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Aptameerit ovat yksijuosteisia DNA- tai RNA-molekyyleji, jotka pystyvit sitoutumaan spesifisesti
kohteeseensa kuten molekyyleihin tai soluihin. Aptameerit koostuvat nukleotideistd, joissa emésosa
on joko adeniini (A), sytosiini (C), guaniini (G), tymiini (T) tai urasiili (U). Ndmi nukleotidit
muodostavat nukleiinihapposekvensseji, jotka ovat noin 20—100 nukleotidin pituisia.

Aptameereilld on monia ominaisuuksia kuten selektiivisyys, muokattavuus sekd alhainen
immunogeenisyys. Niitd on lisdksi halpaa ja nopeaa valmistaa SELEX-prosessin (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential enrichment) avulla. Ndiden monien hyvien ominaisuuksien
ansiosta aptameerejd voidaan kayttdd esimerkiksi lddkkeissd ja niiden kuljetuksessa sekd
biosensoreina.

Kuitenkin aptameereilld on myos heikkouksia, jotka vaikeuttavat aptameerien hyoddyntdmista
hoidollisissa sovelluksissa. Néitd heikkouksia ovat muun muassa aptameerien stabiilisuus,
riittdmiton sitoutumisaffiniteetti sekd sitoutuminen muualle kuin haluttuun kohteeseen. Naitd
ominaisuuksia voidaan kuitenkin parantaa modifioimalla aptameerejd kemiallisesti. Erilaisia
muokkausmenetelmid ovat esimerkiksi post-SELEX ja in vivo -SELEX, joissa aptameeriin voidaan
liittdd muun muassa funktionaalisia ryhmid. Aptameerien kemiallinen modifiointi on osoittautunut
toimivaksi menetelmdksi ja se mahdollistaa aptameerien kdyton vaativissakin hoidollisissa
sovelluksissa.

Avainsanat: aptameeri, kemiallinen modifiointi
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Lyhenteet

PEG, polyetyleeniglykoli

SELEX, Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment
ApDCs, Aptamer Drug Conjugates

LNA, Locked Nucleic Acid

PCR, polymeraasiketjureaktio

SAR, structure-activity relationship

SOMAmeeri, Slow Off-rate Modified Aptamers

BAB, base-appended-base

LOOPER, Ligase-catalyzed Oligonucleotide Polymerizatio
AEGIS-SELEX, artificially expanded genetic information systems SELEX



1. Johdanto

Aptameerit koostuvat nukleotideistd, joita ovat adeniini (A), sytosiini (C), guaniini (G), tymiini (T)
ja urasiili (U). [1] Ndméa nukleotidit muodostavat nukleiinihapposekvenssejd, jotka ovat noin 20—
100 nukleotidin pituisia. [2] Aptameerit voivat sitoutua kohteeseensa vetysidoksien, van der
Waalsin ~ voimien, ionivuorovaikutuksien, hydrofobisten = vuorovaikutuksien, emésten
pinoutumisvuorovaikutuksien ja muodon komplementaarisuuden avulla. [3] Sitoutuessaan

kohteisiinsa aptameerit laskostuvat kolmiulotteisiksi rakenteiksi. [4]

Aptameereilld on monia ominaisuuksia, kuten selektiivisyys, hyvd sitoutumisaffiniteetti,
muokattavuus sekd alhainen immunogeenisyys. Niitd on lisdksi halpaa ja nopeaa valmistaa
SELEXin avulla. Koska aptameereilldi on monia hyvid ominaisuuksia, niitd voidaan kéyttdd

esimerkiksi ladkkeissd, ladkkeiden kuljetuksessa seki biologisissa analyyseissa. [2]

Aptameereja valmistetaan SELEX-prosessilla. Aluksi DNA-kirjastoon, joka sisilti tavallisesti 10
molekyylid, lisdtddn kiinteddn kantajaan sidottu kohde. Tédmin jéilkeen sitoutumattomat DNA-
molekyylit poistetaan ja aktiiviset molekyylit valitaan talteen. Ndmé aktiiviset molekyylit
monistetaan PCR:lld ja ne lisdtddn seuraavalle valintakierrokselle. [2] RNA-aptameerien
valitsemiseksi sitoutuneet RNA:t monistetaan RT-PCR:ll4, josta syntyneet DNA-templaatit
transkriptoidaan seuraavaksi. [4] Aptameerien valintaan voidaan vaikuttaa muuttamalla
valintaprotokollan parametrejd kuten esimerkiksi konsentraatiota, pH:ta tai lampdtilaa. Lopuksi
rikastettu populaatio sekvensoidaan ja saatujen yksittdisten aptameerisekvenssien kykyd sitoutua

kohteeseen kokeillaan. [2]

