Medycyna Wet. 2007, 63 (10)

Artykul przeglagdowy

1159

Review

Zastosowanie aptamerow w diagnostyce
encefalopatii gabhczastych zwierzat

ADAM SZPECHCINSKI, ALEKSANDRA STEPIEN, MAGDALENA IZDEBSKA,
ALINA GRZANKA, JEDRZEJ M. JASKOWSKI*

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii Wydziatu Lekarskiego UMK w Toruniu,
Collegium Medicum w Bydgoszczy, ul. Kartowicza 24
*Katedra Weterynarii Rolniczej Wydzialu Hodowli i Biologii Zwierzat AR, ul. Wojska Polskiego 52, 60-625 Poznan

Szpechcinski A., Stepien A., Izdebska M., Grzanka A., Jaskowski J. M.
Implementation of aptamers in the diagnosis of prion diseases
Summary

Prion diseases are a group of neurodegenerative conditions affecting both humans and animals. Among the
methods used in prion disease diagnosis, immunoenzymatic tests as well as immunohistochemic and fluorescence
analisis are distinguished. Currently, aptamers, which are single-stranded RNA or DNA oligonucleotides, are
implemented with the above-mentioned methods. They play the role of artificial ligands that may be applied

instead of widely used antibodies.
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Encefalopatie gahczaste

Pasazowalne encefalopatie gabczaste (Transmissible
Spongiform Encephalopathies, TSE) stanowia grupg
kilkunastu spokrewnionych chor6b neurozwyrodnienio-
wych, wystepujacych zardwno u ludzi, jak 1 u zwierzat.
Ich przebieg jest zwykle r6zny u poszczego6lnych ga-
tunkow. Natomiast wspolng cecha jest etiologia, dlugi
okres inkubacji (od kilkunastu miesigcy do kilkudzie-
sigciu lat), letalno$¢ oraz charakterystyczny dla calej
grupy chorobowej patomorfologiczny obraz zmian
w mo6zdzku i korze mozgowej, przypominajacy poro-
watg strukturg gabki, bedacy nastgpstwem zaniku neu-
ronow i gliozy (20). Ze wzgledu na mozliwosc¢ przeno-
szenia si¢ czynnika patogennego mi¢dzy osobnikami,
aniekiedy tez pokonywania bariery migdzygatunkowej
przez niektore jego warianty, neurozwyrodnienia te
okresla sig jako pasazowalne czyli zakazne. Do grupy
zw1erzqcych TSE zalicza sig, migedzy innymi: scrapie
u owiec, koz 1 muflondw, encefalopati¢ gabczasta byd-
fa (Bovine Sponglform Encephalopathy, BSE), prze-
wleklta chorobg wyniszczajaca zwierzyny ptowej (Chro-
nic Wasting Disease, CWD), encefalopati¢ gabczasta
kotow (Feline Spongiform Encephalopathy, FSE)
oraz pasazowalna encefalopati¢ norek (7ransmissible
Minke Encephalopathy, TME) (4).

Podstawowe objawy zwierz¢cych TSE sa podobne:
drzenie i niedowtad tylnych konczyn, powodujace trud-
no$ci w poruszaniu sig, niezborno$¢ ruchowa oraz nad-
pobudliwo$¢ przechodzaca w agresje. Zwierzeta stop-
niowo traca kondycjg, odczuwaja silny §wiad i ocieraja

si¢ o pobliskie obiekty, co jest powodem licznych ska-
leczen skory. W koncowej fazie dochodzi do porazen,
zalegania 1 zejScia $miertelnego (2).

W latach 1988-1997 odnotowano w Wielkiej Bryta-
nii dziesiatki tysigcy przypadkoéw BSE rogacizny. BSE,
jako samoistna choroba bydta, mogta istnie¢ nieroz-
poznawana przez wieki. Najprawdopodobniej to skar-
mianie maczek pochodzenia zwierzgcego doprowadzi-
to do przetamania bariery gatunkowej i przeniesienia
czynnika patogennego z populacji owiec na bydto i inne
gatunki hodowlane. Znacznie bardziej niepokojacy jest
fakt wyr6znienia w 1996 r. tzw. wariantu CJD (Creutz-
feldt-Jakob Disease variant, vCJD), bedacego wynikiem
przepasazowania BSE na czlowieka (26).

