2’-deoksi-2’-fluori-β-D-arabinoosisubstituutio, eli yksi 2’-modifikaatioista. [81] FANA:n 

substituutiokuvio lukitsee sokerin B-DNA:n kaltaiseen 2’-endo-konformaatioon. Modifioiduilla 

FANA-oligonukleotideilla on parempi affiniteetti sekä komplementaarisiin DNA- että RNA-

sekvensseihin. [82] 

 

1,5-anhydroheksitolinukleiinihapot, eli HNA:t, ovat sokerimodifikaatioita, joissa (deoksi)riboosi on 

korvattu kuusijäsenisellä heksitoliosalla. [83] HNA muodostaa stabiileja duplekseja 

komplementaaristen HNA-, RNA- ja joissain määrin myös DNA-sekvenssien kanssa. Se on myös 

resistentti nukleaasien aiheuttamalle hajoamiselle. [84] 

 

Kun nukleiinihapon riboosista poistetaan yksi hiili, saadaan luonnotonta sokeria treoosia sisältävä 

TNA, eli α-L-treoosinukleiinihappo, joka on RNA:n analogi. TNA muodostaa stabiileja duplekseja 

DNA:n, RNA:n ja itsensä kanssa. Sillä on myös korkea biologinen stabiilisuus. [85,86] 
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3.3 Spiegelmeerit 

Spiegelmeerit ovat aptameerejä, jotka koostuvat D-DNA- ja RNA-rungon sijaan L-rungosta, joka 

on peilikuva villityypin nukleiinihapoille. [87,88] L-nukleotidimuokkaus aptameereissä tekee niistä 

stabiilimman plasmassa ja veriseerumissa, sekä tekee niistä immunologisesti passiivisia, sillä 

immuunijärjestelmä eivätkä nukleaasit tunnista nukleiinihappojen peilikuvia. [89] Siis D-riboosin 

korvaaminen L-riboosilla tekee peilikuva-aptameerista stabiilin. [6] 

 

Spiegelmeerejä valmistetaan kaksivaiheisella SELEX-post-SELEX-protokollalla. Ensimmäisessä 

vaiheessa D-aptameerit valitaan SELEXillä käyttämällä synteettisiä kohteita, jotka ovat halutun 

kohteen enantiomeerejä. Seuraavaksi hyödynnetään post-SELEXiä, jossa aptameerit muutetaan 

vastaaviksi L-oligonukleotideiksi käyttämällä L-fosforamidiittia. [90] Spiegelmeerien kohteena voi 

olla proteiinien lisäksi luonnollinen D-RNA, koska L-nukleiinihapot eivät pysty sitoutumaan 

luonnollisiin D-sekvensseihin Watson-Crick-emäspariutumisella. [91] 

 

3.4 ApDCs 

Kemiallisesti muokattuja aptameerejä on pääosin käytetty hoidollisissa sovelluksissa, sillä ne ovat 

parantaneet spesifisyyttä ja ehkäisseet sivuvaikutuksia. [92] Kuitenkin aptameerien hyvä 

sitoutumisaffiniteetti ja alhainen vuorovaikutus kohteen ulkopuolella tekevät aptameereistä hyviä 

vaihtoehtoja myös lääkkeiden ohjaamiseen niille tarkoitettuihin kohteisiin. [27,93–95] 

 

Näitä lääkkeitä kuljettavia aptameerejä kutsutaan ApDC:ksi (Aptamer Drug Conjugates). 

Tavallisesti ApDC:t sisältävät muokkaamattomia DNA- tai RNA-aptameereisekvenssejä, jotka on 

kytketty lääkelastiin joko suoraan tai epäsuorasti linkkeriyksikön kautta. [96] 

 

3.5 siRNA-aptameerikonjugaatit 

On myös kehitetty siRNA-aptameerikonjugaatteja, joissa on muokattuja nukleotidejä. siRNA:t ovat 

spesifisiä ja niillä on alhainen immunogeenisyys. [97] Kuitenkin niillä on kuljetusongelmia 

plasmasta soluihin ja myös kohteen ulkopuoliset vaikutukset. [98] On kuitenkin huomattu, että 

siRNA:n kimeerinen konjugointi modifioituihin aptameereihin lisää siRNA:n terapeuttista tehoa. 

[99] siRNA-aptameerejä on käytetty esimerkiksi HIV-1:n, munasarjasyövän sekä papilloomavirus 

E6:n ja E7:n hoitoon. [99–101] 

3.6 SOMAmeerit 
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Aptameerit ovat negatiivisesti varautuneita molekyylejä, joten niiden sitoutuminen negatiivisesti 

varautuneeseen proteiiniin tai proteiiniin, jolla ei ole kolmiulotteista sitoutumisepitooppia, on 

huono. Tämän vuoksi on kehitetty SOMAmeereja. [4] 

 

SOMAmeerit valmistetaan sisällyttämällä SELEX-protokollaan dUTP-analogeja, jotka on 

varustettu hydrofobisilla linkitetyillä C5-amidisivuketjuilla luonnollisen vastineen sijaan. 

