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A review, with 20 refs., of the use of aptamer-modified mesoporous sili-
cas as drug carriers and chem. probes elements. The role of aptamers
as the elements enabling targeted drug delivery was described. The
aptamers were also shown to be the factors linking different ligands.
The usage of as-prepared aptamers enabled to obtain anal. tests to be
used for selective detection and detn. of various analytes (pesticides,
biological agents).
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Przeglad literaturowy dotyczacy zastosowania mezoporowatych
krzemionek modyfikowanych aptamerami jako nosnikow lekéw oraz
elementéw czujnikdw chemicznych. Przedstawiono role aptameréw
jako czynnikéw umozliwiajacych celowane dostarczanie substancji
leczniczych do miejsca ich dziatania. Aptamery stosowane byty rowniez
jako czynniki wigzace rozne ligandy, co umozliwito otrzymanie testow
analitycznych stuzacych do selektywnego wykrywania i oznaczania
réznych analitéw ($rodki ochrony roslin, markery nowotworowe).

Stowa kluczowe: mezoporowata krzemionka, uktad dostarczania
lekdéw, nukleotydy, czynniki biologiczne

Mezoporowate krzemionki to struktury porowate
o dobrze rozwinigtej powierzchni wiasciwej (rzedu 1000
m?/g) oraz objetosci pordw siegajacej 2 cm®/g. Sposrod
wielu dobrze poznanych mezoporowatych krzemionek
wyrézni¢ mozna te o uporzadkowanej strukturze porow
(MCM-41, SBA-15, SBA-16), strukturze zblizonej do gabki
(MCF) i o nieuporzadkowanym rozmieszczeniu poréw'=.
Poza podziatem uwzgledniajacym rozmieszczenie porow
wyr6zni¢ mozna jeszcze formy morfologiczne poszczegdl-
nych struktur. Moga one mie¢ postac kul, tworzy¢ tancusz-
kowe agregaty, wystepowaé w postaci warstw (filmu)® lub
nanoczastek®. Mezoporowate krzemionki z uwagi na swoje
doskonate wtasciwosci adsorpeyjne stosowane sa jako kata-
lizatory”, adsorbenty enzymow®, elementy strukturalne

elektrod”, adsorbenty substancji biologicznie czynnych®
oraz jako nosniki lekow?® 9. Stabo kwasowy charakter
powierzchni krzemionek za sprawa obecnosci wolnych
grup silanolowych') mozna dowolnie modyfikowa¢, sto-
sujac rozne czynniki chemiczne umozliwiajace zmiane
charakteru powierzchni np. na zasadowy, hydrofobowy
lub silnie kwasowy?. Jednym ze sposobow chemicznego
,.urozmaicenia” powierzchni mezoporowatch adsorbentow
jest przytaczenie do nich czasteczek aptamerdw.
Aptamery to jednoniciowe czasteczki kwasdéw nukle-
inowych (dezoksyrybonukleinowego, DNA, lub rybonu-
kleinowego, RNA) ztozone z 20—-80 nukleotydow, ktorych
otrzymywanie i stosowanie sg datowane na poczatek lat
90. ubieglego wieku. Substancje te odznaczaja si¢ wiasci-

Dr hab. n. farm. Matgorzata GESZKE-MORITZ (ORCID: 0000-
0001-5643-0040) w roku 2008 ukoriczyta studia farmaceutyczne
na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu. W 2011 r. uzyskata stopien
doktora nauk farmaceutycznych, a w 2019 r. stopien dokto-
ra habilitowanego nauk farmaceutycznych na tym samym
wydziale. Obecnie jest kierownikiem Zaktadu Farmakognozji
i Naturalnych Srodkéw Leczniczych na Wydziale Farmacji,
Biotechnologii Medycznej i Medycyny Laboratoryjnej
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.
Specjalnosé - synteza i wtasciwosci kropek kwantowych,
biomedyczne zastosowania nanomateriatéw, zastosowania
materiatébw mezoporowatych w systemach dostarczania sub-
stancji leczniczych, adsorpcja zwiazkéw biologicznie czynnych
pochodzenia roslinnego.
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Dr hab. n. farm. Michat MORITZ (ORCID: 0000-0003-1784-4325)
w roku 2007 ukonczyt studia biotechnologiczne na Wydziale
Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, a w 2008 .
studia farmaceutyczne na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.
W 2011 r. uzyskat stopiert doktora nauk chemicznych na
Wydziale Chemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu,
a w 2018 r. stopien doktora habilitowanego nauk farma-
ceutycznych na Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku.
Obecnie jest kierownikiem Zaktadu Chemii Farmaceutycznej
na Wydziale Farmacji, Biotechnologii Medycznej i Medycyny
Laboratoryjnej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie. Specjalnosc¢ - synteza i wtasciwosci materiatow

mezoporowatych, modelowanie proceséw adsorpcji, syste-
my dostarczania substancji leczniczych, biomedyczne zastosowania nanomateriatéw,
adsorpcja substancji biologicznie czynnych.

