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1. ABSTRAKT

Bakalatskd prace se zabyva afinitnimi molekulami, které jsou schopné se specificky
navazat na cilovou molekulu. Prvni kapitola je vénovéna protilatkdm, tedy afinitnim
molekulam proteinového charakteru. Pojednava o jejich struktute, vyvoji, produkci i
pouziti. Hlavni tématem préace jsou aptamery, aneb kratké useky jednotetézcové DNA
nebo RNA, které jsou Casto nazyvany jako syntetické alternativy protilatek. Maji
podobné funkce jako protilatky, ale odliSuji se strukturou, vyvojem 1 produkci.
S ohledem na jejich podobnost s protilitkami se aptamery pouzivaji v riznych
detekénich technologiich, kde slouzi k diagnostice onemocnéni. Aptamery jsou stale ve
fazi vyzkumu, ale pomalu se na trhu zacinaji objevovat prvni komeréné¢ dostupné
diagnostické sady aptamerd. Zavérecnéd kapitola srovndva vyhody a nevyhody dvou

nejvétsich rivalil v oblasti afinitnich molekul — protilatek a aptamert.

Kli¢ova slova: aptamery, protilatky, nanoprotilatky, affimery, diagnostika, vyzkum



2. ABSTRACT

The bachelor thesis deals with affinity molecules that are able to specifically bind to the
target molecule. The first chapter is devoted to antibodies, i.e., affinity molecules of
protein nature. It discusses their structure, development, production, and use. The main
focus of the thesis is on aptamers, or short stretches of single-stranded DNA or RNA,
which are often referred to as synthetic alternatives to antibodies. They have similar
functions to antibodies but differ in structure, development, and production. Because of
their similarity to antibodies, aptamers are used in various detection technologies to
diagnose diseases. Aptamers are still in the research phase, but the first commercially
available aptamer diagnostic kits are slowly starting to appear on the market. The final
chapter compares the pros and cons of the two biggest rivals in the field of affinity

molecules — antibodies and aptamers.

Key words: aptamers, antibodies, nanoantibodies, affimers, diagnostics, research



3. Uvop

Protilatky jsou glykoproteiny, které jsou produkovany imunitnim systémem a
jejich vlastnosti jim umoziuji imunologicky reagovat na cizi latky v organismu.
V diagnostice se pouzivaji v mnoha proteinovych testech jako je napt. western blotting,
ELISA, pratokova cytometrie, imunoprecipitace nebo imunohistochemie. Pouziti
protilatek ma vSak své nevyhody jako je napf. zkiizena reaktivita, Spatna
reprodukovatelnost nebo snadnd zmeéna struktury proteinu vlivem experimentalnich
podminek. V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho alternativnich reagencii, které
mohou nedostatky klasickych protilatek vylepsit. Slibnymi konkurenty protilatek se

stavaji nanobodies, affimery ¢i aptamery. [1]

Aptamery jsou syntetické oligonukleotidy, které se skladaji do trojrozmérné
struktury, a to jim umoziuje interakci s dalS$imi molekulami. Lze je zjednoduSené
popsat jako chemické protilatky, protoze maji molekuldrni rozpoznavaci vlastnosti a
dokazou se vysoce specificky navazat na urcity cil. Produkce aptamera probiha in vitro
prostiednictvim chemické metody SELEX (Sequential Evolution of Ligands by
EXponential enrichment). Od vzniku této metody uplynulo uz vice nez 30 let. Béhem
této doby dochazelo k technickému zdokonalovani a automatizaci. Vzniklo hned
neékolik modifikaci, které umoziuji snadnou selekci vysoce specifického aptameru.
Aptamery mohou byt izolovany proti toxinlim, rakovinnym bufikdm ¢i virovym nebo
bakteridlnim patogeniim. Kromé terapeutického hlediska je mozné aptamery vyuzit také
v diagnostice, kde je jejich potencial velice slibny. Nejvétsi potencial maji jako néstroje
v biosenzorech. Pomoci aptamerovych biosenzorii Ize citlivé a specificky detekovat

rizné cilové molekuly jako jsou nadorové markery nebo virové ¢i bakterialni patogeny.