Ympiristostd johtuvaa sitoutumisaffiniteetin heikkenemistd voidaan kehittdd in vivo SELEXin
avulla. Télloin aptameerin valintakokeet tehddéin SELEXin avulla suoraan siind ymparistossd, missa
sen halutaan toimivankin, esimerkiksi eldvissé soluissa tai eldimissé. [2] In vivo SELEXissé valinta-
ja monistusvaiheet tapahtuvat kayttamailld retroviruspohjaista replikaatiojirjestelmdd. [6] In vivo
SELEX voidaan yhdistid myos in vitro SELEXin kanssa, jolloin voidaan parantaa sekd

sitoutumisaffiniteettia ettd spesifisyytté. [2]



Alku
Alkuperiinen aptameerikirjasto

e A
Loppu ’ . . *
Viimeinen kierros:

Sekvensointi Valintavaihe:
Kohde + ap‘[ameel‘iki.ljas‘[o

R

*O*. SELEX ,

Sitoutuneiden erottelu
\ sitoutumattomista

Valittujen aptameerien \. A
amplifikaatio ’ .
\ : . > %
_

Kaavio 1. Aptameerien valmistus padpiirteittdin SELEX-protokollalla. Mukailtu 1&hteesti [3].

Verrattuna vasta-aineisiin, aptameerit toimivat paremmin ja tehokkaammin. Esimerkiksi
aptameereilld on parempi sitoutumisaffiniteetti eli ne sitoutuvat tiukemmin kohteeseensa. Ne ovat
my0s spesifisempid 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. Niitd on lisdksi helppo syntetisoida suuria maérid.
Lisdksi aptameereilla on alhainen immunogeenisyys eli ne eivét aiheuta soluissa immuunireaktioita
niitd vastaan. [2] Aptameerit ovat myds stabiilimpia kuin proteiinit. Proteiinit denaturoituvat
helposti ja menettdvit tertiddrisen rakenteensa korkeissa lampdtiloissa, kun taas oligonukleotidit

pystyvit sdilyttiméédn rakenteensa toistuvissa denaturaatio-renaturaatiosykleissa. [5]

Toisaalta aptameereilld on myos heikkouksia, esimerkiksi stabiilisuus, puutteellinen sitoutuminen
sekd sitoutuminen muuhun kuin kohteeseen. Jotta aptameerejé voitaisiin soveltaa tautien hoidossa ja
ladkkeiden kuljetuksessa, niilld tulee olla alhainen dissosiaatiovakio sekd korkea spesifisyys.
Kuitenkaan kaikilla valmistetuilla aptameereilld ei ole niitd molempia ominaisuuksia. Esimerkiksi
on vaikeaa muodostaa korkean sitoutumisaffiniteetin aptameerejd, silld aptameerit ovat varautuneet
negatiivisesti ja ne sitoutuvat huonosti esimerkiksi proteiinikohteisiin, joissa ei ole positiivisesti

varautuneita kationialueita. [7,8]



Aptameerien spesifisyyteen vaikuttavat pH ja ionivahvuus, mitkd voivat rajoittaa aptameerien
kiyttod bioanalyyseissd. [1] Hianik et al. tutkimuksessa pH:n ja ionivahvuuden vaikutusta
aptameerin  sitoutumisaffiniteettiin  tutkittiin  hyodyntdmallda detektiossa elektrokemiallisia
indikaattoreita ja kvartsikristalli-mikrovaakaa (QCM). Tutkimuksessa huomattiin, ettd pH pitda ylla
aptameerin kolmiulotteista rakennetta, ja ettd Na'-ionit heikensivdt trombiinin sitoutumista
aptameeriin, johtuen luultavasti ionien suojaavasta vaikutuksesta aptameerin sidoskohdissa. [9]
Aptameerien spesifisyyteen voi vaikuttaa my0s muutos ympdéristdssd: aptameeri tunnistaa
kohteensa paremmin in vitro -valintakokeen puskurissa kuin soluympéristossd. [10] Korkea
sitoutumisaffiniteetti ja spesifisyys voivat sulkea toisensa pois aptameerien valmistuksessa, silld eri
vaiheissa karsiutuu pois yhdisteitd, joilla on samanlaisuuksia kohteen rakenteen tai kemiallisten

ominaisuuksien kanssa, jolloin tarvittavia yhdisteitd voi jaada pois. [11]