*Adres do korespondencji:

Zaktad Chemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmacji, Biotechnologii Medycznej i Medycyny
Laboratoryjnej, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, pl. Polskiego Czerwonego
Krzyza 1, 71-251 Szczecin, tel.: (91) 815-10-12, e-mail: michal.moritz@pum.edu.pl

Brzemyst 103/10 (2024)



Substrat dla aptameru
(np. analit, bialko komorkowe)
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Figure. Structure and functioning of nanocomposite based on mesoporous silica for drug delivery or analite determination

Rysunek. Budowa i zasada dziatania modelowego nanokompozytu opartego na mezoporowatej krzemionce stosowanego w celu dostarczania lekéw

lub oznaczania analitu

wosciami wigzania (kompleksowania) r6znych substancji,
takich jak jony metali, zwigzki o malej masie czasteczko-
wej, biatka, geny, a nawet cate komorki. Jest to mozliwe
dzieki unikatowej trojwymiarowej strukturze aptamerow,
ktdora zapewnia powstawanie specyficznych regionow wig-
zacych ligandy. Z tego wzgledu aptamery nazywane sa
réwniez ,.chemicznymi przeciwciatami”. Obecnie stosowa-
ne metody otrzymywania aptameréw umozliwiaja synteze
oligonukleotydoéw wigzacych w sposob selektywny okre-
Slone biatka. Mozliwa jest takze chemiczna modytfikacja
tych substancji'*'%.

Potaczenie unikatowych wlasciwosci powierzchniowych
mezoporowatych krzemionek z aptamerami wykazujacymi
selektywng zdolnos¢ wigzania ligandow sprawia, ze uktady
takie znajdujg zastosowanie przede wszystkim w terapii
celowanej' (targeted delivery), czyli kierowaniu sub-
stancji leczniczej do wlasciwego miejsca dziatania, oraz
w diagnostyce laboratoryjnej'>. Na rysunku przedstawiono
przyktadowy schemat budowy i dziatania modelowego
nanokompozytu czesto opisywanego w aktualnym pismien-
nictwie, zlozonego z warstwy mezoporowatej krzemionki
naniesionej na warstwe innego nosnika (np. magnetyczne
nanokuleczki), modyfikowanego ostatecznie czastecz-
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kami aptameréw. Niejednokrotnie zwigzanie aptamerow
z powierzchnig krzemionki wymaga jej wstepnej chemicz-
nej modyfikacji (np. 3-aminopropylotrietoksysilanem)
lub zastosowania aptameréw w formie zhybrydyzowanej
z komplementarng niciag DNA lub zwigzanych z polime-
rem, co stwarza przestrzenng bariere blokujaca dostep
do kanatéw znajdujacych si¢ w warstwie mezoporowatej
krzemionki. Obecnos¢ w srodowisku reakcji ligandu (analit,
biatko, receptor komorkowy) specyficznego dla danego
aptameru powoduje jego oddysocjowanie z warstwy stabi-
lizujacej kompozytu i zwigzanie go z czasteczka ligandu.
Odstoniecie kanatow mezoporowatej krzemionki powoduje
z kolei uwolnienie z nich uprzednio zaadsorbowanej zawar-
tosci (np. leku lub znacznika analitycznego), w wyniku
czego osiaggany jest efekt terapeutyczny lub pojawienie sie
bodzca chemicznego wywolujacego sygnat analityczny.