2]

V souvislosti s afinitnimi molekulami, pfedev§im protilatkami se ¢asto zaménuje
termin afinita a avidita. Afinita je vazba protilatky s jednou antigenni determinantou,
zatimco avidita je vazba protilatky na vicero antigennich determinant v ramci jednoho
antigenu. Pojem avidita se nejCastéji objevuje u polyklonalnich protilatek, které jsou

schopny vazby na vice determinant antigenu. [3]



4. CiL PRACE

Tato bakalarska prace se zabyva predstavenim aptamert a jejich vyuziti ve
vyzkumu a diagnostice. Cilem prace bylo vypracovani reserSe, kterd shrnuje informace
o vzniku, produkei, vyvoji a diagnostice afinitnich molekul. Zaroven se prace zamétuje

na vyhody a nevyhody pouziti aptamert a protilatek v klinické praxi.



5. PROTILATKY

Protilatky (rovnéz také imunoglobuliny) jsou glykoproteiny, které se nachézeji
v plazmé 1 v extracelularnich tekutinach. Jsou produkovany B-lymfocyty a uplatiuji se
pfi primarni imunitni odpovédi. Skladaji se ze dvou fetézct (lehky a tézky), které jsou
vzajemné spojeny disulfidickymi mustky. Molekula protilaitky mé tvar pismene Y. U
savcl je popsano 5 tfid imunoglobulint — IgG, IgM, IgA, IgD, IgE. Jsou schopny se
vysoce specificky navadzat na antigen a vytvofit pomoci slabych vazebnych interakci
imunokomplex. Vysoky stupen afinity ¢i specifity jim umoziuje pouziti v nejriznéjSich
védeckych disciplinach nebo v klinické praxi, kde se uplatiuji pfevazné v terapii a
diagnostice. Jejich objev a nasledné vyuziti v diagnostickych testech ¢i terapii ma
obrovsky dopad na zlepSeni zdravi a zivotnich podminek jak u lidi, tak u zvifat. Na trhu

existuji protilatky terapeutické, diagnostické a vyzkumné. [4]

Protilatky muzeme rozdé¢lit do tii generaci. Do prvni generace se fadi
polyklonalni protilatky. Polyklonalni protilatky (pAbs) byly podavany piijemci jako
imunoglobuliny po extrakci zplazmy darce. I kdyZ tato metoda disponuje fadou
nevyhod (napf. nizké specifita, bezpecnostni problémy ¢i omezené klinické aplikace),
stale se daji vyuzit v klinické praxi. Nevyhody prvni generace odstraiiuje druha
generace, tedy monoklonalni protilatky (mAbs). Monospecifickd povaha jim ale
nedovoluje se uplatnit v diagnostice komplexnich antigenii. Tteti generace protilatek,
reprezentovana rekombinantnimi protilatkami (rAbs), poskytuje odpovéd’ na zminéné
nedostatky a zacina se opravnéné objevovat trhu s protilatkami. Vyznam protilatek byl
rozpoznan v 90. letech 19. stoleti. V t€ dob¢ potencidl protilatek nebyl zcela vyuzit. Az

o néco pozdéji se zacaly uplatiiovat v klinickém vyzkumu a diagnostice. [5]

5.1 Polyklonalni protilatky

pAbs jsou produkovany ptimo v téle organismu a slouzi jako specificka imunitni
odpovéd’ na pfislusny antigen. Pfi prezenci antigenu jsou protilatky vylu€ovany do krve.
Sérum cloveéka obsahuje smés mnoha rGznych protilatek, které rozpoznavaji rizné
epitopy na molekule. Protilatky v séru maji odliSnou aviditu pro kazdou antigenni
determinantu. Jejich vyhoda je, ze jsou pomérné snadno vyrobitelné a maji vysokou
aviditu k cilim. Na druhou stranu jejich specifita je podstatné niz$i, nez tomu tak je u

jinych druhti protilatek. [6]
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Polyklonalita pAbs umoziiuje vazbu na vice antigennich determinant. Z toho
diavodu jsou pAbs citlivéjsi v urCitych testech proti cilovym proteinlim, buiikdm nebo
organismiim. To se uplatiuje napi. v sendvicovych reakcich ELISA. U
imunohistochemie bylo prokdzano, ze pAbs nabizi vyssi citlivost pro detekci proteind,
které jsou pfitomny ve vzorku v malych koncentracich, protoze vice protilatek se

navaze na vice determinant na proteinu, a to umoznuje zesileni signalu. [7]