Lampotila vaikuttaa myos paljon aptameerien sitoutumistehokkuuteen, silld lampdétilan nousu
saattaa hiiritd aptameerien sekunddiristen ja tertiddristen rakenteiden muodostumista, joiden avulla
ne sitoutuvat kohteeseensa. [12,13] Myds aptameerien stabiilisuudessa on puutteita. Lampdtila
kithdyttdd myds aptameereille soluissa tapahtuvia endo- ja eksonukleaasientsyymeistd johtuvia
hydrolyysireaktioita. [14] Liséksi pienet aptameerit poistuvat liian tehokkaasti kehosta esimerkiksi

munuaisten toimesta, miké haastaa aptameerien kdyton hoidollisissa in vivo -sovelluksissa. [2]

Néitd heikkouksia voidaan kuitenkin parantaa muokkaamalla aptameereja kemiallisesti. Aion
opinndytetydssdni perehtyd juuri erilaisiin kemiallisesti muokattuihin aptameereihin ja niiden

valmistusmenetelmiin, sekd aptameerien sovelluksiin.

2. Muokkausmenetelmié

2.1 post-SELEX

Muokkaamattomat aptameerit ovat alttiita nukleaasien aiheuttamalle in vivo -hajoamiselle, ja ne
my0ds poistuvat liian nopeasti kehosta munuaisten toimesta. Néitd heikkouksia voidaan kuitenkin
lievittdd muokkaamalla aptameereji post-SELEXilld, jolloin aptameereihin voidaan lisétd
kemiallisesti modifioituja yksikoitd kuten 2’-F, 2°-OMe- tai LNA-nukleotideja. Nukleaasien
aitheuttamaa hajoamista vastaan voidaan aptameerin 2’-OH-ryhma korvata joko fluoriatomilla (2’-

F) tai metoksi- (2°-OMe) ja aminoryhmilld (2°-NH>). [2]



Munuaisten suodattamista vastaan voidaan aptameeriin liittdd pienid molekyyleja kuten esimerkiksi
kolesterolia [15] tai PEG:td (polyetyleeniglykoli), silli nimé molekyylit lisddvat merkittavasti
aptameerien kestidvyyttd in vivo. [16] PEG-yksikot ovat myrkyttomiéd ja amfifiilisid polymeereja,
jotka liitetddn joko aptameerin 3°- tai 5’-padhdn post-SELEXilld. [17] Muita esimerkkejd post-
SELEX modifikaatioista, jotka hidastavat suodattumista, ovat 3’-biotiini-strepatavidiini (SA)

biokonjugaatti, liposomit, proteiinit, dendrimeerit seké epdorgaaniset nanopartikkelit. [20-29]

SELEXin jédlkeinen aptameerin kemiallinen muokkaaminen tapahtuu kiintedn faasin
oligonukleotidisynteesilld. Tdima muokkaus kohdistuu oligonukleotidien siséisiin osiin tai sen 3’- ja
5’-péihin. [30] Automatisoidussa kiintedn faasin oligonukleotidisynteesissd aktivoidut ja muokatut
fosforiamidiitti-yksikot liitetddn perdkkéin kasvavaan oligonukleotidiketjuun alkaen ensimmaiisesta

immobilisoidusta nukleosidista. [31,32]

Kun synteesi on valmis, oligonukleotidit irrotetaan kiintedstd kantajasta ja samalla poistetaan
nukleoemiksen suojaryhmit kasittelemélld niitd ammoniakin vesiliuoksella. Jotta saataisiin puhtaita

oligonukleotideja tiytyy ne lopuksi puhdistaa HPLC:114 tai geelielektroforeesilla. [2]

2.2 ExSELEX

ExSELEX-valintaprotokollalla kehitetdin aptameereja, joilla on laajennettu geneettinen koodi.
[7,33] Téassd protokollassa kaksijuosteiset oligonukleotidit viedddn kiintedfaasisysteemilld
spesifisiin ja ennalta maérattyihin paikkoihin DNA-kirjastoissa. Naitd kaksijuosteisia nukleotideja
siséltdavid DNA-kirjastoja voidaan timén jdlkeen inkuboida kohteella ja talteen otetut sekvenssit

monistetaan PCR:114 kuudella nukleosiditrifosfaatilla. [12,34]
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Kuva 1. Muutama esimerkki kemiallisesti modifioiduista aptameereistd. A) 2’-metoksi-RNA: OH-
ryhmd on korvattu metoksiryhmilld. B) Fosforotioaatti-DNA/RNA: Yksi fosfaatin hapista on
korvattu rikilld. C) 2’-amino-RNA: OH-ryhma on korvattu aminoryhmaélld. Mukailtu 1dhteesta [2].