Uktady dostarczania substanc;ji leczniczych

Zhang i wspolpr.'® opracowali uklad dostarczania sub-
stancji leczniczych w celu uwalniania remdesiviru (lek
przeciwwirusowy) w obecnosci jednego z biatek koronawi-
rusa. Do otrzymania uktadu terapeutycznego wykorzystano
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mezoporowate nanoczastki, ktérych kanaly zablokowano
(gating) aptamerami wigzacymi biatko N koronawirusa
(2019-nCoV). Poczatkowo przeprowadzono proces adsorp-
cji substancji leczniczej na powierzchni poréw mezoporo-
watego adsorbentu, po czym dokonano procesu modyfikacji
nanoczastek za pomoca 3-aminopropylotrietoksysilanu.
Nastepnie pory mezoporowatych nanoczastek zablokowano
nanoczastkami zlota z przytaczonymi do ich powierzchni
aptamerami dla biatka N koronawirusa. W celu zapewnienia
stabilnosci powstalego uktadu, uniemozliwiajacej przed-
weczesne uwolnienie remdesiviru, do aptameru przytaczono
komplementarna ni¢ DNA zawierajaca terminalng grupe
karboksylowa, ktora oddziatywata z powierzchnig nano-
czastek modyfikowanych grupami 3-aminopropylowymi,
blokujac skutecznie pory nosnika. W obecnosci biatka
N koronawirusa czasteczki aptameréw ulegly zwiazaniu
z tym ligandem, co doprowadzito do odstonigcia porow
krzemionki i ostatecznie przyczynito si¢ do uwolnienia sub-
stancji czynnej z poréw nanoczastek krzemionki'®. Nieco
bardziej ztozony uktad dostarczania lekéw zaproponowali
Al-Mosawi i wspotpr.'”, wykorzystujac magnetyczne wia-
sciwosci nanoczastek tlenkow zelaza (superparamagnetic
iron oxide nanoparticle, SPION), ktorych powierzchnig
pokryto warstwa mezoporowatej krzemionki modyfikowa-
nej aptamerami w celu dostarczania 5-fluorouracylu (lek
przeciwnowotworowy) do komoérek nowotworu okrezni-
cy. W tym przypadku plaszcz mezoporowatej krzemion-
ki zmodyfikowano grupami o charakterze zasadowym
(3-aminopropylotrietoksysilan), a nastgpnie prowadzono
proces wspdtadsorpcji 5-fluorouracylu oraz rodaminy B.
W celu zablokowania porow krzemionki do powierzchni
plaszcza przytaczono nanoczastki ztota. Otrzymany uktad
ostatecznie powleczono warstwa bifunkcjonalnego gliko-
lu polioksyetylenowego, zawierajacego terminalne grupy
tiolowe i karboksylanowe, w celu przytaczenia aptamerow
skierowanych przeciw czasteczkom adhezyjnym komo-
rek epitelialnych. Czynnik adhezyjny byt glikoproteing
wytwarzang przez komorki nowotworowe, ktoéra bierze
udziat w procesach migracji, namnazania i réznicowania
komorek. Obecnos$é rodaminy B w tak sporzadzonym
nanokompozycie umozliwita przyzyciowe obrazowanie
tkanek z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej,
a magnetyczny rdzen zapewnial obrazowanie za pomo-
ca rezonansu magnetycznego. Autorzy prac potwierdzili
celowane dostarczanie 5-fluorouracylu do komoérek nowo-
tworowych za sprawa modyfikacji opracowanego uktadu
terapeutycznego aptamerami wigzacymi glikoproteine
adhezyjna'”. Podobny uktad terapeutyczny opisali takze
Torabi i wspdlpr.'¥, ktorego przeznaczeniem byto celowa-
ne dostarczanie leku przeciwnowotworowego (sunitinib)
stosowanego w terapii nowotwordw jajnika. W tym przy-
padku jako nosnik zastosowano mezoporowatg krzemionke
modyfikowana powierzchniowo czasteczkami aptamerow
wigzacych glikoproteing MUC-1. Glikoproteina MUC-1
jest znacznikiem nowotworowym wytwarzanym obficie
przez komorki nowotworu jajnika. W warunkach ekspe-
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rymentalnych (linia komoérkowa OVCAR-3) wykazano,
ze zastosowanie nanoczgstek krzemionki modyfikowanej
aptamerami pozwolito na zwigkszone ich wchtanianie przez
komorki nowotworowe wykazujacej nadekspresje glikopro-
teiny MUC-1 w poréwnaniu z linia komdérkowa pozbawio-
ng mozliwos$ci ekspresji tego biatka, przyczyniajac sie do
zmniejszenia rozwoju komorek nowotworowych!.