5.2 Produkce polyklondlnich protilatek

Produkce pAbs vyzaduje pouziti obratlovet, kdy se jim aplikuje antigen a poté
je odebréna krev s protilatkami. Nejbéznéji se pouzivaji kozy, koné, prasata, ovce a
kralici. Jako ptiklad Casto vyuZivaného zvitete 1ze uvést kraliky, protoze maji adekvatni
velikost téla a idedlni pfistup k margindlni usni zile i centrdlni aurikularni tepné, coz
umoznuje snadny odbér krve. Existuje nékolik zplisobli imunizace kralikd. Zalezi
pfedevsim na imunogenu, adjuvans a imunizacnim schématu. Podani imunogenu muze
byt subkutdnni, intradermalni, transdermdlni ¢i intramuskuldrni. Frekvence opakované
imunizace ¢i pfeockovani posilovaci davkou je imérna hlading cirkulujicich protilatek.
K ziskani u¢inné imunizace je nejvhodnéjsi aplikovat posilovaci davku, kdyz klesne
hladina imunogenu. Vhodné nafasovana aplikace posilovaci davky vede ke stimulaci
pamétovych B-lymfocytl, a to vede k velké produkci afinitnich protilatek. Adjuvans
jsou slouceniny, které zvySuji imunologickou odpovéd’ na dany antigen a aplikuji se
obvykle jiz pfi prvnim podani antigenu. Jsou to latky, které funguji jako antigenni
depot, transportni vehikulum, inertni nosi¢ nebo imunostimulator. Bez depotniho
adjuvans titry protilatek vrcholi 2-3 tydny po imunizaci. U depotnich adjuvans to miize

byt o tyden az dva pozd¢ji. Depoty se akumuluji v misté vpichu. [8] [9]
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Tabulka 1 — Priklady tri komercné dostupnych adjuvans [10]

Adjuvans Typ emulze Imunomodulator Olejova slozka
) Ny Usmrcena ) )
Freundovo adjuvans | Voda v oleji . Minerélni olej
Mykobakterie
Mykobakteridlni
Ribi Adjuvans ‘ produkt (TDM) a/nebo
Olej ve vod¢ _ Skvalen
System® endotoxinovy produkt
(MPL®)
TiterMax® Voda voleji | Kopolymer CRL-8941 Skvalen

Po odebrani vzorku krve se vyhodnocuji protilatky v séru. Frekvence odbéru
musi byt provadéna tak, aby nedoslo u zvifete k anémii. Soucasné¢ musi byt sledovan i
odebirany objem krve. Nasledné¢ vykrveni zvifete musi byt provedeno v celkové

anestezii a nejlépe se provadi punkei srdce. [11]

5.3 Monoklonalni protilatky

mAbs maji pfesn¢ definovanou strukturu a specifitu. Jsou produkovany
hybridizovanym klonovanim imortilizovanych B-lymfocyti pochazejici z jedné

matefské bunky. [12] [13]

Cely proces jejich produkce neprobihd piimo v organismu. K ziskéni je sice
zvifeci organismus potieba, ale vysledné mAbs jsou produkovany bunécnou kulturou

mimo organismus. K produkci se nejcastéji vyuzivaji mysi nebo krélici. [3]

5.4 Produkce monoklondlnich protilatek

Prvni, kdo se produkci mAbs zabyval byl George Kohler a Cesar Milstein
z Laboratote molekularni rady a Iékatského vyzkumu v Cambridge. V roce 1975 poprvé
popsali systém produkce ¢istych protilatek se zndmou specifitou. Vyvinuli zptsob, jak
rutinné produkovat mAbs v prakticky neomezeném mnozstvi. Samotna produkce je

zaloZena na hybridomové technologii. [13] [14]