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

Aptameerien tukirakennetta voidaan muokata kemiallisesti hyodyntdmailld kiintedfaasisynteesii.
Tamai post-SELEX-muokkausmenetelma on hyddyllinen, kun halutaan tuottaa aptameereja suurella
skaalalla. Kuitenkin tdssd menetelméssd modifioitujen aptameerien, joilla on samat Kg-arvot kuin
modifioimittomilla vastineilla, tunnistamiseen vaaditut SAR-tutkimukset eivdt ole tdysin
luotettavia. Lisdksi joidenkin synteesivaiheiden ankarat olosuhteet eivdt sovellu tietyille
funktionaalisille ryhmille ja muutenkin oligonukleotidien kiintedfaasisysteemi soveltuu vain

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

Nédméd ongelmat voitaisiin ratkaista dN*TP:iden entsymaattisella polymeroinnilla, jossa
syntetisoidaan polymeerejd biosynteettisten reittien kautta eristettyjen entsyymien avulla. Talloin
(d)N*TP:itd kaytetddn vektoreina DNA:n ja RNA:n modifioinnissa edellyttden, ettd polymeraasit
hyvéksyvit ne substraateiksi. [35-39]

dN*TP:iden entsymaattisen polymeroinnin avulla nukleiinihappoihin voidaan liittdd esimerkiksi
aminohappomaisia ryhmid, siirtymidmetallien ligandeja ja metallikomplekseja, karboraania,
organokatalyysid vilittdvid sivuketjuja, lukittuja ja modifioituja sokerinukleotideja, seka
entsyymejd. [40-49] Tiélla metodilla voidaan syntetisoida sekd yksi- ettd kaksijuosteisia
sekvenssejd. [50] Tdmé modifioitu SELEX-ldhestymistapa on varteenotettava menetelmad, silla tassa

syntyvét aptameerit eivit vaadi SAR-tutkimuksia jalkikédteen. [51,52]
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Kuva 2. Esimerkkeji sokerimuokatuista dN*TPs:td. A) TNA; B) 4’-tio-N*TP; C) FANA. Mukailtu
lahteesta [2].

AEGIS-SELEX kayttdd luonnottomia nukleotidien muotoja, epistandardeja P:té ja Z:taa, normaalin
neljddn emikseen perustuvan kirjaston lisdksi. Tamé lisdd sekvenssien monimuotoisuutta ja
laajentaa siten valintatehoa. Télld menetelmdlld voidaan luoda aptameereja, jotka pystyvit
sitoutumaan proteiinien hydrofobisiin onteloihin. Lisédksi télld menetelmélld luoduilla aptameereilld

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

AEGIS-SELEX:ssd modifioitujen nukleotidien sijainti sekvenssissd selvitetdéin vaihtoehtoisella
sekvensointiprotokollalla. Tadssd protokollassa valintakokeesta perdisin oleva rikastettu populaatio
monistetaan PCR-menetelmélld kéyttden neljdd luonnollista dNTP:td sekd dPTP:td ainoina
modifikaatioina. Kaikki populaation dZ:at ohjaavat dP-nukleotidien sisdllyttdmisté, jolloin dZTP:n
puuttuminen liittd4 virheellisesti luonnolliset dT:n ja dC:n sekvenssissd kaikkia dP-nukleotideja

vastapadtd. [53]

SELMA-metodissa jdljitellddan hiilihydraatti-proteiini-vuorovaikutuksia. [54] Téssd metodissa
modifioituja DNA-kirjastoja luodaan korvaamalla dTTP DNA-hiusneulamallien alustavissa
pidennysreaktioissa 5-etynyyli-dUTP:114. [55] SELMA:n etuja ovat fenotyypin ja genotyypin
vidlinen ero, mikd poistaa tarpeen muuttaa modifioitu DNA modifioimattomaksi DNA:ksi. Lisédksi

sen etuna on mahdollisuus liittd4 kovalenttisesti suuria modifikaatioita oligonukleotideihin. [56]
Etynyyliyksik6illd varustettua DNA-kirjastoa voidaan muokata my0s napsautusreaktioilla

anindoliatsidin  kanssa. Tédssd metodissa modifioitua DNA-kirjastoa altistetaan useille