Modifioidut sivuketjut luovat hydrofobisia pintoja, jotka vuorovaikuttavat proteiinikohteissa 

olevien aminohappojen hydrofobisten alueiden kanssa. [8,102–105] 

 

3.7 BAB 

SELEXissä on käytetty aminohappomaisten sivuketjujen sijaan myös ylimääräisillä 

nukleiinihappoemäksillä varustettuja trifosfaatteja eli emäkseen-liitetty-emäs (BAB) -

modifikaatiota. [106,107] Kun dUTP:hen lisätään ylimääräinen adenosiinin nukleoemäs, se antaa 

modifioiduille DNA-kirjastoille lisää vuorovaikutusmahdollisuuksia sekä vetysidosverkkoja 

aptameerien sitoutumistehokkuuden parantamiseksi pieniin molekyyleihin. [108] Myös muita 

funktionaalisia ryhmiä, jotka eivät ole aminohapon tai nukleiinihapon kaltaisia, kuten esimerkiksi 

boorihappo, on otettu mukaan in vitro -valintakokeisiin. [109] 

 

3.8 Nukleoemäsmodifikaatiot 

Modifikaation sijainnin valinta nukleoemäksessä määräytyy empiiristen sääntöjen mukaan. 

Esimerkiksi pyrimidiinien C5-asemaan ja 7-deatsapuriinien 7-asemaan jäykkien alkynyyli- tai 

alkenyylilinkkerihaarojen kautta liitetyt funktionaaliset ryhmät johtavat siihen, että lukuisat DNA-

polymeraasit hyväksyvät substraatit paremmin. [44,110,111] 

 

Nukleoemäksen tasolla tehdyt modifikaatiot voivat lisätä aptameerien affiniteettia lisäämällä 

vuorovaikutuksia kohteiden kanssa ja luomalla uusia, sekä sekundäärisiä että tertiäärisiä laskoksia 

ja rakenteita. [112] Lisäksi, jos nukleoemäkseen lisätään hydrofobisia tähteitä, se vaikuttaa 

aptameerien stabiilisuuteen positiivisesti, sillä nukleaasivälitteiset hajoamiset vähenevät. [113,114] 

Hydrofobiset sivuketjut vähentävät myös aptameerien poistumaa munuaisten kautta. [115] 
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Kuva 3. Aptameereja, joilla on hyvä nukleaasiresistenssi. A) UNA; B) LNA; C) Spiegelmeeri. 

Mukailtu lähteestä [2]. 

 

4. Kemiallisesti modifioitujen aptameerien sovelluksia 

 

Tavallisimmat käyttökohteet kemiallisesti modifioiduille aptameereille ovat lääkkeet, 

lääkkeenkuljetus sekä muut hoidolliset sovellukset. Aptameereja voidaan lisäksi käyttää myös 

esimerkiksi biosensoreina ja biomarkkereina. 

 

Biosensoria, jossa on aptameeri tunnistuselementtinä, kutsutaan aptasensoriksi. Näitä voidaan 

rakentaa eri menetelmillä, ja niitä on moniin eri tarkoituksiin, kuten sähkökemiallisiin, optisiin ja 

massaherkkyyttä vaativiin sovelluksiin. [5] Niitä voidaan käyttää esimerkiksi diagnostiikassa ja 

detektioteknologiassa. Aptasensorissa on yleensä aptameerinen osa, jota on muokattu 

transduktiivisella elementillä. Tämä elementti muuntaa kohteen sitoutumistapahtuman 

tunnistuselementtiin analyyttisesti havaittavaksi ja mitattavaksi signaaliksi. Aptasensorien 

transduktiiviset elementit ovat monipuolisia ja koostuvat koettimista, jotka voivat olla fluoresoivia, 

luminoivia, tai redox-aktiivisia. Näitä koettimia ovat esimerkiksi fluoreseiini, Tb(III), ferroseeni ja 

Ru(II)-kompleksit. [116–119] 

 

Aptameerien kemiallinen post-SELEX-funktionalisointi biosensoritarkoituksiin tähtää pääasiassa 

näiden oligonukleotidien ankkurointiin tai immobilisoimiseen pinnoille. [27] Nämä metodit 

sisältävät biotinylaation tai 3’- tai 5’-tioli- tai aminotähteiden liittämisen suoraan 

kultananopartikkeleihin, kvanttipisteisiin tai grafeenioksidiin, sekä pyreenileimauksen ei-

kovalenttista kytkentää varten grafeeniin. [120–124] Aptameerit saadaan immobilisoitua eri 

pinnoille liittämällä aptameerien päihin erilaisia funktionaalisia ryhmiä. Joitain nukleoemäs- ja 
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sokerimodifioituja sekvenssejä käytetään parantamaan biosensorien kapasiteettia. Esimerkiksi 

Spiegelmeerejä käytetään, kun tarvitaan nukleiinihappoja, jotka ovat emäs- tai 

nukleaasiresistenttejä. [125] 

 

