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Aptamerlerin Terapotik Uygulamalari

Therapeutic Applications of Aptamers

OZET Niikleik asit aptamerleri hedeflerine yiiksek spesifiklik ve afinite ile baglanabilen tek iplikli DNA
veya RNA molekiilleridir. Antikorlar ile benzer baglanma 6zelliklerine sahip olan aptamerler, sahip ol-
duklari ¢esitli avantajlar nedeni ile antikorlara tstiinliik saglamaktadir. Aptamerler, kimyasal antikorlar
olarak da isimlendirilmektedir. Aptamerler, antikorlardan farkli olarak non-immiinojenik hedeflere kars:
gelistirilebilir ve kimyasal sentez ile iiretilebilir. Aptamerler diisiik maliyet, kimyasal modifikasyon ko-
laylig1, transport igin soguk zincir gerektirmeme, lotlar arasi farklanma gériilmemesi ve diisiik immii-
nojenite gibi 6zellikleri nedeni ile antikorlara alternatif molekiillerdir. Kanser, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde, molekiiler goriintiileme veya ilaglarin hedefli
tasinimi i¢in aptamer tabanli yaklagimlar ilgi ¢ekmektedir. Bununla birlikte, niikleaz degradasyonu, tok-
sisite ve renal filtrasyon aptamerlerin terapétik olarak kullanimini sinirlandiran faktorlerdir. Bu sorun-
larin ¢6ziimii i¢in aptamer yapisinda kimyasal modifikasyonlar gergeklestirilmektedir. Aptamerlerin ilag
endiistrisindeki pay1 antikorlara kiyasla oldukg¢a sinirli olmakla birlikte, aptamerler gelecekteki terapo-
tik uygulamalar i¢in umut verici molekiillerdir.

Anahtar Kelimeler: Tanisal goriintileme; aptamerler, niikleotid

ABSTRACT Nucleic acid aptamers are single-stranded DNA or RNA molecules that can bind their tar-
gets with high affinity and specificity. Aptamers show antibody-like binding properties and are superior
to antibodies as they confer some advantages. Aptamers are also called chemical antibodies. Unlike an-
tibodies, aptamers can be developed against non-immunogenic targets and produced by chemical syn-
thesis. Aptamers are alternative to antibodies due to their low cost, ease of chemical modification, no need
for cold chain to transport, no lot to lot difference, and low immunogenicity. Aptamer-based approaches
attract interest in diagnosis and therapy of diseases such as cancer, bacterial and viral infections, as well
as in molecular imaging and targeted drug delivery. However, nuclease degradation, toxicity, and renal
filtration are factors that limit the therapeutic use of aptamers. Chemical modifications on the aptamer
structure are performed to solve those problems. Although the share of aptamers in pharmaceutical in-
dustry is limited compared to antibodies, aptamers are promising molecules for future therapeutic ap-
plications.

Keywords: Diagnostic imaging; aptamers, nucleotide

I APTAMERLER VE SELEX TEKNOLOJISI

ptamerler hedeflerine yiiksek spesifiklik ve afinite ile baglanabilen tek iplikli

DNA veya RNA molekiilleridir. Aptamerlerin spesifik bir ii¢ boyutlu yapiya

sahip olmalar1 hedeflerine baglanmalarinda kritik 6neme sahiptir.! Aptamerle-
rin hedefe baglanmalarinda yap1 uyumlulugu, aromatik halkalarin istiflenmesi, Van der
Waals kuvvetleri, hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler gibi non-kovalent etkilesim-
ler rol oynamaktadir.? Aptamerler SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Expo-
nential Enrichment) ad1 verilen bir proses ile gelistirilirler.3# Ilk aptamer 1990 yilinda iki
farkli grup tarafindan tanimlanmigtir.> Bu tarihten itibaren pek ¢ok farkli hedef i¢in ap-
tamer gelistirilmistir. Bu hedefler arasinda kii¢iik molekiiller, proteinler, canli hiicreler
ve dokular yer almaktadir.”? Sekil 1°de sematize edildigi gibi, SELEX yonteminde, 20-

45


https://orcid.org/0000-0002-4550-3889
https://orcid.org/0000-0001-6676-4888

Ezgi Man ve ark.

