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Derleme makale Ozet

Makale bilgisi

Aptamerler kisa tek zincirli ve niikleik asit yapisinda olan, SELEX (systematic evolution of ligands by exponen-
tial enrichment) ad1 verilen bir teknik ile gelistirilen ve hedeflerine yiiksek ilgi ve 6zgiilliik ile baglanabilen mole-
kiillerdir. Sentezlenmelerinin kolayligi, yapilarinin kiigiikliigii ve biyolojik uyumlar sayesinde hem tan1 hem de
tedavi alaninda kullanilabilecek aday molekiillerdir. Bu kisa derlemede piyasada miistahzari olan ve ¢esitli Faz
asamalarinda bulunan terap6tik aptamerler hakkinda bilgi verilmistir.
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Review article Abstract

Article info Aptamers are short, single-stranded nucleic acid structures that are developed by the method called SELEX
(systematic evolution of ligands by exponential enrichment) and they bind to its target with high affinity and
specificity. They are easy to synthesize, small in size and biocompatible due to their molecular structure. This
short review provides information on therapeutic aptamers which are commercially available and are available in
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APTAMER YAPILAR VE SELEX

Niikleik asitlerin genetik bilgiyi saklama ve aktarmasmin Ote-
sinde farkli metabolik fonksiyonlara da sahip olabilecegi ilk
olarak RNA’nin katalitik aktiviteye sahip oldugunun gosteril-
mesi ile ortaya ¢ikmistir. RNA molekiiliiniin tek bagma katali-
tik aktiviteye sahip oldugu, Tetrahymena thermophila 26S ribo-
zomal RNA’sinin (rRNA) sentezlenmesinde gézlenmistir. Tet-
rahymena thermophila rRNA’sin1 kodlayan DNA bolgesi 0,4
kb’lik bir intron (intervening sequence-1VS) tasir. RNA sentez-
lendikten sonra RNA’nin kendi katalitik aktivitesi ile bu bolge-
nin kesilmesi (splicing), kesilen pargaya 5’ guanin eklenmesi,
kesilen par¢anin halkasal bir forma doniistiriilmesi ve
rRNA’nin ekzon bdlgelerinin birlestirilmesi ile olgun rRNA
olusturulur. Bu islemin RNA yapisina 6zgii oldugu ve herhangi
bir protein yapisindan bagimsiz olarak ig gordiigii gosterilmis-
tir'. Diger bir ¢caligmada ise bir protein kompleksi ve RNA’dan
olusan Escherichia coli riboniikleaz P (RNase-P) enziminin
tRNA sentezinde, tRNA’nin 5* ucunu kesip modifiye ederek
onu iglevsel hale getirmesi de RNA molekiiliiniin katalitik akti-
vitesine bagka bir ornektir. Burada RNase-P riboniikleoprotei-
ninin RNA ve protein kisimlarmin birbirlerinden bagimsiz ola-
rak katalitik aktivite gostermedigi ve bir biitiin olarak proteinin
tRNA ile etkilesen ve kesim reaksiyonunu gergeklestiren aktif
bolgesinin, RNA zinciri oldugu gosterilmistir’. Bu iki ¢alisma
gostermistir ki RNA molekiilii diizlemsel tek zincirli formda

genetik bilgiyi depolarken, 6zgiil ii¢ boyutlu katlanmalar ile
olusturdugu yapilarla da katalitik olarak gdrev yapmaktadir.
Viriisler (HIV ve adenoviriisler) ile yapilan ¢alismalarda ise,
viriislerin konak hiicreye saldirdiklarinda kisa ve 6zgiil katlan-
maya sahip RNA molekiilleri sentezledikleri ve bu RNA’larin
da konagin savunmasinda yer alan antiviral proteinlerin islevle-
rini baskilamada gérev aldigi; ayrica viriisiin kendi genomunun
replikasyonunda, konagm replikasyon makinasidaki proteinle-
rin fonksiyonlarmi diizenlemek amaciyla yine bu RNA’lar1
kullandig1 gosterilmistir®*,

RNA’nm katalitik aktiviteye sahip olmasi baska fonk-
siyonlara da sahip olabilecegi, hatta DNA’nin da bu ¢esit fonk-
siyonlara sahip olabilecegi sorusunu akillara getirmistir. Bu
noktadan hareketle sentetik olarak sentezlenebilecek RNA mo-
lekiillerinin, yiiksek afinite ve 6zgiilliik ile organik veya inorga-
nik molekiillere segici olarak baglanabilecegi ve biiyiikk RNA
kiitiiphanelerinden in-vitro olarak secilerek iretilebilecegi bir-
birinden bagimsiz iki ayr1 ¢alismada gosterilmistir. Bu ¢aligma-
lar ile dretilen RNA ligandlar1 “aptamer” ve ligandlarin segili-
mi siireci de “SELEX” (systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) olarak adlandirilmigstir>®.

