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¢, QUE SON LOS APTAMEROS?

Introduccion

" Cadenas oligonucleotidicas de RNA o ssDNA

" Son ligandos de alta ESPECIFICIDAD y AFINIDAD por
estructuras tridimensionales presentes en las células diana

— “‘Anticuerpos

/ quimicos”
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Figure 1 Schematic diagram of aptamer binding to its target.



;. POR QUE DESARROLLAR APTAMEROS?

Introduccion

= Permite identificar biomarcadores
" Diagnostico in vitro
u TéCnlCaS de V|SU8|IZaC|6n in ViVO ‘ Figure 7 Summary of various aptamer applications.
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VENTAJAS QUE OFRECEN

Frente a los anticuerpos clasicos

Introduccion

v'Bajo Peso Molecular. Paso de membranas.
v No inmunuebiss i

v Estabilide zarse.

v Sintesis y escala.
v'Baja vari:

v'Para dian ! ) Jidos).

v"Menor coste de produccién.



Introduccion
Fl

0

ba Enlace fosfodiéster — fosforotionato

Modificaciones quimicas:

2'-0H — 2'F, 2'NH, , 2'0Me

Degradacion in Menos
VIVO posibilidades de
(RNAsa) estructuras 3D



2,COMO SE OBTIENEN? METODO SELEX

Material y Métodos

Evolucion Sistematica de Ligandos mediante Enriquecimiento
Exponencial” (SELEX)

1.- Coleccion

1.- Coleccion de
de ssDNA ssDNA aleatoria
aleatoria +Promotor RNApol
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,COMO SE OBTIENEN? METODO SELEX

Material y Métodos

- 4 - Eluir los no
afines
3.- Mezclar No unién
)

con el
elemento
diana




,COMO SE OBTIENEN? METODO SELEX

Material y Métodos

7.- Eluir los no
especificos

1.- Coleccion
de oligont’s
mas especifica
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a Target cells-based SELEX phase Biomarker-based SELEX phase
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Figure 2 Schematic diagram of our hybrid-SELEX method for selection of CD30-specific ssDNA aptamer. In our experiment, the
hybrid-SELEX process is divided into (a) the cell-based SELEX selection and (b) CD30 protein-based SELEX enrichment. First, CD30-
expressing lymphoma cells are used for positive selection and CD30-negative Jurkat cells are used in negative counter-selection. After 20
rounds of selection, the enriched aptamer pool is incubated with CD30 protein immobilized on magnetic beads for five additional rounds of

enrichment. SELEX, Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment.
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Table 2 Aptamems specilically |ngeting cellsurhce biomarkes wed in cancer hempy

Cell surface b o marker SELEX method Aptarmer Applications

Alkaline phosphatass placental-like 2 Cell-SELEX RMA Pancreatic cardnoma diagnosis or therapy*®

[ALFFL-Z)

A¥L Call-SELEX RMA Inhibitary aptam er for A¥L-dependant cancar®.'#

B-call activating factor raceptor Protain-SELEX RMA Targeting aptamer far BAF F-R-depandant cancar

(BAFF-R) thempy '™

Camincembryonic antigen (CEA) Frolen-SELEX RMA Inhibition of CEA-mediated cancer metastasis '™

CO16a (FoyRINo) Hybrid-SELEX DA, Targeting C0O 16 for immunotherapy '™

CcD2a Protain-SELEX RMA Agonistic aptamer th at anhancas callular immune ra-
spores agairst ymphoma'™

ChOan Frotein-SELEX or Hybrid-SELEX FAMA and DRA Targeting or immunotherapy of T-cell lym phoma®!*

Chd4 Protein-SELEX RMA and DMA Targeting aptamer for cancer stem calls ™15 =0

CDT (Trarekrmin eceplion Inema lized-SELEX RMA Tangeting of CD 71 -dependent cancer™

CO124 (IL-1Ra) Frolen-SELEX DA Blocking CD124 and inducing Myeloid-derived suppres-
sor cells (MDSCe) apo plosis'™