Aptamerlerin Terap6tik Uygulamalar

Primer Primer
baglanma baglanma
bolgesi bélgesi

Random bolge (20-80 nt)

NSV
\
random diziler ~ hedef

|

SELEX

1. inkiibasyon
2. Yikama

3. Elusyon

4. Amplifikasyon ey

|
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7-20 kez

SEKIL 1: SELEX akis semas!.

80 niikleotidlik rastgele bir bdlge ile bu bolgenin 5 ve 3’
uclarinda sabit primer baglanma bdlgeleri i¢eren tek iplikli
DNA (ssDNA) veya RNA kiitiiphanesi kullanilir. Random
dizilerden olusan baglangic¢ kiitiiphanesindeki toplam dizi
sayis1 10'2-10"° arasinda degismektedir. SELEX’in ilk tu-
runda random kiitiiphane ve hedef uygun kosullarda inkiibe
edilir. Ardindan, hedefe baglanmayan diziler uzaklagtiri-
lir. Hedefe bagh diziler eliie edilir ve ssDNA durumunda
PCR ile, RNA durumunda RT-PCR ile ¢ogaltilir. Bu dongii
7-20 kez tekrar edilir. Ilerleyen SELEX turlarinda hedefe
baglanan niikleotid dizilerinde bir zenginlesme gercekle-
sene kadar prosese devam edilir. Sonugta, hedefe yiiksek
spesifiklik ve afinite ile baglanabilen aptamerler elde edi-
lir. Hedefe baglanan diziler i¢in dizi analizi gerceklestiri-
lir ve aptamerlerin baglanma 6zellikleri karakterize edilir."!

Aptamerler, antikorlar ile benzer baglanma 6zellikleri
gosterirler ve antikorlara kiyasla pek ¢ok avantaja sahiptir-
ler.!? Niikleik asit yapili aptamerler antikorlardan farkl ola-
rak kimyasal sentez ile iiretilebilir ve hedefe spesifik
aptamerlerin se¢imi i¢in in vitro bir proses kullanilir. Anti-
kor iiretiminde ise canlida bagisiklik tepkisine ihtiya¢ du-
yulmaktadir. hedef molekiil
immiinojenik hem de non-toksik olmalidir.'> Aptamerlerin
gelistirilme siirecinde hayvanlara, hiicrelere veya in vivo ko-

Bunun yaninda, hem

sullara ihtiyag duyulmaz. immiinojenik olmayan kiigiik mo-
lekiillere karsi da spesifik aptamerlerin gelistirilmesi
miimkiindiir. Diger bir {stiinliik, aptamerlerin protein ya-
pil1 antikorlar i¢in uygun olmayan kosullarda kararli olmasi
ve transport i¢in soguk zincir gerektirmemesidir. Diigiik im-
miinojenite ve diistik toksisite dzelliklerine sahip aptamer-
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ler, canli sistemler igin gilivenli molekiillerdir. Antikorlar
ise canlida negatif bir immiin yanita neden olabilirler. Ap-
tamerler kiigiik molekiillerdir ve doku bariyerlerine etkili
bir sekilde niifuz edebilirler; hiicre i¢i ve yiizeyinde etkili
olarak kullanim potansiyeline sahiptirler.'* Aptamerler, tim
bu iistiin 6zellikleri ile antikorlara milkemmel alternatifler-
dir. Son yillarda aptamerler ve SELEX teknolojisi ¢ok daha
fazla ilgi gormektedir.’> Aptamerler biyomedikal alanda,
Ozellikle kanser ve bulasici hastaliklarin tani ve tedavisinde
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Sekil 2°de aptamerle-
rin baz1 kullanim alanlar1 6zetlenmistir.