Aptamerler ortalama 20 ila 100 baz arasi uzunlukta,
kisa, tek zincirli, 6zgiil katlanmaya sahip, DNA veya RNA
molekiillerinden olusurlar. apilarmin kararliligi hidrofobik/
hidrofilik ve elektrostatik etkilesimlerle birlikte Van der Waals
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kuvveti gibi zayif baglanmalarla saglanir. Bu etkilesimler so-
nucunda ilmek, sa¢ tokasi, doniis, pseudoknot, G-quadroplex
ve benzeri yapilar olusturarak 6zgiil 3 boyutlu katlanmalar ka-
zanirlar. Hedef molekiillerini, fiziksel olarak ii¢ boyutlu yap1
uyumu (anahtar-kilit) ve zayif baglar ile etkileserek tanir ve
baglanirlar’”. Aptamerler antikorlar ile benzer 6zelliklere sa-
hip olsalar da birgok farkli agidan, onlardan daha etkindirler.
Aptamer yapilar daha kiigiik molekiil agirligina ve yapisina
(antikorlar 150-180 kDa. ve 15nm cap, aptamerler 6-30 kDa.
ve 2nm ¢ap) sahip olduklar i¢in hiicre igerisine alinmada ve
hedef molekiillere ulasmada etkinlikleri daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Yapmin kiiciik olmasi hedefin ulasilamayan
bolgelerine daha rahat erisimi saglamaktadir. Bunun disinda
iretim maliyetlerinin diistikligii ve tiretim siiresinin kisaligi,
termal kararliligi, ¢ok diisiik/bulunmayan bagisiklik tepkisi ve

liyofilize edilebilirligi yoniinden antikorlara iistiin konumdadir
7-9

Giiniimiizde aptamer se¢ilimi i¢in kullanilan SELEX protoko-
liniin gesitli tiirevleri gelistirilmis olsa da segilim siireci temel
birka¢ adimdan olusur. Bu adimlar; i) aptamer seg¢ilimi i¢in
gerekli kiitiiphanenin olusturulmasi (yaklasgik 10'*-10" mole-
kiil), ii) kiitiiphanenin hedef ile (protein, hiicre, inorganik mad-
de, vb.) etkilestirilmesi, iii) hedef ile etkilesmeyen molekiille-
rin yikanmasi ve iv) etkilesen molekiillerin hedef molekiilden
ayrilarak yikanmasi ve bu molekiiller kullanilarak dongiiye
yeniden baslanmasi olarak 6zetlenebilir. Ayrica hedefe benzer
bir karsit hedef ile de etkilestirilerek segilim etkinligi artirilabi-
lir (Sekil 1). Kiitiiphane igerisindeki molekiillerin ilk se¢ilim-
den baglanarak hedef ile etkilestirilmesi, baglanmayan mole-
kiillerin yikanma kosullar1 sikilastirilarak 6-8 kez tekrarlanir.
Bu sekilde yiiksek afinite ve 6zgiillilk ile baglanabilen mole-
kiillerin se¢ilimi yapilabilir. Dongiilerden bagimsiz olarak son
adimda ise segilen molekiil veya molekiiller, dizi bilgisine ula-
silmasi i¢in bir vektdre klonlanir ve dizi analizi ile dizi bilgisi
elde edilir®*'’.
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Sekil 1: Temel SELEX adimlar1
TERAPOTIK APTAMERLER

Temel SELEX adimlarmm modifiye edilmesi ve ek basamaklar
eklenmesi ile farkli SELEX protokolleri olugturulmustur. Bun-
lardan biri olan Cell-SELEX aptamer tasariminda tek bir mole-
kiiliin degil tiim hiicrenin hedeflendigi bir ¢esittir. Burada hiic-
reye 0zgiil hiicre ylizey molekiillerinden (protein, reseptor, vb.)
bir veya birkag1 6zgiil olarak hedeflenmeden aptamer tasarlana-
bilir. Tasarlanan aptamer bir molekiiliin aksine belirli bir hiicre
cesidini hedefleyerek, onu ayirt edebilecek 6zelliktedir. Orne-
gin belirli kanser hiicrelerinde bu yontem kullanilarak aptamer
tasarimi yapilmustir'' . Cell-SELEX yontemi disinda Capture-
SELEX'* ve CE-SELEX" gibi farkli SELEX yontemleri de
gelistirilerek, aptamer segilim siirecini kisaltmaya ve optimi-
zasyonunu artirmaya yonelik caligmalar da yapilmistir.