Biatkowe czasteczki infekcyjne

Hipoteza Stanleya Pruisinera — tylko biatko zaktada,
ze priony sa strukturami pozbawionymi kwasu nuklei-
nowego, sktadajacymi si¢ wylacznie ze zmodyfikowa-
nej izoformy PrP (Prion Protein), okreslanej jako PrPs
(8). Za swoje nowatorskie badania oraz sformutowanie
teorii priondw jako zakaznego biatka, Pruisiner zostat
w 1997 r. uhonorowany Nagroda Nobla (12).

PrP normalnie wystgpujace w komorkach ssakow jest
zakotwiczona w blonie komorkowej monomeryczna
glikoproteing — PrP¢ (Prion Protein Cell), petniaca naj-
prawdopodobniej rolg w transdukcji sygnatéw oraz/lub
utrzymaniu odpowiedniej koncentracji jonéw miedzi.
Ulega ono potranslacyjnej konwersji w PrP* (Scrapie
Prion Protein) podczas procesu, w ktorym czes¢ struk-
tury a-helikalnej biatka ulega przemianie do postaci
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pB-harmonijki. Ta przemiana konformacyjna zwiazana
jest z catkowita zmiana wtasciwosci fizykochemicznych
PrP (3, 20). Jedna z dwoch najistotniejszych jest czes-
ciowa oporno$¢ PrP* na dzialanie proteaz, stad tez
okreslane sq rowniez mianem PrP™ (protease-resistant)
(2). Traktowanie PrP¢ proteinaza K powoduje catkowi-
te zniszczenie biatka, podczas gdy PrP* jest jedynie
skracany w regionie aminoterminalnym, w wyniku cze-
go powstaje czasteczka o masie 27-30 kD, zachowuja-
ca zdolno$¢ zakazania. Jest ona charakterystyczna dla
wszystkich chorob prionowych i z tego wzgledu stoso-
wana szeroko w diagnostyce (6).

Hipoteza tylko — biatko jest wciaz przedmiotem zy-
wej dyskusji. Sugeruje si¢, ze do zakazenia przez prio-
ny niezbedna jest dodatkowa informacja, ktorej zrodiem
sa nie zidentyfikowane dotychczas czasteczki. Za je-
den z dowoddéw podaje si¢ wyniki eksperymentu,
w ktorym wykazano, ze BSE moze by¢ przeniesiona
na myszy z wylaczeniem formowania PrP* (14).

Zanajczgsciej wystgpujaca drogg zakazenia sig cho-
roba prionowa (pasazowania) uwaza si¢ drogg pokar-
mowa. Po spozyciu zakazonego pokarmu priony do-
staja si¢ do $wiatla jelita, skad sa wchtaniane do naczyn
limfatycznych, ktorymi docieraja do sledziony, weztow
limfatycznych i migdatkow, gdzie ma miejsce ich re-
plikacja. Ostatnim etapem jest tzw. neuroinwazja, czyli
,dotarcie” szlakiem prowadzqcym przez widkna ner-
wowe do rdzenia krggowego 1 mozgu, gdzie zachodzi
kumulaCJa 1 tworzenie tzw. agregatow PrP5¢ (1). Uwa-
7a sig, ze w rozprzestrzenianiu prlonow w obrebie ukta-
du limfatycznego oraz w ich neuroinwazji kluczowa rolg
odgrywajq hmfocyty B (13). Istotny jest fakt, ze infek-
cji prionowej nie towarzyszy odpowiedz ukladu immu-
nologicznego, gdyz chorobotworcze PrP*¢ jest rozpoz-
nawane przez organizm jako wilasne (29).