I MOLEKULER GORUNTULEMEDE APTAMERLER

Molekiiler goriintiileme gen ekspresyonu, molekiiler tra-
fik, lokalizasyon ve molekiiler etkilesimler gibi farkli mo-
lekiiler olaylart incelemek amaci ile yaygin olarak
uygulanmaktadir.'® Molekiiler gortintiilemede belirli bir he-
defin veya biyolojik siirecin izlenmesi i¢in spesifik prob-
lardan yararlanilir. Bu goriintiileme problari, bir fizyolojik
stireci veya hiicresel biyobelirtecleri hedefleyerek islev
goriir. Gortintiileme probu, hiicresel biyobelirteclere yiik-
sek hassasiyet, spesifiklik ve afinite ile baglanabilmeli ve
biyolojik hedefleme 6zelligine sahip olmalidir. Aptamerler
sahip olduklar1 6zellikler nedeni ile molekiiler goriintiile-
mede kullanim potansiyeli yiiksek molekiillerdir.!” Mole-
kiiler goriintiilemede genellikle spesifik antijenleri
hedefleyen antikorlar veya bunlarin tiirevleri kullamlir. Bu-
nunla birlikte, hedef spesifikligi ve kararlilik agisindan, ap-
tamerler prob olarak kullanim i¢in ideal o6zelliklere
sahiptirler.'® Aptamer tabanli problar kullanilarak ¢esitli
hastalik belirteglerinin non-invazif gériintiilenmesi, lezyon
tespiti, hasta siniflandirmasi, yeni ilag gelistirme/dogru-
lama, tedavi izleme, doz optimizasyonu gibi bir¢ok potan-
siyel klinik uygulama gergeklestirilebilir. Aptamer tabanl
molekiiler goriintiileme, giderek gelisen bir arastirma ala-

Terapotik
Aptasensor Diyagnostik
(Biyosensér) .
Aptamer
Gida ve Cevre Analizi ”a:::ilf'l“:':: ¢
Molekiiler
Goriintilleme

SEKIL 2: Aptamerlerin bazi kullanim alanlari.
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nidir.” Molekiiler goriintiilemeye iligkin temel akis semasi
Sekil 3’te sematize edilmistir.

Optik goriintiileme (floresans ve biyoliiminesans),
manyetik rezonans goriintiilleme (MRI), pozitron emisyon
tomografisi (PET), tek foton emisyonlu bilgisayarl tomo-
grafi (SPECT), bilgisayarli tomografi (CT) ve ultrason
(US), kanserin tespiti, karakterizasyonu ve terapotik mii-
dahale sonrasi yanitlarin degerlendirilmesinde kullanil-
maktadir. In vivo goriintiileme amaci ile, DNA aptamerleri
(anti-niikleolin, anti-MUCI1, anti EGFRVIII, kanser hiicre-
sine spesifik aptamerler) ve RNA aptamerleri (anti-PSMA
aptamer), prob olarak preklinik agsamada basari ile kulla-
nilmigtir.?’ Bu nedenle, aptamerler hastaliga 6zgii hedef-
leri ayirt etmek i¢in hedefli goriintiileme ajanlar1 olarak
klinikte biiyiik bir potansiyele sahiptir. Ornegin, HER2’yi
ifade eden hiicrelere spesifik olarak baglanan '*F etiketli
aptamerler, BT474 farelerinin in vivo PET taramasinda ba-
sar1 ile kullanilmustir.?!

SPECT-CT ve PET-CT birgok klinikte yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda, aptamerleri de kapsaya-
cak sekilde PET-MRI, SPECT-MRI, floresan PET ve US-
PET gibi yeni goriintiileme yaklagimlarinin olusturulmasi
miimkiindiir. Yapilan ¢aligmalar, aptamerlerin hedef bol-
gelerde hizli birikim gostererek uygun ve dogru hedef-arka
plan sinyalleri verdigini gostermektedir. Aptamer temelli
molekiiler goriintiileme, dogru tani i¢in umut verici bir yak-
lagimdir.”? Aptamerler, kanserli ve normal dokularin ayirt
edilmesinde basar ile kullanilmistir.?3