12



Mys je opakované imunizovana pozadovanym antigenem. Proces imunizace je
obdobny jako u produkce pAbs. Jeji slezina, ktera obsahuje proliferujici B-lymfocyty,
se odstrani z téla a odebrana tkan je zhomogenizovana na bunécnou suspenzi. Vznikla
suspenze obsahuje B-lymfocyty produkujici protilatky proti injektovanému antigenu.
V nésledujicim kroku probiha hybridizace. Dochazi k fuzi B-lymfocytli s myelomovou
bunécnou kulturou. Myelomové bunky se vyuzivaji proto, ze maji vysokou schopnost
proliferace. Spojenim téchto dvou druhi bun¢k vznikaji hybridni bunky, které maji
vlastnosti jak B-lymfocyti (produkce specifickych protilatek), tak myelomovych bun¢k
(nesmrtelny charakter). Hybridomy jsou umistény do selektivniho HAT média
(Hypoxantin Aminopetrin Thymidin médium), kde dochazi k selekci pouze hybridnich

bunck. Ostatni buniky nejsou schopny v médiu proliferace a umiraji. [14][15]

Ziskané hybridni bunky produkuji specifické protilatky. Hybridomova kultura se
v mikrotitrani desti¢ce zfedi na jednu buiniku v jamce. Z kazd¢ jednotlivé buiky se
kultivuji kolonie, které produkuji specifickou mAb. Pfed pouzitim je nutné protilatky
purifikovat. JelikoZ imunoglobuliny jsou glykoproteiny lze zde vyuzit stejné metody
purifikace jako u proteind. Purifikace se da provést pomoci iontové-vyménné
chromatografie, antigen-afinitni chromatografie, gelové chromatografie ¢i extrakci na

pevnou fazi. [13]
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Obrazek 1 — Schématické znazornéni produkce monoklonalnich protilatek (prevzato a
upraveno z Llewelyn a kol., 1992) [14]

Nejcastéjsi provedeni screeningu protilatek zajistuje ELISA. ELISA muze
vyuzivat k detekci antigenu kombinaci mAbs a pAbs. Nepiima a sendviCova ELISA
jsou 2 typy imunotesti, u kterych se k analyze vyuZivaji oba typy protilatek. Nejdiive se
aplikuji mAbs kvili jejich vysoké specifité k cili. pAbs se ptidavaji jako druhé, protoze
jsou schopny amplifikovat nizky signal s vysokou citlivosti. V citlivych imunotestech,
kde se vySetiuje neznamy patogen je vhodné pouzit pAbs, protoze ty umi rozpoznat
vice epitopli na antigenu. JestliZe patogen/antigen byl jiz diive charakterizovan, je
vhodnéjsi v néslednych aplikacich pouZzit mAbs. mAbs se v klinické praxi vyuZivaji
k diagnostice rtiznych onemocnéni. mAbs se vazou na jediny epitop antigenu, a proto

1ze ptesn¢ identifikovat patogen. [16] [17]
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5.5 Rekombinantni protilatky

rAbs jsou synteticky pfipravené mAbs, které¢ ke své produkci nevyzaduji zviie
jako hostitelsky organismus. Existuje nékolik formatt rAbs. Jedno fetézcovy variabilni
fragment (scFv) je nejmensi format rAbs, ktery je schopen vazby na antigen. rAbs se

vyuzivaji na stejné ucely jako mAbs. [18] [19]

5.6 Produkce rekombinantnich protilatek

Rekombinantni protilatky se vyrabi geneticko-molekularnimi metodami, zndmé
jako fagovy displej, kvasinkovy displej nebo displej savéich bunck. Nejbéznéji
vyuzivany je fagovy displej. Fagovy displej byl poprvé popsan v roce 1985 Georgem
Smithem. Tato strategie zahrnuje vytvotfeni knihovny, vybér specifické protilatky a
afinitni zrani. Knihovny se sklddaji z fragmenti genti protilatek. Nejcastéji se jednd o
Fab (fragment oblasti vazajici antigen) nebo scFv (jedno fetézcovy variabilni fragment)
fragmenty, protoZe jsou mensi, ale stale maji vysokou afinitu ke svym cilim. Fragmenty
genu protilatek jsou prezentovany na povrchu bakteriofagu. Kazdy fag nese odlisny gen
protilatky. Zdroj gentd protilatek mize byt bud’ pfirozeny nebo synteticky. Synteticky
ma tu vyhodu, Ze k ziskani gentli neni potieba zivy organismus. [18] [19] [20] [21]

