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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Obecnie choroby cywilizacyjne stanowig duze wyzwanie dla dziedzin diagnostyki i farmakologii. Jednymi
z najci¢zszych przypadtosci sg szeroko pojete choroby nowotworowe. Obok nowotworow patologie uktadu
krazenia jak np.: miazdzyca sa rowniez powaznym problemem klinicznym. W obu przypadkach istotne jest
okreslenie czynnikow ryzyka, diagnoza choroby we wczesnym stadium i zastosowanie odpowiednio dobranej
terapii. Dlatego tez zasadne jest, iz poszukuje si¢ zaawansowanych i precyzyjnych narzedzi diagnostycznych.

Okazuje si¢, ze wykrywanie zaburzen uktadu krzepnigcia moze by¢ czynnikiem prognostycznym zarowno
dla rozwoju miazdzycy jaki i dla chordéb nowotworowych [13]. Trombina bgdaca kluczowym elementem
uktadu krzepniecia sprzyja rozwojowi powstajacej blaszki miazdzycowej, zwigksza ryzyko incydentow
zakrzepowo-zatorowych bedacych powiktaniem rozwijajacej si¢ miazdzycy. Moze rowniez stymulowac
proliferacje komorek s$rodbtonka naczyniowego jak i komorek nowotworowych [13]. Sprzyja réwniez
wewnatrznaczyniowemu wykrzepianiu oraz interakcjom komodrka nowotworowa-ptytka krwi [14], [15].
Ponadto, moze sprawiac, ze komorki $rodbtonka stajg si¢ czulsze na dziatanie czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor), co powoduje nasilong mitoz¢ komorek
endothelium i ich migracje. Kolejnym dowodem na korelacje dysfunkcji uktadu krzepnigcia z chorobami
nowotworowymi jest wystgpowanie u pacjentow onkologicznych zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej VTE
(ang. Venous Thromboembolism) [3]. Jednym z identyfikowanych czynnikow ryzyka wystepowania VTE
wsrod pacjentow onkologicznych jest stan hiperkoagulacji, ktoéry wynika ze zwigkszonej generacji trombiny.
Waznym sktadnikiem uktadu krzepnigcia obok trombiny jest czynnik von Willebranda, ktory aktywuje
komorki $rodbtonka sprzyjajac rozwojowi zatorowosci i przerzutdow nowotworowych [5].

Dlatego opracowanie metody do badania funkcjonalego stanu uktadu zakrzepowego jest istotne dla oceny
stopnia rozwoju choroby nowotworowej jak i patologii uktadu krazenia. Proponowanym rozwigzaniem jest
biosensor, ktérego mozliwosci detekcyjne opieraja si¢ na wykorzystaniu aptamerow. Aptamery to
jednoniciowe syntetyczne oligonukleotydy, ktorych niewatpliwa zaleta jest wysoka specyficznos¢
i selektywno$¢ wzgledem okreslonego ligandu [4]. Niewielkie rozmiary oligonukleotydow oraz ich
jednoniciowa budowa, umozliwia im zmian¢ konformacji, CO zapewnia Sciste taczenie si¢ z epitopem
docelowej czasteczki. Dlatego tez aptamery zyskuja zainteresowanie na polach terapeutycznym
i diagnostycznym. Jako narzedzia do opracowywania biosensorow stanowig konkurencj¢ dla przeciwciat
szeroko wykorzystywanych w metodach analiz jakosciowych, ilosciowych jak i terapiach
przeciwnowotworowych. Aptamery moga specyficznie wigza¢ np.: toksyny, antybiotyki, markery
molekularne czy metale cigzkie [4]. Przyklady aptamerow skierowanych na trombing i czynniki vWF, ktorych
wykorzystanie zaplanowano w projekcie, przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Przyktady sekwencji aptamerdéw skierowanych na trombine i czynnik vVWF [1, 8, 10].

APTAMER  LIGAND SEKWENCJA
HD1 Trombina 5’-GGTTGGTGTGGTTGG-3’
HD22 Trombina 5’-AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT-3’
ARC1779 VWF 5’-GCGUGCAGUGCCUUCGGCCGTGCGGTGCCUCCGUCACGC-3°
ARC1772 VWF 5’-GGCGTGCAGTGCCTTCGGCCGTGCGGTGCCTCCGTCACGCC-3’

Dla zrealizowania nadrz¢dnego celu projektu konieczne jest zbadanie interakcji aptamer-biatko. Oceng tych
oddziatywan mozna przeprowadzi¢ wykorzystujac metode elektroforezy kapilarnej CE (ang. Capillary
Electrophoresis). Technika ta pozwala na uzyskanie informacji na temat statej dysocjacji kompleksu Kg
aptamer-ligand i statych szybkos$ci procesu asocjacji (kon) i dysocjacj (ko) odpowiednio procesu tworzenia
i rozpadu kompleksu. Otrzymane wartosci pozwola na oceng¢ przydatnosci wybranych aptamerow jako
biomolekut wychwytujacych i detekcyjnych w konteks$cie tworzonego biosensora, ktorego baza sg
superparamagnetyczne mikroczastki znakowane mieszaning barwnikow fluorescencyjnych. Mikroczastki
wykorzystywane sa W technologii Luminex opierajacej si¢ na detekcji kilku analitow w jednej probce
w jednym cyklu pomiarowym (technika multipleksu). Modyfikacja powierzchni mikroczastek przez
dotaczenie grup tosylowych prowadzi do jej aktywacji i pozwoli na optaszczenie mikrosfer aptamerami na
kolejnych etapach syntezy. Proces ten bedzie kontrolowany dzigki wykorzystaniu metod spektroskopii
ramanowskiej i cytometrii przeptywowej FCM (ang. Flow Cytometry).