ANTI-BAKTERIYEL VE ANTI-VIRAL TEDAVIDE
APTAMERLER

Bulasici hastaliklarin tedavisindeki ilerlemelere ragmen, kul-
lanilan ilaglarin yan etki gostermesi ve ilag direnci gibi so-
runlar mevcuttur.* Patojenlere veya viriilans faktorlerine
kars1 gelistirilen aptamerler, yeni terapdtik yaklasimlar icin
onemli bir potansiyele sahiptir. Bunun yaninda, aptamerler
geleneksel antibiyotiklere kiyasla daha az yan etkiye sahip
basit ve ucuz terapotik ajanlardir.>® Pandemiye neden olabi-
lecek enfeksiyonlar biiyiik kiiresel riskleri beraberinde ge-

\ Gériintiileme Yontemi

‘ » PET/SPECT
» MRI

‘ Sinyal | > M
» CT

| Sinyal domaini ‘

SEKIL 3: Molekller goriintiilemeye iliskin temel akis semasi.

tirmektedir ve bu gibi durumlarda yeni farmakolojik ajanla-
rin hizh bir sekilde gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.?
Patojenlere veya enfeksiyondan sorumlu faktorlere spesifik
yeni molekiiler tantyict molekdillerin aragtirilmasi, anti-en-
fektif ajanlarin gelistirilmesi igin anahtar stratejidir. Bu
amagla aptamerler yaygin kullanim alanlarina sahiptirler.
Yiiksek afinite ve spesifiklige sahip aptamerler, klinik tani,
cevre koruma ve gida giivenliginde geleneksel antikorlarin
yerini alma potansiyeline sahip ideal tan1 ajanlaridir. Apta-
merler, patojenlerin tayini ve gevresel kontaminasyonun iz-
lenmesi amaciyla basariyla kullanilmaktadirlar.?’

Bakterileri hedefleyen aptamerler, iki grupta sinif-
landirilmaktadir: (i) 6nceden tanimlanmis bakteri hiicre
yiizey antijenlerini veya bakteriyel viriilans faktorlerini he-
defleyen aptamerler. (ii) bilinen veya bilinmeyen molekii-
ler hedefleri kapsayacak sekilde hiicreyi hedefleyen
aptamerler. Antibakteriyel aptamerler ile ilgili ¢alismalarda
cogunlukla Mycobacterium tuberculosis, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve Esche-
richia coli hedeflenmigtir.?

Salmonella enfeksiyonu, tiim diinyada her yil mil-
yonlarca kisiyi etkilemektedir. Bu nedenle, kontamine gi-
dalarmn tiiketilmeden once tespit edilmesi halk saglig1 igin
biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu amagcla, S. typhimurium dig
zar proteinlerini hedefleyen aptamerler gelistirmis ve man-
yetik boncuklara konjuge edilen aptamerler kullanilarak
yeni bir tayin yontemi gelistirilmistir.’ Benzer bir ¢alig-
mada elektrokimyasal biyosensor tasarlanmig ve dedeksi-
yon limiti 3 CFU/mL olarak belirlenmistir.® Literatiirde
bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tani ve tedavisi amaciyla
kullanilan pek ¢ok aptamer temelli yaklasim mevcuttur.

Spesifik aptamerler kullanilarak, viral enfeksiyon
dongiisii sirasinda adsorpsiyon, penetrasyon, replikasyon,
olgunlagma ve hatta olgun virtislerin salinim agsamalarinda
yer alan viral proteinler ve mekanizmalar hedeflenebilir.
Insan immiin yetmezlik viriisii-1 (HIV-1), hepatit C viriisii
(HCV) ve grip viriisiiniin tan1 ve tedavisine yonelik olarak
aptamer temelli calismalar yapilmistir.3! HIV viral
RNA’nin transkripsiyonu i¢in 6nemli olan ve viral RNA’ya
baglanarak protein {iretimini artiran Tat proteini, HIV ta-
ramast i¢in en umut verici adaylardan birisidir. HIV-1 Tat
proteini igin spesifik bir RNA aptameri gelistirilmistir.>
Tat proteini dedeksiyonu i¢in tasarlanan aptasensdr kulla-
nilarak 1 nM dedeksiyon diizeyine ulasilmistir.® Apta-
merlerin virlislere karsi terapdtik amacl kullanimi da
miimkiindiir. Aptamerler, kimyasal yapili antiviral ajanlara
bir alternatif veya adjuvan olarak kabul edilmektedir. HIV-
1 proteinlerinin farkli bolgelerini spesifik olarak hedefle-
yen aptamerlerin, hedef hiicre ile viral fiizyonu etkili bir
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sekilde inhibe ettigi ve viral replikasyonu baskiladigi gos-
terilmistir. Viriislere kars1 gelistirilen ¢cok sayida RNA veya
DNA aptamerinin taniyici ve terapdtik uygulamalar iize-
rine ¢alismalar devam etmektedir.>*