Biomarkkereilla saadaan runsaasti tietoa niiden kohteista, mikä auttaa diagnosoimaan sairauksia 

tarkemmin. Siksi niiden kanssa käytetään aptameereja, jotka pystyvät tunnistamaan kohteensa 

spesifisesti, ja niitä voidaan myös käyttää sairauksien havaitsemisessa. Jotkut biomarkkerit eivät 

kuitenkaan löydä vastaavia aptameerejä luonnollisia nukleiinihappoja seulomalla. Aptameerien 

muokkaaminen kemiallisesti mahdollistaa niiden useat spatiaaliset konformaatiot, mikä taas lisää 

haluttujen nukleiinihappoaptameerien seulonnan todennäköisyyttä. [1] 

 

Kemiallisesti modifioituja aptameerejä voidaan soveltaa esimerkiksi syövän hoidossa. Tavallisesti 

syöpään käytetyt lääkkeet tappavat myös jonkin verran terveitä soluja. Kuitenkin kemiallisesti 

modifioidut aptameerit ovat hyvin spesifisiä, joten ne voidaan kohdistaa hyvin syöpäsoluihin. 

Tällöin spesifiset aptameerilääkkeet eivät aiheuta samoja sivuvaikutuksia kuin lääkkeet, joita ei 

voida kohdistaa suoraan syöpäsoluihin. [1] 

 

Aptameereihin voidaan liittää lisäksi nukleoemäsmodifikaatioita, kuten esimerkiksi SOMAmeereja. 

[126] Jotta aptameerit voivat havaita mikroympäristön rakenteellisia muutoksia, niissä tulee olla 

fluoresoivia emäsmodifikaatioita, joiden havaitseminen perustuu emissio-ominaisuuksiin. [127] 

Aptameereihin perustuvia sensoreita on tärkeä kehittää, sillä niitä voidaan käyttää esimerkiksi 

hoitopaikkapisteiden diagnostisissa sovelluksissa. [2] 

 

  

Kuva 4. Muutamia tärkeimpiä kemiallisesti modifioitujen aptameerien sovelluksia. Mukailtu 

lähteestä [5]. 

 

Kemiallisesti modifioitujen aptameerien sovelluksia 
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5. Yhteenveto 

 

Aptameerien kemiallinen modifiointi on ratkaisu funktionaalisten nukleiinihappojen puutteiden 

korjaamiseksi [2]. Kemiallisesti modifioiduilla aptameereilla on korkeampi affiniteetti ja 

stabiilisuus kuin muokkaamattomilla aptameereilla. Syy tähän löytyy niiden funktionaalisista 

ryhmistä, joiden avulla aptameerit muodostavat stabiileja vetysidoksia ja erilaisia aktiivisia kohtia. 

Aptameerien kemiallinen muokkaus funktionaalisilla ryhmillä aiheuttaa aptameereissa 

konformaatiomuutoksia. Näin funktionaalisten ryhmien lisääminen aptameereihin lisää niiden 

ominaisuuksia. [1] 

 

Aptameerien modifiointi voidaan saavuttaa joko täydentämällä satunnaisia kirjastoja 

funktionaalisilla ryhmillä suoraan SELEX-protokollalla tai post-SELEXin kiinteäfaasisynteesillä. 

Post-SELEXillä voidaan ottaa käyttöön fosforotioaattiyksiköt, joilla parannetaan 

nukleaasihajoamisresistenssiä. Sillä voidaan myös liittää aptameereihin kemiallisia kokonaisuuksia, 

jotka vähentävät munuaissuodatusta. [2] 

 

Suuremmat modifikaatiot aiheuttavat kuitenkin usein pieniä rakenteellisia muutoksia, jotka 

häiritsevät aptameerien sitoutumistehokkuutta. Post-SELEXin optimointi vaatii tämän takia SAR-

tutkimuksia sellaisten mutanttien tunnistamiseksi, joilla on hyväksyttävä sitoutumiskyky. Kun 

funktionalisoidut kirjastot sisällytetään SELEX-protokollaan, syntyville aptameereille ei tarvitse 

tehdä SAR-tutkimuksia, ja ne voidaan samalla varustaa kemiallisilla kokonaisuuksilla, jotka 

suosivat vuorovaikutusta niiden kohteiden kanssa. SELEXillä syntetisoituja aptameereja, joissa on 

(d)N*TP:itä, voidaan myös modifioida edelleen post-SELEX optimoinnilla. [2] 

 

Kemialla on tärkeä rooli kehitettäessä tulevaisuuden modifioituja aptameereja, joilla on paremmat 

ominaisuudet sekä lääkkeenkuljetuksessa että lääkkeinä. Nukleiinihappokemian kehittyminen auttaa 

kuromaan umpeen aptameerien ja vasta-aineiden välistä kuilua ja myös edesauttaa aptameerien 

sisällyttämistä kliinisiin ja kaupallisiin sovelluksiin. [2] Lisäksi on tärkeää kehittää uusia 

aptameereja ja jatkaa niiden tutkimista, ja myös kehittää tehokkaampia menetelmiä kemiallisesti 

muokattujen aptameerien valmistamiseksi, jotta voimme hyödyntää aptameereja yhä 

tehokkaammin. 
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