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

Emaédsmodifioituja DNA-kirjastoja voidaan luoda myds DNA-ligaaseilla AN*TP:iden polymeroinnin
sijaan. LOOPER-menetelméssd 5’-fosforyloidut pentanukleotidit, jotka sisdltdvdit yhden CS8-
modifioidun adenosiininukleotidin kodonia kohden, siséllytetidn T4-DNA-ligaasiin. [58,59]
LOOPERissa kéytetddn C8-modifioituja adenosiininukleotideja, koska ne omaksuvat syn-
konfiguraation N-glykosidisidoksen ympdrilld. Tdma heikentdd dupleksien ldmpdstabiilisuutta ja
lisdd samanaikaisen ligaatioreaktion tarkkuutta. [58,60] Kuitenkin tdimd SELEX-protokolla vaatii

yhd mDNA:n muuntamista modifioimattomaksi DNA:ksi PCR:114. [61,62]

3. Aptameerien kemialliset modifikaatiot

Kemiallisesti modifioidut aptameerit tarkoittaa aptameereja, joihin on lisétty funktionaalisia ryhmié,
joita ei esiinny luonnollisissa nukleotideissd. Aptameerien kemiallinen modifiointi antaa niille
useita spatiaalisia konformaatioita ja lisdd niiden affiniteettia kohdemolekyyleihin, mikd antaa

aptameereille uusia kdyttomahdollisuuksia. [1]

3.1 Fosfaattimodifikaatiot

Fosfaattirungon kemialliset modifikaatiot eivdt ole yhtd monipuolisia kuin nukleoemiksen ja
sokeriyksikoiden modifikaatiot. a-Fosforotioaatit ovat yleisin fosfaattimodifikaatio, joka voidaan
lisdtd aptameerisiin tukirakenteisiin joko post-SELEXilld tai sisdllyttdmalld a-tio-(d)N*TP:t
valintaprotokollaan. a-tio-(d)N*TP:iden synteesin aikana muodostuu kaksi diastereomeerid: [Sp] ja
[Rp]. Useimmat DNA- ja RNA-polymeraasit hyviksyvét vain [Sp]-konfiguraation substraatit. [Rp]-
fosforotioaattia sisdltdvid oligonukleotideja saadaan, kun polymerisaatioreaktioissa tapahtuu

konfiguraation inversio. [63]

Fosforotioaateissa yksi fosfaatin ei-silloittavista hapista on korvattu rikilld, mikd parantaa
aptameerien  vastustuskykyd  nukleaasien  katalysoimaa  hajoamista  vastaan. [64,65]
Fosforoditioaattimodifikaatiossa, eli PS2-modifikaatiossa, molemmat ei-silloittavista hapista on
korvattu  rikkiatomeilla. [66,67] Aptameerien PS2-modifikaatiot lisddvit aptameerin

sitoutumisaffiniteettia sekd nukleaasihajoamisen vastustusta. [68]

3.2 Sokerimodifikaatiot
Post-SELEXill4 voidaan liittdd aptameereihin myds sokerimuokattuja nukleotidianalogeja kuten

HNA:ta (Hexitol Nucleic Acid) tai muokattuja LNA-nukleotideja. [69,70] Synteettisid geneettisi
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polymeerejd, joissa on sokerimodifikaatioita (kuten FANA, LNA, HNA ja TNA), kutsutaan usein
XNA:ksi, eli ksenonukleiinihapoiksi. [71,72]

LNA-yksikoitd (Locked Nucleic Acid) voidaan lisdtd aptameerisekvensseihin post-SELEXin
optimointivaiheessa, joka vaatii rakenne-aktiivisuussuhteen (SAR, structure-activity relationship)
tutkimuksia. Néissd tutkimuksissa LNA-yksikoitd lisdtddan aptameerien rakenteellisiin
elementteihin, kuten runkoon tai silmukoihin, minka jilkeen tutkitaan ndiden lisdyksien vaikutuksia
aptameerien sitoutumisaffiniteettiin. Vain mutantit, joilla on parhaat sitoutumsiaffiniteetit,

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

Kun RNA:ta jdljittelevia LNA-yksikkdja listdtddn DNA- tai RNA-aptameereihin, ne lisdavét
dupleksien  ldmpdostabiilisuutta.  LNA:ssa  sokeri  saadaan  C3’-endo-konfiguraatioon
metyleenilinkkerin avulla, joka yhdistdd O2’:n sokerin C4’-asemaan. [75] Tamén kaiken lisdksi
LNA:n lisdédminen on osoittanut parantavan oligonukleotidien vastustuskykyd nukleolyyttistd

hajoamista vastaan. [76,77]

UNA (Unlocked Nucleic Acid) on asyklinen RNA:n analogi, josta puuttuu C2’-C3’-sidos. [78]
Taméd rakenne tekee UNA:sta joustavamman, mutta se toisaalta myos laskee muokattujen
dupleksien lampostabiilisuutta. [79] UNA-modifikaation joustavuutta ja rajallista rakenteellista

vaikutusta duplekseihin voidaan hyodyntda sitoutumisaffiniteetin parantamisessa. [80]