Selekéni proces, kdy dochazi k vybéru vhodné protilatky se jmenuje ,,panning®.
V mikrotitra¢ni desticce je umistén imobilizovany antigen, ktery se inkubuje
s knthovnou. Béhem inkubace dochazi k navazani protilatek na antigen. Po inkubaci
jsou nepotiebné protilatky odstranény a specifické protilatky jsou eluovany a nésledné
amplifikovany v bakteridlnim hostiteli. Vyslednd protilatkovda DNA je klonovéana do
expresnich vektorli a transformovana do bakterie Escherichia coli. Na agarové plotné
vznikaji kolonie, znichz kazdd ptedstavuje jednu mAb. Molekuly protilatek jsou
testovany na specifitu a poté jsou sekvenovany, aby se identifikovali jednotlivé
protilatky. Ty jsou pak exprimovany a purifikovany. Hlavni vyhodou rAbs je jejich
modifikace pro rizna diagnostickd vyuziti. rAbs lze pouzit v diagnostickcych
platformach jako jsou napf. laterdlni chromatografické testy, Luminex (bead-based
assays), prutokova cytometrie, test proximitni ligace nebo molekuldrni zobrazovani.

[19] [20] [21]
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Tabulka 2 — Zakladni rozdily mezi hybridomovou technologii a fagovym displejem [21]

Vlastnosti Hybridomova technologie Fagovy displej
Zvite vyzadovano nevyzadovano
Afinitni zrani n vivo in vitro

bakterialni expresni

Up-scaling intraperitonalni metody ,
system
Znaceni chemické biochemické, chemické
Antigen proti L, .,
- nemozné mozné
toximnum
Terapeutické ) ., , o o
. reakce imunitniho systému clovéka zadna
aplikace

malé kontrola nad produkovanou

tilatk precisni manipulace
protilatkou

Selekéni podminky

InZenyrstvi neni mozné mozné

5.7 Nanoprotilatky

Nanoprotilatky, jinymi slovy jednodoménové protilatky jsou rekombinantni,
antigen-specifické protilatky, které se skladaji pouze zjedné domény odvozené
z téZkého fetézce. Tato variabilni doména protilatek s té¢Zkym fetézcem ma schopnost
vazby na antigen. Z tohoto divodu je povazovana za nejmensi pfirozené se vyskytujici
fragment, ktery je schopen se vazat na specificky cil. Jejich velikost se pohybuje v nano
molarnim méfitku, coZ jim umoznuje jednoduse pronikat do tkdni a tam se navazat na

cilovou molekulu. [22] [23]
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V roce 1993 Hamers, Muyldermans a kol. zvefejnili publikaci, kde uvedli, ze
v téle dvouhrbych velbloudt a jihoafrickych laméch koluji nekompletni protilatky, které
postradaji lehky fetézec. Funkce téchto noveé nazvanych nanoprotilatek je stejna jako u
protilatek normalnich. Na rozdil od normalnich jsou mensi a hydrofilnéjsi, a to jim
umoznuje vyssi rezistenci na vysoké teploty a pH. Produkce nanoprotilatek spociva
v imunizaci velblouda nebo lamy cilovym antigenem. Zvife zacne produkovat
kompletni protilatky i protilatky jen s tézkymi fetézci. Z odebraného krevniho vzorku se
vyberou pouze ty bunky, které produkuji protilatky pouze s t€Zkymi fetézci a zaroven
maji vhodnou afinitu ke specifickému cili. Z této bunky se ziskd DNA sekvence genti
kédujici tuto nanoprotilatku a tato sekvence se nasledné zpracovava pomoci genového

inzenyrstvi podobné jako u rekombinantnich protilatek. [24]

Protilatka Nanoprotilatka

Variabilni doména

~
b & ‘( - odvozena z té#kého l Cilovy
‘—/‘ g - | antigen

N fetézce

Tézké fretézce Lehké retézce
@ Konstantmi domény @  Konstantni domény
«  Variabilni domény @ Variabilni domény
Q0 Cukry

Obrazek 2 — Rozdily ve strukture protilatky a nanoprotilatky (prevzato a upraveno
z Gibbs, 2005) [24]