CD133 Call-SELEX RMA Aptarmer that targels cancer stemn calls™

c-MET Proten-SELEX DA Tangeting apamer forc-MET driven cancer'®

EGFHR (ErbB1/HER 1) Call-SELEX or Protein-SELEX RMA Antagonid for EGF-dependent cancer proliferation™ '

ErbB2HER2 Protein-SELEX or Call-SELEX ar RMA and DA Targeting of HER2-driven cancer for therapy or diagno-

Irema limed-SELEX glgta BB E

ErbB3IHERS Protein-SELEX RMA Inhibition of heregulin-induced growth of MCFF calls'™

E-Seladin Protein-SELEX DA Targeting of cancers with upregulated E-Seledin expras-
sion for diagnosis or therapy %1

EpCAM Prtan-SELEX DMA and RMA Tangeting of EpCAM -expessing cancercelk for diagno-
sis or therapy' ™!

Fractalkine (CX3CL1) Protein-SELEX DA Antagonist for Fractalkine-related inflammatary diseases
or cancer'™

HFY-16ET Protein-SELEX RMA HPF¥-infected cervical cancer therapy or diagnosis'™

Immunaglobin Haavy Mu Chain Call-SELEX DA Targeting aptamer for Burkitt lymphoma diagnosis and

(KEHM) thempyt™

Integrins oWl Protein-SELEX RMA Inhibition of integrin-dependant cancer cell prolifera-
tion ™

Matrix metalloproteass 9 (MMP-S) Prtan-SELEX RMA Tangeting apamer for MMP-9 o promote cancer diagno-
sis or therapy' '

MLICH Protein-SELEX DA MUIC 1 -targeted aptamer that enhances cancer diagno-
sz or thempy="™ 1

Maclaclin Naon-SELEX DA, Targeting or biotherapy for nucleolin-expressing can-
cars’®

Prostatle gpecific membane antigen Prolein-SELEX RMA and DMA Tangeting apmer used in prostate cancer hempy or

(PSKA) diagnosigh.' 4

PTET Call-SELEX (WU Targeting aptamer for acute lymphoblastic leukemia
thempy or diagnoa is''4*

RET Call-SELEX RMA Meutralizing aptamer that i nhibits AET-dependant intra-
callular signaling pat bway ™

Tenasdin-C Hybrid-SELE X RMA Aptamer that targels Tenascin-C-driven cancer for

therapy or diagnosis™




APLICACIONES Y EJEMPLOS

Terapia dirigida por aptameros

Aplicaciones y ejemplos

" Conjugados farmaco-aptamero
= Nanoparticulas

" Terapia génica

= [nmunoterapia

" Terapia bioldgica



CONJUGADOS FARMACO-APTAMERO

Aplicaciones y ejemplos

= Método simple y efectivo

® Eficacia mayor frente a farmaco solo

= Varios problemas de los conjugados:

a) Inestabilidad (en uniones no covalentes)

b) Baja vida media in vivo (bajo peso molecular)

c) Baja cantidad de farmaco conjugada (estructura de los
aptameros es simple)



CONJUGADOS FARMACO-APTAMERO

Aplicaciones y ejemplos

Intercalacion no
covalente

®
T ||h

Aptamero

Intercalacion
covalente

a) Solucion: Unidn covalente con un linker sensible a condiciones
controlables (ejemplo: pH bajo)



CONJUGADOS FARMACO-APTAMERO

Aplicaciones y ejemplos

b) Aumento de peso molecular:

Conjugacion con polimeros:

= Ejemplo: polietilenglicol (PEG), produjo:

= Aumento en peso molecular (y vida media)
= Aumento de estabilidad

=  Menor acumulacion en tejidos no diana



CONJUGADOS FARMACO-APTAMERO

Aplicaciones y ejemplos

c) Aumento de cantidad de farmaco conjugada
Varias estrategias:

= “Nanotrenes” (aptNTrs):

- Aptamero= Locomotora

- Sondas DNA= Vagones

® Aptameros con farmacos fotosensibles
= Aptameros bi- o tri-especificos



NANOPARTICULAS

Aplicaciones y ejemplos

=  Biocompatibilidad
® Gran superficie (union del aptamero y del farmaco)
=  Otras caracteristicas segun tipo