Diagnostyka TSE

Ostateczna diagnoza choroby prionowej, zarowno
u zwierzat, jak i u ludzi (CJD), oparta jest na wykrytej
post mortem obecnosci PrPS w preparatach histologicz-
nych z tkanki mozgowej zainfekowanego osobnika.
U bydta chorego na BSE akumulacja agregatow choro-
botworczych form PrP z reguly ograniczona jest wtas-
nie do obszaru CNS. Natomiast u owiec chorych na
scrapie odktadanie depozytéw PrP% ma miejsce naj-
pierw w tkance limfatycznej, a dopiero pézniej w CNS.
U tych zwierzat mozliwa jest zatem diagnostyka ante
mortem W oparciu o materiat biopsyjny pobrany przy-
zyciowo z migdatkow (29).

Detekcje PrPS w materiale tkankowym przeprowa-
dza si¢ najczesciej metoda immunohistochemiczna
(IHC), wykonujac reakcje barwne na skrawkach, badz
za pomoca tzw. testow szybkich, bazujacych na anali-
zie western blotting (WB) lub teScie immunoenzyma-
tycznym (ELISA). Bardzo przydatna jest roOwniez
mikroskopia elektronowa (EM), stosowana do wykry-
wania fibrylarnych ztogéw prionowych (scrapie-asso-
ciated fibrils, SAF). Procedura rutynowo wykonywana
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w diagnostyce TSE jest histologiczna ocena mikrosko-
powa tkanki mézgowej chorego osobnika pod katem
opisanych zmian patomorfologicznych. Obiecujaca me-
toda diagnozowania TSE sa opracowywane obecnie
testy wykorzystujace fluorescencje jako kryterium roz-
roézniania PrP€ i PrP5¢ (7).

Badania ostatnich lat ujawnily obecno$¢ czasteczek
PrP5¢ réwniez w ptynach ustrojowych ciata, nawet
w stadiach przedobjawowych choroby. Trwaja inten-
sywne proby nad opracowaniem nieinwazyjnego testu
na obecno$¢ prionéw we krwi i moczu, ktéry mogltby
by¢ wykonywany przyzyciowo. Jednakze ilo$¢ PrPs
poza CNS jest wielokrotnie mniejsza niz w mozgu, za-
tem konieczne moze by¢ stosowanie metod amplifika-
cji in vitro PrP* lub wprowadzenia nowych, ultraczu-
tych technik detekcji biomolekut (3).

W okresie ostatnich 20 lat wyprodukowano bardzo
wiele réznych przeciwciat poliklonalnych 1 monoklo-
nalnych, skierowanych przeciwko czasteczce PrP. Nie-
stety, zadne z nich nie pozwala na skuteczne rozrdznie-
nie PrP¢ i PrP%, pomimo tego, ze izoformy te maja bar-
dzo odmienne struktury przestrzenne i w zwiazku z tym
powinny prezentowac rézne epitopy. W konsekwencji,
immunologiczne metody wykrywania prionéw (western
blotting i ELISA) wymagaja czynno$ci wstepnych,
majacych na celu usunigcie lub zniszczenie frakcji PrP¢
w probie. Koniecznos¢ wstepnego przygotowania pro-
bek Wydhlza czas analizy 1 zwigksza jej ogolne koszty,
a co najwazniejsze, obniza doktadno$¢ pomiaru i unie-
mozliwia stosowanie testow immunologicznych in vivo.
W $wietle ograniczonego zastosowania przeciwcial
aptamery stanowig alternatywne podejscie do proble-
mu skutecznej detekcji prionéw, opartej na wigzaniu
specyficznego ligandu (7).

Definicja aptameru

Aptamery to kilkunasto- lub kilkudziesigcionukleoty-
dowe sekwencje RNA lub DNA, petniace rolg ligan-
dow wiazacych specyficznie inne molekuty (16). Ich
nazwa pochodzi od lacinskiego stowa aptus, oznacza-
Jjacego dostownie: dopasowany, przyczepiony. Zawdzig-
czaja ja niezwyklemu dopasowaniu struktury prze-
strzennej do budowy czasteczki docelowej, osiagane-
mu w toku kombinatorycznego procesu syntezy i cyk-
licznej selekcji in vitro. W$rdd czasteczek chemicznych,
dla ktorych wyselekcjonowano wiazace je aptamery, sa
m.in.: jony metali, barwniki organiczne, aminokwasy,
witaminy, antyblotykl nukleotydy, lipidy, peptydy,
a przede wszystkim biatka (10). Precyzyjne wiazanie
si¢ aptameru ze Scisle okreslona biomolekuta mozliwe
jest dzigki bardzo wysokiemu powinowactwu (od
mikromolarnych do niskich pikomolarnych wartosci
stalej K ) 1 specyficznosci, ktore wynikaja z niepowta-
rzalnej sekwencji nukleotydowej 1 konformacji prze-
strzennej kazdego ligandu (11).