Nanoprotilatky se uplatiiuji ve vyzkumu, terapii a diagnostice. V in vitro
diagnostickych testech slouzi ke screeningu infek¢nich ¢i malignich onemocnéni.
Pouzivaji se jak u sendvicové, tak u kompetitivni ELISA metody. Jsou velice citlivé,
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proto je lze vyuzit i v elektrochemickych metodach, kde je mez detekce az 1000x
citlivéjsi nez u metody ELISA. V diagnostickych testech in vivo jsou nanoprotilatky
vhodné indikatory pro neinvazivni zobrazovani. Mala velikost, ktera je hluboko pod
hranici ledvinové clearance, umoznuje nanoprotilatkdm rychlou eliminaci z krve. To je
presné potieba pro dobré in vivo zobrazeni. Metody, kde se nanoprotilatky vyuzivaji
jsou SPECT (jednofotonova emisni pocitacova tomografie) nebo PET/CT (pozitronova

emisni tomografie/pocitacova tomografie). [25] [26]

5.8 Affimery

Affimery jsou malé, stabilni rekombinantni proteiny zaloZené na stabilnim
proteinovém skeletu, odvozeném od cystatinli ze skupiny cysteinovych inhibitord
proteaz. Molekula affimeru se sklada z centralniho f listu, ktery je obklopeny o helixem
se dvéma variabilnimi vazebnymi smyckami a kazda znich obsahuje devét
aminokyselin. Pfitomné aminokyseliny mohou byt nahrazeny riznymi ndhodnymi
sekvencemi a ty se nasledné pouziji ke generovani affimerovych knihoven. Affimerova
knihovna obsahuje 10'° klond, které umoziuji screening molekul vézajicich proteiny.
Affimerové proteiny jsou generovany z bakteridlnich expresnich systému (fagovy

displej) pomoci genového inzenyrstvi. [27]

Obrazek 3 — Znazorneéni struktury affimeru (prevzato z Tiede a kol., 2017) [28]
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Affimerova technologie je komeréné dostupnd prostfednictvim spolecnosti
Avacta Life Sciences. Affimery jsou ucinnymi nastroji v molekularni ¢i bunécné
biologii. Daji se vyuzit v metodach jako je ELISA, western blotting, in vivo
zobrazovani, v biosenzorech nebo imunohistochemii. Nelze konstatovat, ze by affimery
zcela zastupovaly funkce protilatek. SpiSe se vyuzivaji jako dopliikové ¢i alternativni

nastroje ke screeningu protilatek. [28]

6. APTAMERY

Aptamery (odvozené od latinského slova aptus — vhodny a feckého meros — ¢ast)
jsou oligonukleotidy, neboli kratké fetézce kyseliny ribonukleové (RNA) nebo
jednovldknové deoxyribonukleové (ssDNA), které jsou schopné se vazat na specificky
cil jako jsou ionty, malé organické molekuly, proteiny a zivé bunky. Aptamery maji
trojrozmérnou strukturu a umi specificky rozpoznat cilovou molekulu. Mizeme je proto
nazyvat chemickymi neboli synteticky vyrobenymi bioreagenciemi. Aptamery jsou
vybirany z obrovskych knihoven ndhodnych nukleotid. Ty mohou obsahovat az 10'°
jedine¢nych sekvenci. Dnes uZ zname né€kolik aptamert s vysokou afinitou a specifitou,
které lze vyuzit k diagnostickym a terapeutickym Ucelim. Primysl, ktery se zabyva
aptamery rychle roste. V soucasné dobé¢ se vice nez 40 firem aktivné podili na vyzkumu
téchto syntetickych protilatek. Jejich cilem je, aby se aptamery staly globalnimi a
komer¢nimi slozkami, které budou bézn¢ dostupné. Nékteré aptamerové produkty jiz

muzeme nalézt na trhu, jiné se vyuZzivaji pouze ve vyzkumu. [29]

Trojrozmérnd struktura a stabilni konformace aptamert zajiStuji specifickou
vazbu s cilovou molekulou, a to prostfednictvim vodikovych vazeb ¢i hydrofobnimi,
coulombickymi a van der Waalsovymi interakcemi. Vazebné afinity aptamert k cilim
jsou obecné v rozmezi 1pM a 1 puM. Vazebné afinity mezi aptamery a proteiny jsou

v nanomolarnim rozsahu. [30]