FANA on 2’-deoksi-2’-fluori-B-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 sekd komplementaarisiin DNA- etti RNA-

sekvensseihin. [82]

1,5-anhydroheksitolinukleiinihapot, eli HNA:t, ovat sokerimodifikaatioita, joissa (deoksi)riboosi on
korvattu  kuusijdseniselld heksitoliosalla. [83] HNA muodostaa stabiileja  duplekseja
komplementaaristen HNA-, RNA- ja joissain méiédrin myds DNA-sekvenssien kanssa. Se on myds

resistentti nukleaasien aiheuttamalle hajoamiselle. [84]

Kun nukleiinihapon riboosista poistetaan yksi hiili, saadaan luonnotonta sokeria treoosia sisiltiva
TNA, eli a-L-treoosinukleiinihappo, joka on RNA:n analogi. TNA muodostaa stabiileja duplekseja
DNA:n, RNA:n ja itsensd kanssa. Silld on myds korkea biologinen stabiilisuus. [85,86]
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3.3 Spiegelmeerit

Spiegelmeerit ovat aptameereji, jotka koostuvat D-DNA- ja RNA-rungon sijaan L-rungosta, joka
on peilikuva villityypin nukleiinihapoille. [87,88] L-nukleotidimuokkaus aptameereissa tekee niistad
stabiilimman plasmassa ja veriseerumissa, sekd tekee niistdi immunologisesti passiivisia, silld
immuunijarjestelmé eivitkd nukleaasit tunnista nukleiinihappojen peilikuvia. [89] Siis D-riboosin

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

Spiegelmeerejd valmistetaan kaksivaiheisella SELEX-post-SELEX-protokollalla. Ensimmaisessa
vaiheessa D-aptameerit valitaan SELEXilld kéyttdmalld synteettisid kohteita, jotka ovat halutun
kohteen enantiomeerejd. Seuraavaksi hyddynnetddn post-SELEXid, jossa aptameerit muutetaan
vastaaviksi L-oligonukleotideiksi kdyttamalld L-fosforamidiittia. [90] Spiegelmeerien kohteena voi
olla proteiinien lisdksi luonnollinen D-RNA, koska L-nukleiinihapot eivdt pysty sitoutumaan

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

3.4 ApDCs

Kemiallisesti muokattuja aptameerejd on padosin kdytetty hoidollisissa sovelluksissa, silld ne ovat
parantaneet spesifisyyttd ja ehkéisseet sivuvaikutuksia. [92] Kuitenkin aptameerien hyva
sitoutumisaffiniteetti ja alhainen vuorovaikutus kohteen ulkopuolella tekevit aptameereistd hyvid

vaihtoehtoja my0s ladkkeiden ohjaamiseen niille tarkoitettuihin kohteisiin. [27,93-95]

Naita ladkkeitd kuljettavia aptameerejd kutsutaan ApDC:ksi (Aptamer Drug Conjugates).
Tavallisesti ApDC:t sisdltaviat muokkaamattomia DNA- tai RNA-aptameereisekvenssejé, jotka on

kytketty lddkelastiin joko suoraan tai epasuorasti linkkeriyksikon kautta. [96]

3.5 siRNA-aptameerikonjugaatit

On myos kehitetty siRNA-aptameerikonjugaatteja, joissa on muokattuja nukleotidejd. siRNA:t ovat
spesifisid ja niilld on alhainen immunogeenisyys. [97] Kuitenkin niilli on kuljetusongelmia
plasmasta soluihin ja my0ds kohteen ulkopuoliset vaikutukset. [98] On kuitenkin huomattu, etti
siRNA:n kimeerinen konjugointi modifioituihin aptameereihin lisdd siRNA:n terapeuttista tehoa.
[99] siRNA-aptameerejd on kéytetty esimerkiksi HIV-1:n, munasarjasyovén sekd papilloomavirus
E6:n ja E7:n hoitoon. [99-101]

3.6 SOMAmeerit
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Aptameerit ovat negatiivisesti varautuneita molekyylejd, joten niiden sitoutuminen negatiivisesti
varautuneeseen proteiiniin tai proteiiniin, jolla ei ole kolmiulotteista sitoutumisepitooppia, on

huono. Tdmin vuoksi on kehitetty SOMAmeereja. [4]

SOMAmeerit valmistetaan siséllyttiméllda SELEX-protokollaan dUTP-analogeja, jotka on
varustettu hydrofobisilla linkitetyilld C5-amidisivuketjuilla luonnollisen vastineen sijaan.
Modifioidut sivuketjut luovat hydrofobisia pintoja, jotka vuorovaikuttavat proteiinikohteissa