Aptamery pozwalaja rozroznia¢ nawet bardzo podob-
ne strukturalnie molekuty (11). Stosunkowo tatwo,
w porownaniu do przeciwcial, podlegaja chemicznym
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modyfikacjom, jak znakowanie radioaktywnymi izo-
topami (9), koniugowanie z barwnikami fluorescencyj-
nymi (28) czy poprawianie biostabilnosci (18). Ze
wzgledu na swoje wiasciwosci aptamery moga konku-
rowac z przeciwcialami o miano uniwersalnych recep-
torow 1 by¢ powszechnie wykorzystywane jako narzg-
dzie rozpoznania molekularnego w metodach diagnos-
tycznych (10).

SELEX

Aptamery generuje si¢ w procesie okreslanym jako
selekcja in vitro lub SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by EXponential Enrichment). Polega on na
identyfikacji 1 wybidrczej amplifikacji czasteczek
o pozadanych witasciwosciach sposrdd bardzo licznej
puli (10'-10") krotkich, jednoniciowych sekwencji
DNA (27). Kazdy taki oligonukleotyd skfada sig z:
(1) fragmentu srodkowego — o przypadkowej sekwencji
nukleotydow, (ii) fragmentow flankujacych konce 5’
13> — o sekwencjach statych oraz (ii1) regionu promo-
torowego dla polimerazy RNA na koncu 5°. Do sekwen-
cji statych przylaczaja sig startery w reakcji PCR, wy-
korzystywanej do amplifikacji biblioteki DNA. Zasto-
sowanie polimerazy RNA umozliwia, na drodze enzy-
matycznej transkrypcji, otrzymanie analogiczne;j biblio-
teki oligonukleotydow RNA (30). Podczas selekcji cata
pulg oligonukleotydow (DNA lub RNA) inkubuje si¢
z unieruchomiona na nos$niku czasteczka docelowg
w $cisle ustalonych warunkach pH, temperatury 1 skta-
du buforu (27). Oligonukleotydy niezwigzane z czas-
teczka docelowa wyptukuje si¢ z nosnika. Z kolei
populacj¢ aptamerow wykazujacych powinowactwo
do czasteczki docelowej amplifikuje si¢ metoda PCR
(biblioteka DNA) lub PCR sprzgzona z reakcja odwrot-
nej transkrypcji (biblioteka RNA) w celu uzyskania
dwuniciowego DNA, ktore postuzy jako matryca do
syntezy kolejnej, zawezonej puli oligonukleotydow.

W kolejnych cyklach selekcji stopniowo zaostrza si¢
warunki reakcji i powtarza si¢ opisana wyzej procedu-
r¢, a stosunek sekwencji aktywnych, tj. wiazacych czas-
teczke docelowa, do nieaktywnych w mieszaninie suk-
cesywnie wzrasta (10). Po kilku Iub kilkunastu cyklach
osiaga SIQ stan, w ktorym populaCJa ohgonukleotydow
sktada si¢ w wigkszej czg$ci z sekwencji najlepiej wia-
zacych czasteczke docelowa. Gdy to nastapi, aptamery
klonuje si¢ w komoérkach bakteryjnych 1 sekwencjonu-
je, celem poznania unikalnej struktury kazdego z nich.
Produkcja aptamerow o znanej sekwencji odbywa sig
na drodze syntezy chemicznej (10). W ostatnich latach
proces selekcji in vitro w petni zautomatyzowano, co
pozwolilo zwigkszy¢ wydajnosc¢ 1 skrocic czas genero-
wania aptamerow do zaledwie kilku dni (5).