Nanokompozytowe czujniki oparte
na aptamerach

Climent i Rurack'® skonstruowali test analityczny oparty
na mezoporowatych nanoczastkach, stuzacy do wykrywania
penicyliny zawartej w probkach rzeczywistych (mleko).
W tym przypadku poczatkowo kanaly mezoporowatej krze-
mionki wypetnione zostaly chlorkiem tris(2,2’-bipirydyno)
rutenu(Il) jako znacznikiem elektrochemiluminescencyj-
nym. Nastepnie krzemionke zawierajaca zaadsorbowany
znacznik poddano kolejno modyfikacji z zastosowaniem
3-aminopropylotrietoksysilanu oraz aptamerami ztozony-
mi z 39 nukleotydéw. Ten etap modyfikacji byt kluczowy
dla tzw. bramkowania (gating) kanalow mezoporowatej
krzemionki, zapobiegajac niekontrolowanemu uwalnianiu
znacznika chemicznego, poniewaz grupy 3-aminopropylo-
we oddziahujg elektrostatycznie z czasteczkami aptamerdw,
uniemozliwiajac ich oddysocjowanie z powierzchni mezo-
porowatych nanoczastek. W obecnosci penicyliny czastecz-
ki aptameru ulegaja zwigzaniu z analitem, co przyczynia
si¢ do otwarcia mezoporowatych kanatéw i uwolnienia
znacznika elektrochemiluminescencyjnego. Uktad mezo-
porowate nanoczastki-znacznik-aptamer naniesiony zostat
na stosowny papier zawierajacy modyfikowane wtokna
szklane, zas detekcja chemiluminescencji prowadzona
byla z zastosowaniem urzadzenia typu smartphone wypo-
sazonego w kamere. Granica wykrywalnosci penicyliny
za pomoca testu opracowanego przez autoréw wyniosta
0,18 pg/L'®. Dong i wspdlpr.'” zastosowali z kolei mezo-
porowate nanoczastki krzemionki modyfikowane czastecz-
kami aptamerow w celu oznaczania chlorpyrifosu (srodek
owadobdjczy) metoda spektroskopii ramanowskiej ze
wzmocnieniem powierzchniowym SERS (surface-enhan-
ced Raman spectroscopy). Podczas opracowanej metody
analitycznej autorzy zastosowali dwa rodzaje nanoczastek
krzemionki. Pierwsze z nich to nanoczastki modyfikowane
3-aminopropylotrietoksysilanem, na powierzchni ktorych
prowadzono adsorpcje 4-aminotiofenolu (4-ATP), jako tzw.
czasteczki sygnalowej, a nastepnie przylaczono czasteczki
aptameru wigzacego chlorpyrifos. Przylaczenie aptameru
zablokowalo pory krzemionki, co uniemozliwito uwalnia-
nie czasteczek sygnalnych. Drugi typ nosnika zawierajacy
jony srebra otrzymano poprzez funkcjonalizacje grupami
tiolowymi (3-merkaptopropylotrimetoksysilan) uprzednio
modyfikowanej grupami 3-aminopropylowymi krzemionki.
Modyfikacja nanoczastek krzemionki grupami tiolowymi
umozliwila wigzanie jondw srebra. Obecnosé¢ srodka owa-
dobdjczego w oznaczanej probce powodowala zwigzanie
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go z aptamerem i uwolnienie czasteczki sygnalnej (4-ATP)
Z porow pierwszego typu krzemionki. Uwolniony czynnik
sygnalny reagowal z kolei z nanoczastkami krzemionki
zawierajgcymi jony srebra, powodujgc wzmocnienie sygna-
tu analitycznego SERS. Granica wykrywalnosci chlor-
pyrifosu w opracowanej metodzie analitycznej wyniosta
19,9 ng/mL, za$ zakres liniowos$ci metody miescit si¢ w gra-
nicach 25-250 ng/mL'".