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

3.7 BAB

SELEXissd on kéytetty aminohappomaisten sivuketjujen sijaan myo0s yliméardisilla
nukleiinihappoeméksilld  varustettuja trifosfaatteja eli  emikseen-liitetty-eméds (BAB) -
modifikaatiota. [106,107] Kun dUTP:hen lisdtdén ylimddrdinen adenosiinin nukleoemais, se antaa
modifioiduille DNA-kirjastoille lisdd vuorovaikutusmahdollisuuksia sekd vetysidosverkkoja
aptameerien sitoutumistehokkuuden parantamiseksi pieniin molekyyleihin. [108] My06s muita
funktionaalisia ryhmié, jotka eivét ole aminohapon tai nukleiinihapon kaltaisia, kuten esimerkiksi

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

3.8 Nukleoemédsmodifikaatiot

Modifikaation sijainnin valinta nukleoeméksessd miadrdytyy empiiristen sddntjen mukaan.
Esimerkiksi pyrimidiinien C5-asemaan ja 7-deatsapuriinien 7-asemaan jdykkien alkynyyli- tai
alkenyylilinkkerihaarojen kautta liitetyt funktionaaliset ryhmit johtavat siihen, ettd lukuisat DNA-
polymeraasit hyviksyvit substraatit paremmin. [44,110,111]

Nukleoemiksen tasolla tehdyt modifikaatiot voivat lisdtd aptameerien affiniteettia lisddmalla
vuorovaikutuksia kohteiden kanssa ja luomalla uusia, sekd sekundddrisid ettéd tertididrisia laskoksia
ja rakenteita. [112] Lisdksi, jos nukleoemékseen lisdtddn hydrofobisia tdhteitd, se vaikuttaa
aptameerien stabiilisuuteen positiivisesti, silld nukleaasivilitteiset hajoamiset vihenevét. [113,114]

Hydrofobiset sivuketjut vihentdvit my0s aptameerien poistumaa munuaisten kautta. [115]
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Kuva 3. Aptameereja, joilla on hyvd nukleaasiresistenssi. A) UNA; B) LNA; C) Spiegelmeeri.
Mukailtu ldhteestad [2].

4. Kemiallisesti modifioitujen aptameerien sovelluksia

Tavallisimmat  kéyttokohteet kemiallisesti modifioiduille aptameereille ovat lddkkeet,
ladkkeenkuljetus sekd muut hoidolliset sovellukset. Aptameereja voidaan lisdksi kéyttdd myos

esimerkiksi biosensoreina ja biomarkkereina.

Biosensoria, jossa on aptameeri tunnistuselementtind, kutsutaan aptasensoriksi. Né&itd voidaan
rakentaa eri menetelmilld, ja niitd on moniin eri tarkoituksiin, kuten sdhkokemiallisiin, optisiin ja
massaherkkyyttd vaativiin sovelluksiin. [5] Niitd voidaan kéyttdd esimerkiksi diagnostiikassa ja
detektioteknologiassa. Aptasensorissa on yleensd aptameerinen osa, jota on muokattu
transduktiivisella elementilld. Tdm&d 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. Néitd koettimia ovat esimerkiksi fluoreseiini, Tb(IIl), ferroseeni ja

Ru(Il)-kompleksit. [116-119]

Aptameerien kemiallinen post-SELEX-funktionalisointi biosensoritarkoituksiin tdhtdd péddasiassa
ndiden oligonukleotidien ankkurointiin tai immobilisoimiseen pinnoille. [27] N&mid metodit
siséltdvdt biotinylaation tai 3°- tai 5’-tioli- tai aminotéhteiden liittdmisen suoraan
kultananopartikkeleihin, kvanttipisteisiin tai grafeenioksidiin, sekd pyreenileimauksen ei-
kovalenttista kytkentdd varten grafeeniin. [120-124] Aptameerit saadaan immobilisoitua eri
pinnoille liittdmilld aptameerien péihin erilaisia funktionaalisia ryhmid. Joitain nukleoemads- ja

15



sokerimodifioituja sekvenssejd kidytetddn parantamaan biosensorien kapasiteettia. Esimerkiksi
Spiegelmeerejd  kdytetddn, kun tarvitaan nukleiinihappoja, jotka ovat emés- tai

nukleaasiresistenttejd. [125]