Generowane aptamerow niezaleznie od organizmow
zywych lub jakichkolwiek warunkéw in vivo istotnie
redukuje koszty ich produkcji. Szacuje sig, ze koszt
wytworzenia 1 grama aptameréw wynosi 1000 dola-
row, podczas gdy produkcja 1 grama przeciwciala po-
chtania od 1000 do 10 000 dolaréw (15). Poza tym
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manipulowanie warunkami selekcji in vitro umozliwia
otrzymanie aptameréw o pozadanych wiasnosciach,
zdolnych do dziatania w danym $rodowisku reakc;ji (10).

Aptamery wigzace PrP

Wsrod molekut, dla ktorych wyselekcjonowano wia-
zace Jje aptamery, bez watpienia, najwigcej jest bialtek,
m.in. enzymatycznych, regulatorowych, blonowych,
czynnikdéw wzrostu i innych. Aptamery z powodzeniem
wykorzystano zaréwno do detekcji tych biatek, jak row-
niez do modulowania badz blokowania ich funkcji in
vivo (10). Bialkowa natura priondéw, a zwlaszcza ich
unikalne wtasnosci fizykochemiczne, czynia je wySmie-
nitym celem dla nukleinowych ligandow.

Pierwsze doniesienie naukowe o wyprodukowaniu
aptameréw o strukturze RNA, skierowanych przeciw-
ko biatkowej czasteczce infekcyjnej pochodzi z 1997 r.
(19). Czasteczke docelowa w procesie SELEX stano-
wito rekombinowane biatko prionowe (rPrP¢) z cho-
mika syryjskiego, inkubowane z mieszaning oligome-
réow RNA. Analiza sekwencyjna aptameréw (oznaczo-
nych Apl i Ap2) wiazacych specyficznie czasteczkg
rPrP€ ujawnita obecnos¢ tzw. kwartetow guaninowych
w ich strukturze, bioracych udzial w tworzeniu wiazan
aptamer-czasteczka docelowa. Podobne motywy struk-
turalne posiadaja m.in. ligandy wiazace si¢ z trombina
1 integraza HIV-1 (17). Natomiast region biatkowy,
aktywnie oddzialujacy z aptamerem zlokalizowano
w aminoterminalnym odcinku rPrP: od 23 do 52 ami-
nokwasu. Nalezy podkresli¢, ze aptamery wykazywaty
wysoka specyficzno$¢ wiazania rowniez wzgledem na-
tywnej formy rPrP¢ z homogenatow mozgowych cho-
mika, myszy 1 krowy. Fakt ten moglby potwierdzac tezg
o zachowawczej naturze N-koncowej sekwencji rPrP¢
wsrod ww. gatunkoéw zwierzat (25).

Poniewaz PrP, poprzez koniec N, moze oddziatywaé
z szeregiem innych molekut, w tym kwasow nukleino-
wych, specyficzno$¢ dziatania aptameréw Apl i Ap2
budzita watpliwos¢. Z tego wzgledu w nastgpnych ba-
daniach zamiast rPrP, uzyto do SELEXu fibrylarnych
ztogoéw prionowych (SAF), ktore teoretycznie zawie-
raja wszelkie warianty konformacyjne PrP (21). Wyse-
lekcjonowany aptamer wiazal sig¢ zarowno z natywnym
SAF, jak 1 z materiatem poddanym dziataniu proteina-
zy K. Testy z uzyciem rekombinowanych PrP wykaza-
ty, ze powinowactwo aptameru SAF-93 do form j-fat-
dowych byto niemal 10-krotnie wigksze, niz do form
a-helikalnych biatka. Wskazuje to na istnienie dwoch
miejsc wiazania w czasteczce PrP: pierwszego, znaj-
dujacego si¢ w N-koncowym odcinku kazdego PrP,
odpowiedzialnego za niespecyficzne wiazanie RNA
oraz drugiego, umiejscowionego w C-terminalnym,
pB-faldowym odcinku PrP, specyficznie rozpoznawanego
przez SAF-93. , Preferowanie” przez aptamer bialek
o strukturze 3-fatdowej, typowej dla PrP%, pozwolito
na skuteczng inhibicj¢ konwersji prionowej in vitro,
w modelu bezkomérkowym (cell-free conversion of
PrP) (21). Wydaje sig, ze SAF-93 bedac istotnym li-
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gandem dla PrP moze przyczyni¢ si¢ do odkrycia nie-
zidentyfikowanych dotychczas konformacji PrP. W jed-
nej z najnowszych publikacji ten sam zespot badawczy
informuje o syntezie nowej formy aptameru, ktora za-
chowujac specyficznos¢ konformacyjna, zostala zredu-
kowana do nadajacej si¢ do syntezy chemicznej. Wy-
daje sig, ze zastosowanie tej formy aptameru, nazwanej
przez autorow SAF-93 (1-34, 35bioU, 36-60) umozli-
wi detekcjg 1izoform PrP in vivo (24).