6.1 Vznik a objev aptamerii

Odborny néazev , Aptamer mu udé€lil Andy Ellington, ktery se spolecné
s Jackem Szotakem aptamery zabyvali. Prvni byly popsany RNA aptamery a az poté

ssDNA aptamery. DNA je stabilngjsi nez RNA, coz umozituje snadnéjsi proces selekce.
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Naproti tomu RNA tvofi rozsahlejsi 3D struktury a zarovenn mohou byt syntetizovany

ptimo uvnitt bunky. [31] [32]

Prvotni vyzkumy aptamert se provadély na virech. Bylo ziejmé, ze nukleové
kyseliny, jak DNA, tak RNA mohou fungovat jako ligandy. To znamena, ze mohou
upravovat aktivitu cilovych proteini. V roce 1980 probihal vyzkum viru HIV a
adenovirl, kde bylo zjisténo, ze praveé tyto viry jsou schopné kodovat malé struktury
RNA, které se s vysokou specifitou a afinitou vazou na bunécné proteiny. Konkrétné
bylo prokazano, ze virus HIV vyvinul kratkou strukturovanou RNA sekvenci, kterad se
nazyva trans-aktivaéni odpovéd’ neboli zkracené¢ TAR. TAR RNA se vaze na bunééné a
virové proteiny cyklin T1 a Tat. Oba tyto proteiny se ucastni fizeni genové exprese a
virové replikace. O 10 let pozdéji vroce 1990 byla provedena prvni studie, ktera
potvrzovala, ze RNA aptamer muze byt pouzit k zastaveni aktivity patogenniho

proteinu. [33] [34]

Ve stejném roce provadély dvé na sobé nezavislé laboratofe intenzivni vyzkum,
kde se védci zabyvali izolaci a amplifikaci specifické sekvence nukleové kyseliny in
vitro. Ukazalo se, ze nukleova kyselina je schopni se vazat s vysokou afinitou na
specificky cil. Technika byla nazvdna jako SELEX a vzniklé oligonukleotidy byly
oznaceny jako aptamery. Podrobnéjsi popis je popsan v kapitole SELEX. [35]

Pravé tyto aptamery v tomto vyzkumu prokézaly, Ze jsou srovnatelné, ne-li lepsi
nez mAbs. Obrovsky potencidl aptameri muze byt vyuzit v diagnostickych,

terapeutickych a bioanalytickych aplikacich. [35]

6.2 Riboswitch

Hlavni funkci RNA je pfenos genetické informace. To vSak zdaleka neni jedina
funkce této nukleové kyseliny. RNA je schopna regulace biologickych funkci, a to
pomoci riboswitchd. Riboswitche, jinymi slovy pfirodni aptamery, jsou soucasti
mRNA. Konkrétn¢ se nachazi v 5° UTR (untranslated region) mRNA. Riboswitche se
skladaji ze dvou Casti. Jedné z nich se tik4 aptamer. Je to efektorova cast riboswitche,
protoze je schopna vazby na ligand. Podle této Casti jsou pojmenované synteticky
vyrobené aptamery. Druhd ¢ast — expresni doména — se veénuje expresi. Obsahuje
strukturalni ,,pfepinac®, ktery se ktizi s transkripénim nebo translaénim mechanismem.

[36]
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Jak riboswitche, tak aptamery vytvafi selektivni kapsy, které jsou schopny vazby
na cilové metabolity. Jakmile dojde k navazani cilové molekuly, dojde ke strukturdlni
zmén¢ v kapse aptameru. Strukturdlni zmény jsou sdéleny expresni doméné
riboswitche. Ta je propojena s transkriptnim a translatnim apardtem. Spusti se
transkripcni a translacni mechanismus, poté dojde ke zpracovani RNA (napf. sestfihu) a
tim padem produkce proteinu je dynamicky regulovana. Vysledkem tohoto celé¢ho
procesu je, ze cilové metabolity mohou kvantitativné regulovat genovou expresi

v bunkach. [37]

RNA nebo ssDNA

Definovana 3D struktura Komplex aptamer - cil

SKI4ddn{ Rozpozndni %gj
ﬁ —
Vazba

Obrazek 4 — Schématické znazorneni struktury a funkce aptameru (prevzato a upraveno
ze Stoltenburg a kol., 2007) [31]