Mezoporowate nakonompozyty moga stuzy¢ takze
w oznaczaniu czynnikow biologicznych, takich jak recep-
tory wiruséw i antygeny. Tabrizi i Acedo'> opracowali
czujnik elektrochemiczny do wykrywania domeny wigzacej
receptora wirusa SARS-CoV-2 w probkach Sliny. W tym
przypadku autorzy naniesli film mezoporowatej krzemionki
na powierzchnie¢ elektrody grafenowej. Warstwe mezo-
porowatego adsorbentu zmodyfikowano podstawnikami
3-aminopropylowymi, a nastgpnie przeprowadzono proces
adsorpcji blekitu metylenowego jako znacznika chemicz-
nego. Ostatecznie do dodatnio natadowanej powierzchni
krzemionki przylaczono czasteczki aptameréw wigzace
domene receptora wirusowego, co skutecznie blokowa-
o (elektrostatyczne oddziatywanie aptameru z grupami
3-aminopropylowymi) mozliwos¢ wydostawania si¢
biekitu metylenowego. W obecnosci domeny wiazacej
receptora SARS-CoV-2 nastepowalo zwiazanie aptameru,
powodujace odblokowanie poréw krzemionki, z ktorych
uwolnil si¢ bigkit metylenowy. Uwolnienie tego ostatnie-
go powodowato zmiang potencjatu elektrody pomiarowej
(sygnat elektrochemiczny). Opracowany uktad analityczny
charakteryzowal si¢ granicag wykrywalnosci biatka wirusa
rzedu 0,36 ng/mL oraz liniowoscia odpowiedzi czujnika
w zakresie 0,5-250 ng/mL'>.

Innym przyktadem zastosowania aptamerow do celéw
diagnostycznych jest ich wykorzystanie w procesie ozna-
czania antygenu karcynoembrionalnego. Antygen ten jest
czynnikiem biorgcym udzial w procesie adhezji komorkowej
i jest wytwarzany przez niektdre komorki nowotworowe.
W tym celu Zhang i Tang™ powlekli magnetyczne kulecz-
ki o $rednicy 100 nm ztozone z tlenkdéw zelaza warstwa
mezoporowatej krzemionki modyfikowanej 3-aminopro-
pylotrietoksysilanem. Do powierzchni krzemionki przyla-
czone zostaly nastepnie jednoniciowe odcinki kwasu dez-
oksyrybonukleinowego (DNA) zawierajacego terminalne
grupy karboksylowe. Nastepnie na powierzchni krzemionki
zaadsorbowano 4-nitrofenol, ktory peit funkcje znaczni-
ka chemicznego. Kolejnym etapem byto przytaczenie do
zakotwiczonych juz fragmentéw DNA czasteczek apta-
meréw (komplementarno$¢ par zasad azotowych). Zasada
dziatania tak otrzymanego testu analitycznego polegala na
tym, ze w obecnosci antygenu nastapito wigzanie przez
niego aptameru, czemu towarzyszylo uwolnienie z porow
krzemionki proporcjonalnej ilosci znacznika chemicznego
(4-nitrofenolu). Autorzy wykazali liniowa zalezno$¢ uwal-
nianego 4-nitrofenolu w zakresie stezen antygenu karcyno-
embrionalnego 0,1-100 ng/mL, za$ granica wykrywalnosci
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analitu wyniosta 46 pg/mL. Warto w tym miejscu zaznaczy¢,
ze opracowany sposob oznaczania antygenu nie wymagat
stosowania kosztownej aparatury, poniewaz pomiar st¢zenia
4-nitrofenolu przeprowadzano metoda spektrofotometryczna,
za$ magnetyczny rdzen nonostruktury umozliwiat ich tatwe
oddzielanie od sktadnikow roztworu®.

Podsumowanie

Mezoporowate krzemionki ze wzgledu na swoja porowa-
to$¢, a tym samym dobrze rozwinigtg powierzchni¢ wiasciwg
stanowi¢ mogg element budowy nanokompozytoéw znajdu-
jacych zastosowanie w naukach biomedycznych. Polaczenie
warstwy mezoporowatego adsorbentu z nukleotydowymi
aptamerami nadaje adsorbentowi nowe wilasciwosci biolo-
giczne. Selektywne powinowactwo otrzymywanych apta-
merow do Scisle okreslonych substancji (biatka komorkowe,
substancje o matej masie czasteczkowej) sprawia, ze mozliwe
jest wybidreze wigzanie roznych substancji z powierzchnia
mezoporowatej krzemionki. Ta ostatnia moze by¢ nanoszona
w formie warstwy na powierzchnig elektrod lub nanoczastek
tlenkéw zelaza, tworzac odpowiednio nanoczujniki lub ukta-
dy dostarczajace substancje lecznicze do okreslonych miejsc
ich dzialania (np. komoérki nowotworowe).

Publikacje sfinansowano ze Srodkow MEIN (w 2024 r,)
w ramach projektu nr WFB-405/5/2024 realizowanego na
Wydziale Farmacji, Biotechnologii Medycznej i Medycyny
Laboratoryjnej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie.
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