Biomarkkereilla saadaan runsaasti tietoa niiden kohteista, mikd auttaa diagnosoimaan sairauksia
tarkemmin. Siksi niiden kanssa kiytetddn aptameereja, jotka pystyvit tunnistamaan kohteensa
spesifisesti, ja niitd voidaan myos kiyttdd sairauksien havaitsemisessa. Jotkut biomarkkerit eivét
kuitenkaan 10ydd vastaavia aptameerejd luonnollisia nukleiinihappoja seulomalla. Aptameerien
muokkaaminen kemiallisesti mahdollistaa niiden useat spatiaaliset konformaatiot, miki taas lisdd

haluttujen nukleiinihappoaptameerien seulonnan todennékoisyytta. [1]

Kemiallisesti modifioituja aptameerejd voidaan soveltaa esimerkiksi syovian hoidossa. Tavallisesti
syopdin kaytetyt lddkkeet tappavat myos jonkin verran terveitd soluja. Kuitenkin kemiallisesti
modifioidut aptameerit ovat hyvin spesifisid, joten ne voidaan kohdistaa hyvin sydpésoluihin.
Talloin spesifiset aptameerildikkeet eivét aiheuta samoja sivuvaikutuksia kuin ladkkeet, joita ei

voida kohdistaa suoraan syopésoluihin. [1]

Aptameereihin voidaan liittdd lisdksi nukleoemédsmodifikaatioita, kuten esimerkiksi SOMAmeereja.
[126] Jotta aptameerit voivat havaita mikroympériston rakenteellisia muutoksia, niissd tulee olla
fluoresoivia emismodifikaatioita, joiden havaitseminen perustuu emissio-ominaisuuksiin. [127]
Aptameereihin perustuvia sensoreita on tirked kehittdd, silld niitd voidaan kayttdd esimerkiksi

hoitopaikkapisteiden diagnostisissa sovelluksissa. [2]

Kemiallisesti modifioitujen aptameerien sovelluksia

<A Biokuvantaminen

Ladkkeenkuljetus

Kemiallisesti
Sairauksien modifioidut
diagnosointi aptameerit

Kuva 4. Muutamia tirkeimpid kemiallisesti modifioitujen aptameerien sovelluksia. Mukailtu

lahteesta [5].
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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 tdhdn 16ytyy niiden funktionaalisista
ryhmistd, joiden avulla aptameerit muodostavat stabiileja vetysidoksia ja erilaisia aktiivisia kohtia.
Aptameerien kemiallinen muokkaus funktionaalisilla ryhmilld aiheuttaa aptameereissa
konformaatiomuutoksia. Néin funktionaalisten ryhmien lisddminen aptameereihin lisdd niiden

ominaisuuksia. [1]

Aptameerien modifiointi voidaan saavuttaa joko tdydentdmilld satunnaisia kirjastoja
funktionaalisilla ryhmilld suoraan SELEX-protokollalla tai post-SELEXin kiintedfaasisynteesillé.
Post-SELEXilld  voidaan  ottaa  kéyttoon  fosforotioaattiyksikot,  joilla  parannetaan
nukleaasihajoamisresistenssid. Silld voidaan myos liittdd aptameereihin kemiallisia kokonaisuuksia,

jotka vahentivit munuaissuodatusta. [2]

Suuremmat modifikaatiot aiheuttavat kuitenkin usein pienid rakenteellisia muutoksia, jotka
héiritsevit aptameerien sitoutumistehokkuutta. Post-SELEXin optimointi vaatii timén takia SAR-
tutkimuksia sellaisten mutanttien tunnistamiseksi, joilla on hyvéksyttivd sitoutumiskyky. Kun
funktionalisoidut kirjastot sisédllytetiin SELEX-protokollaan, syntyville aptameereille ei tarvitse
tehdd SAR-tutkimuksia, ja ne voidaan samalla varustaa kemiallisilla kokonaisuuksilla, jotka
suosivat vuorovaikutusta niiden kohteiden kanssa. SELEXilld syntetisoituja aptameereja, joissa on

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

Kemialla on tdrked rooli kehitettidessd tulevaisuuden modifioituja aptameereja, joilla on paremmat
ominaisuudet seki lddkkeenkuljetuksessa ettd 1ddkkeind. Nukleiinihappokemian kehittyminen auttaa
kuromaan umpeen aptameerien ja vasta-aineiden vilistd kuilua ja my0s edesauttaa aptameerien
sisdllyttdmistd kliinisiin ja kaupallisiin sovelluksiin. [2] Lisdksi on tirkedd kehittdd uusia
aptameereja ja jatkaa niiden tutkimista, ja myds kehittdd tehokkaampia menetelmid kemiallisesti
muokattujen aptameerien valmistamiseksi, jotta voimme hyddyntdd aptameereja yha

tehokkaammin.
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