Aptamery w testach immunologicznych

Standardowe testy IHC, WB 1 ELISA w diagnostyce
TSE przeprowadza si¢ wykorzystujac istnienie fizyko-
chemicznych réznic pomigdzy normalna a chorobotwor-
cza forma PrP. Jedna z najistotniejszych jest czgsciowa
oporno$¢ PrP5¢ na dziatanie proteaz (PrP*° bywa okres-
lane tu mianem PrP™ — od protease-resistant). Trak-
towanie PrP¢ proteinaza K powoduje catkowite stra-
wienie biatka, podczas gdy PrP* jest jedynie skracany
w regionie aminoterminalnym, w wyniku czego powsta-
je czasteczka o masie 27-30 kD (tzw. PrP27-30), za-
chowujaca zdolno$¢ zakazania (2).

Chociaz PrP27-30 jest markerem powszechnie sto-
sowanym w diagnostyce TSE, pojecie PrP* nie moze
by¢ jednak definiowane jedynie na podstawie opornos-
ci na trawienie proteaza i nie jest ono rbwnoznaczne
z okresleniem PrP*. Wykazano, ze podczas choroby
czasteczki PrP® moga ulegac¢ takim modyfikacjom struk-
turalnym, ktore nie wywotuja zmiany w opornosci na
trawienie proteaza (23). W innym eksperymencie,
u ponad 55% myszy, na ktére z powodzeniem przepa-
sazowano BSE, nie wykryto PrP™ (14). W Swietle tych
doniesien najbardziej wiarygodnym wydaje si¢ test
diagnostyczny wykrywajacy niewielkie ilo$ci patogen-
nych form PrP bez konieczno$ci dziatania proteinaza.

Ostatnio odkryto, ze czasteczki PrP¢ i PrP5¢ odmien-
nie reaguja na dziatanie czynnika denaturujacego, np.
hydrochlorku guanidyny (Gdn-HCI). Wykorzystywane
w tzw. teScie CDI (conformation-dependent immuno-
assay) przeciwcialo detektorowe rozpoznaje epitop, kto-
ry w przypadku PrP¢ odstonigty jest w kazdych warun-
kach, natomiast w PrP%¢ eksponowany jest jedynie po
denaturacji. Stad obecnos¢ chorobotworczej izoformy
PrP w homogenacie tkankowym moze by¢ zidentyfi-
kowana 1 zmierzona ilo$ciowo poprzez poréwnanie
wiazania przeciwciata do natywnej i zdenaturowanej
formy biatka prionowego (22).

Podsumowanie

Wdrozenie efektywnych metod w terapii choréb prio-
nowch nastrgcza szereg trudnosci wynikajacych z na-
tury czasteczki infekcyjnej, jej struktury, sposobu re-
plikacji oraz mechanizmu patogenzy. Obecnie zainte-
resowanie badaczy na §wiecie wzbudzaja aptamery,
z ktorymi wiaze si¢ duze nadzieje dotyczace ich wyko-
rzystania w celach diagnostycznych i terapeutycznych.
Liczne publikacje na temat aptamerow wskazuja na ich
uniwersalizm, a jednoczesnie na wysoka specyficznosé
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wiazanych czastek docelowych. Najnowsze doniesie-
nia ujawniaja mozliwo$¢ zastosowania tych struktur
w rozpoznawaniu choréb prionowych juz in vivo,
redukujac tym samym czas oraz koszt stosowanych
dotychczas metod diagnostycznych.
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