Gilintimiizde bir¢ok farkli molekiile kars1 aptamer yapilar gelis-
tirilmeye devam edilmekte ve bu yapilar ¢cogunlukla tanida
(sensor uygulamalari, hedefleme vb.) kullanilmaktadir. Ancak
aptamer yapilarin ayni molekiiliin farkli modifikasyonlarini
(proteinin farkli mutasyonlari, translasyon sonrasi modifikas-
yonlar1 vb.) bile ayirt edebilecek giicte olmalari, onlarin tedavi
alaninda da kullanilabilirligini ve bu alanda ¢alismalarin yapil-
mas1 gerekliligini ortaya koymaktadir ', Bu alanda piyasada
satilan tek bir miistahzar bulunsa da Faz c¢alismalar1 devam
eden birgok farkli terapdtik 6zellikte aptamer bulunmaktadir.



Makular Dejenerasyon

Aptamer yapilarin terapdtik olarak kullanimi Aralik 2004 yilin-
da FDA tarafindan onaylanan Macugen (pegaptanib sodyum)
ile baglamistir. Macugen vaskiiler endotel biiytime faktorii re-
septorlerinin (VEGF-R) mevcut dort izoformundan bir tanesi
ile etkileserek onu baskilar. VEGF-R aldig1 sinyaller ile yeni
damarlanma olusumunu saglamaktadir ancak etkinin fazla ol-
masi, damarlanmanin diizensiz bir sekilde gergeklesmesine
neden olur. Diizensiz bir sekilde olusan damarlanma da gérme
sinirlerine baski yaparak goérme kaybina neden olur. Macugen
VEGF-R izoformlarindan birini baskiladigindan damarlanmay1
uyaran sinyaller azalmakta ve daha diizenli bir damar olusumu
saglanmaktadir. Bu sayede yasa bagli makular dejenerasyonun
(YMD) olusmasi da engellenmis olur®'.

Macugen disinda YMD tedavisi i¢in gelistirilen aptamerlerden
birisi de E10030 ad: ile gelistirilen Fovista’dir (Pegpleranib).
29 niikleotid uzunlugunda ve peglenmis olan DNA aptameri
PDGF’yi (Platelet Kokenli Bilyiime Faktorii) ligandini hedefle-
yerek baskilamast igin gelistirilmistir®. Fovista nin Faz I calis-
malarmda ranituzumab ile birlikte kullanimina kiyasla tek basi-
na kullaniminda gérmede %62 oraninda iyilesme goriilmiis olsa
da Faz III ¢ahsmalarindan ayni etki goriilmemistir’***%. Star-
gardt hastaligina ve YMD’ye neden oldugu diisiiniilen komple-
men sistem faktor C5°1 hedefleyerek kesilmesini engelleyen bir
RNA aptameri de gelistirilmistir. Aptamer ARC1905 olarak
adlandirilmig, 38 niikleotid uzunlugunda ve peglenmis bir RNA
yapisindadir®®?. Zimura’nin (Avacincaptad pegol) Faz Ila ca-

lismalarinda basarili sonuglarin alindig1 gosterilmistir'®2*,

Tromboz

Yasa bagli makular dejenerasyon disinda tromboz tedavisi i¢in
birgok farkli pihtilagsma faktorii proteini ve kan pulcugu da ap-
tamerler tarafindan hedeflenmistir. Bu aptamerlerden Regaldo
tarafindan iretilen REG1 (pegnivaconin) 31 baz uzunlugunda
peglenmis bir RNA aptameridir ve Faktor [Xa’y1 hedeflemekte-
dir. Aptamerin pihtilasmay1 engellemesinin kontrol edilmesi
amaci ile, karsit zinciri sentezlenerek antidot olarak kullanil-
mistir (REG2). Faz III’de, antikoagiilasyonun bagaril bir sekil-
de gerceklestigi ve antidot dizi uygulanmasi ile, koagiilasyon
olusumunun uygulamadan hemen sonra normale dondiigii gos-
terilmistir™> 2%,

ARC-1779 olarak adlandirilan 40 niikleotid uzunlugunda
peglenmis ve metillenmis DNA aptameri von Willebrand fakto-
riinii inhibe ederek tromboz tedavisi i¢in 6nerilmistir®®. Apta-
mer platelet aktivasyonu ve baglanmasimi engelleyerek is gor-
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