I KANSER TEDAVISINDE APTAMERLER

Hiicre yiizey proteinlerini tantyici molekiiler problarin kul-
lanilmasi, tan1 ve tedavi ¢caligmalari i¢in bilyiik dneme sa-
hiptir.* Kiigiik ve ¢ok islevli oligoniikleotid ligandlari
olarak aptamerler, biyomedikal alanda monoklonal anti-
korlara mitkemmel alternatiflerdir. Spesifik aptamerler,
hedef proteinlerin islevini dogrudan inhibe edebilirler. Ap-
tamerler diger terapotik amaclarla veya goriintiileme i¢in
kargo-tastyici ajanlar olarak da tasarlanabilirler.®

Erken dénemde giivenilir kanser tanisi ve prognoz de-
gerlendirmesi kanser ile miicadelede oldukca kritik asa-
malardir. Bu amagla literatiirde MUC1 (mucin 1), HER2
(insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2) ve dstrojen
reseptorii gibi timdr ile iligkili bircok proteine spesifik ap-
tamerler gelistirilmistir. MCF-7 meme kanseri hiicreleri-
nin ve CCRF-CEM 16semi hiicrelerinin tespiti igin
aptamerler gelistirilmistir.’” Aptamerler, karsinoembriyo-
nik antijen (CEA) ve prostat spesifik antijen (PSA) gibi
kanser biyobelirteclerinin saptanmasi igin basariyla kulla-
nilmistir. Lenfoma, adenokarsinom, 16semi, glioblastoma
ve diger kanser tiirlerinin in vivo goriintiilenmesi i¢in ap-
tamerlerden yararlanilmistir. Aptamerler, ¢esitli terapotik
molekiillerin hedef hiicrelere ve dokulara hedeflenmesi
amaciyla hedefleyici molekiiller olarak kullanilmigtir.®

Aptamerler, kanser gelisimi, iltihapli hastaliklar, viral
enfeksiyon, kardiyovaskiiler hastalik ve makiiler dejene-
rasyon ile iligkili hiicresel siire¢leri modiile etmek igin kul-
lanilmistir. Bu uygulamalar arasindaki en basarili 6rnek
Macugen (pegaptanib) olarak isimlendirilmis aptamerdir.
Macugen, yasa bagli makula dejenerasyonunun tedavisi
i¢in 2004 yilinda ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan

onaylanan vaskiiler endotelyal biitytime faktorii (VEGF) an-
tagonisti aptamerdir ve aptamer bazli terapdtiklerin klinikte
uygulanabilirligini gosteren ilk ticari tirlindiir. Farkli tera-
potik aptamerlerin renal hiicre karsinomu, koroner arter
hastaligi, hemofili, kronik iltihaplanma, tip 2 diyabet ve
lenfositik 16semi gibi diger hastaliklarin tedavisindeki et-
kinlikleri incelenmektedir.** Tablo 1°de 6zetlendigi gibi,
cesitli aptamerlere iliskin klinik faz ¢aligmalar1 devam et-
mektedir."!