NANOPARTICULAS

Aplicaciones y ejemplos

= Tipos

a) Copolimerosy liposomas

b) Nanomateriales metalicos
c) VLPs (virus-like particles)



COPOLIMEROS Y LIPOSOMAS

Aplicaciones y ejemplos

=  Mayor degradacion y biocompatibilidad

" Ejemplo: Bioconjugado: PLGA-lecitina-PEG y aptamero con
paclitaxel

®  Gran eficiencia en encapsulacion
=  Mayor vida media



NANOMATERIALES METALICOS

Aplicaciones y ejemplos

® Propiedades opticas

" Propiedades electromagnéticas
= Estabilidad

= Biocompatibilidad



NANOMATERALES METALICOS

Aplicaciones y ejemplos

= . l Nanoesfera de oro hueca
"W Aptdmero CD30 sintétic
PEG

Doxorubicina
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Aplicaciones y ejemplos

= Ejemplo:
= Estrategia oxidativa

" 60 copias de aptamero sgc8 en cada capsida de bacteriéfago
MS2

® Union fuerte a células diana
" Internalizacion y degradacion por lisosomas



TERAPIA GENICA

Aplicaciones y ejemplos
small interfering RN

microRNA (mi in vivo

si/miRNA

Quimera

Terdpia de cancer

s infecciosas, pej VIH

e Conjugacion covalente
e Conjugacion no covalente



TERAPIA GENICA. EJEMPLO

Aplicaciones y ejemplos PEI

Sun et al. . : .
Alta eficacia de transfeccion celular

Nanonucleo con polimero

transportador L _
Internalizacion: endosomas -2 citoplasma
Linfoma a . Aptamer o
Expresién de CD30 MWW_Q i |—h PE|-citrato Y L 7 PElcitrate
Sodium citrate J nNanocons m l,r' J nanuc:r:ura.é‘
w SRNA 4™
‘ MNanocomplexes
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INMUNOTERAPIA

Aplicaciones y ejemplos

Anticuerpos
artificiales

U

Reconocimiento - internalizacion
en macrofagos (Bruno et al.)

Bajo potencial de efectos adversos
Alta especificidad :



INMUNOTERAPIA. EJEMPLOS

Aplicaciones y ejemplos

Stecker et al.
Linea de células de E
cancer de pulmoén (MCF7)

Formacién de un complejo ~ MUCL

de ataque a membrana
Muerte celular <:r|

(MAC)

Xiong et al.

Células de leucemia (K562)

+ Ligando PEG | > Proteccion conformacion 3D (aptamero)

+ Cola: lipido diacetilado I:> Facilita y mejora incorporacion a
membrana



TERAPIA BIOLOGICA

Aplicaciones y ejemplos

Vias de transduccion
Agonistas o antagonistas

Aptameros monovalentes : . _
_ _ Activar vias de senalizacion downstream
(diana: biomarcadores)

Activar vias de senalizacion downstream

Aptameros multivalentes . L
P (multimerizacion del receptor)



TERAPIA BIOLOGICA. EJEMPLOS

Aplicaciones y ejemplos

Mahlknecht et al.

Modelo de cancer de
estomago

HER2

Degradacion
lisosomal

Sun et al. @% @

Linfoma
Expresion CD30 l - l
Intraceliular signaling
§
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B Control tumor calls

=]
=1}

Ratio of dead/viable cells
=
B

02

R———

Mo treatment Sireptawvidin Aptamsar Musttimer 1x

4 of %ﬁf




CONCLUSIONES

" Los aptameros suponen un gran avance con respecto a los
anticuerpos en el campo de la terapia dirigida.

® Por otro lado, aun resulta necesaria la optimizacion de algunos
aspectos técnicos:
SELEX mejorado, para mayor rapidez de seleccion de las estructuras.
Busqueda de elementos diana relevantes.
Mejora de la estabilidad in vivo.
Liberacion efectiva del principio activo.

" En definitiva, los aptameros prometen ser una atractiva
herramienta en la terapia dirigida al cancer.
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