APTAMERLERIN TERAPOTIK POTANSIYELININ
ARTTIRILMASINA YONELIK KIMYASAL
MODIFIKASYONLAR

Aptamerlerin terapdtik olarak kullanimlarini siirlandiran
en Onemli faktorler, yiiksek niikleaz duyarlilig: ve hizli
renal filtrasyondur. Aptamerlerin niikleaz kararliliklarinin
arttirilmas1 amaci ile, ana omurga ya da yan zincirlerinin
kimyasal modifikasyonu, dogal olmayan niikleotitlerin ya-
piya eklenmesi ve 5° 3’ capping gibi stratejiler gelistiril-
mistir.*>* Diger bir yenilik¢i strateji ise Amerika merkezli
SomaLogic firmas tarafindan gelistirilen SOMAmer tek-
nolojisidir.* SOMAmerler geleneksel aptamerler ile kar-
silastirlldiginda 6nemli 6lgiide hidrofobik karaktere sahiptir
ve bu ozellik baglanma i¢in mevcut olan epitoplarin gesit-
liligini arttirmaktadir.* Hizl renal filtrasyon sorunu i¢in
en etkili strateji ise, aptamerlerin polietilen glikol (PEG)
gibi polimerler ile konjugasyonudur. Altin nanopartikiil-
ler, lipozomlar ve kopolimerler gibi diger nanomateryaller
de bu amagla kullanilabilmektedir.*

I GENEL DEGERLENDIRME

Aptamerler, terapotik olarak kullanim potansiyeli yiiksek
molekiillerdir.*” Farkli uygulamalarda antikorlara alterna-
tif olarak aptamerlerin kullanimina yonelik ¢alismalarin sa-
yist giderek artmaktadir. Bununla birlikte, aptamerler i¢in
belirli sinirlayict faktorler de bulunmaktadir. Tiim sinirla-

TABLO 1: Faz calismasi devam eden bazi terapotik aptamerler.
Aptamer Tird Kullanim alani ilag Klinik fazi
Pegaptanib RNA Yas bagimli makiiler dejenerasyon Onaylandi
Pegnivacogen RNA Koroner arter hastaligi Faz Il
E10030 DNA Yas bagimli makiiler dejenerasyon Faz lll
AS1411 DNA Renal hiicreli karsinom Faz Il
NOX-E36 L-RNA Tip 2 diabetes mellitus ve albiimindri Fazll
Zimura RNA Yas bagimli makler dejenerasyon Faz I/l
ARC19499 DNA Hemofili Faz |
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malara ragmen, aptamerler bir¢cok avantaja sahiptir. Kim-
yasal sentez, yiiksek hedef spesifikligi, uzun siireli raf
omrii, in vivo tolere edilebilirlik ve non-immiinojenite gibi
ozellikler aptamerlerin terapotik olarak kullanimina olan
ilgiyi arttirmaktadir.*® Aptamerlerin ilk kez tanimlandig:
1990 yilindan giintimiize kadar yeni aptamer se¢im yon-
temleri ve aptamer tabanli uygulamalar bildirilmistir. Ge-
leneksel kimyasal yapili inhibitorlere alternatif olarak,
ligand baglama ceplerine veya protein-protein etkilesim
bolgelerine baglanan aptamerler gelistirilebilir. Bunun ya-
ninda, terap6tik ilaglarin, nanopartikiillerin ve niikleik asit-
lerin hedefli tagimimi amact ile de aptamerlerden
yararlanilabilir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok ¢alismada,
aptamer-ila¢ konjugatlarinin serbest ilaca kiyasla tedavi et-
kinligini artirdig1 ve toksisiteyi azalttigi gosterilmigtir.*’

Aptamerler nanopartikiiller, iRNA/miRNA, terapotik ilag-
lar ve PDT ajanlar ile konjuge edilebilir.® Aptamerler
mikrobiyal enfeksiyonlarin kontrolii i¢in de kullanilabilir.
Ornegin biyofilm olusumunu veya viriilans faktdrlerinin
biyolojik fonksiyonunu inhibe eden aptamerler potansiyel
anti-bakteriyel/anti-viral araglardur.

Kii¢iik molekiillerin ve antikorlarin en iyi 6zellikle-
rinin bir kombinasyonunu temsil eden niikleik asit apta-
merleri, gelecekteki bir¢ok uygulama icin bliylik bir
potansiyele sahiptir. Aptamerlerin ilag endiistrisindeki
pay1 antikorlara kiyasla oldukca sinirlt olmakla birlikte,
SELEX teknolojisindeki gelismeler ve aptamerlerin niik-
leaz kararliliklarinin arttirilmasina yonelik kimyasal mo-
difikasyonlar gelecekteki

uygulamalar i¢in umut

vericidir.’*?
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