V nékterych situacich bylo prokéazéano, Ze riboswitche vykazuji vyssi afinitu nez
pfislusné syntetické aptamery. Napiiklad riboswitch pro guanin mé afinitu Kq = 0,0047
uM, avsak synteticky aptamer Kq = 1,3 uM. To uZ je rozdil o n€kolik 4da. Je to z toho
divodu, ze syntetické aptamery jsou vybrany pomoci cilti imobilizovanych na pevné
podloZce, a proto je k dispozici méné funkénich skupin, které jsou schopné vazby na
aptamer. Naopak riboswitche se vyviji s ostatnimi molekulami v roztoku, a to umoziuje
dalsi chemické interakce s nukleovou kyselinou. Syntetické aptamery jsou pifipravovany
in vitro a miiZe se stat, Ze v in vivo systému budou selhavat. Resenim je vytvofit takovy
synteticky aptamer, ktery se svymi vlastnostmi, co nejvice podoba riboswitchi, jehoz
hlavni vyhodou je, Ze je schopen lépe fungovat v Zivém prostfedi, nebot’ se jedna o
strukturu vyskytujici se v pfirozenych systémech. Na druhou stranu, syntetické
aptamery se vazou na malé cilové molekuly jako jsou léCiva ¢i syntetickd barviva. Je
logické, Ze organismy nevyvinuly pfirozené riboswitche vazajici se na tyto typy uméle

vytvoienych molekul, proto je nelze v téchto interakcich vyuzit. [37]
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6.3 SELEX

SELEX je zkratka odvozena od Sequential Evolution of Ligands by EXponential
enrichment. Do CeStiny bychom to mohli ptelozit jako Sekven¢ni Evoluce Ligandl
Exponencialnim obohacovanim. SELEX je laboratorni postup, ve kterém dochazi
k selekci aptamerti zrozmanité knihovny nukleovych kyselin. K vybéru vhodného
aptameru je nutné provést nékolik SELEX cykli, aby byl ziskdn aptamer

s pozadovanymi vlastnostmi. [38]

Bylo prokazano, Ze nukleové kyseliny jsou vhodné biologické slouceniny pro
kombinatorickou chemii. Jejich atraktivnost je dana tim, ze jsou schopny skladat se do
sekundarnich a terciarnich struktur a zarovent mohou byt snadno amplifikovany pomoci
metody PCR nebo in vitro transkripei. Tato metoda byla poprvé uvedena na svét v roce
1990 Tuerkem a Goldem. Tito dva védci vyuZili knihovnu nukleovych kyselin k selekci
RNA oligonukleotidt (aptamertt), které se pevné a selektivné vazou ke spravnému cili.
Nezavisle na tom Ellington a Szostak pouzivali podobny postup izolace a vyslednym
molekulam dali ndzev aptamer. Z knihovny RNA selektivné izolovali RNA molekuly,
které maji tu schopnost se skladat do stabilni trojrozmérné struktury a tim vznika
specifické vazebné misto pro malé molekuly. O dva roky pozdéji byl pfedstaven
uspesny vybér jednoietézcovych sekvenci DNA z chemicky syntetizovaného souboru
molekul DNA s ndhodnou sekvenci. Tyto DNA aptamery dokézaly rozpoznat a vazat
ligandy, a tedy bylo prokazano, Ze i DNA molekuly maji schopnost vazby, stejné jako
RNA aptamery. Nyni se ve vyzkumu 1 klinické praxi vyuZivaji oba typy nukleovych
kyselin. Od objeveni nové technologie SELEX se tato metoda stala velice vyuzivanou, a

to nejen v molekuldrni biologii, ale také ve farmacii a v 1ékatstvi. [31]

VSse zacina v oligonukleotidové knihovné. V knihové jsou shromazdény afinitni
fetézce RNA nebo ssDNA, které obvykle obsahuji pfiblizng 103 — 10'° rlznych
sekvenci. Pro selekci DNA aptamerti miZzeme tuto metodu vyuzit piimo, a to bez
jakékoli piedchozi Gipravy. Sense a antisense primer, ktery je odvozen ze specifickych
sekvenci na 5° a 3° konci molekuly, umoziuji amplifikaci vybranych oligonukleotidli
v kazdém SELEX kole. K amplifikaci se pouzivda metoda PCR. Ta ndm rovnéz
poskytuje nékolik kopii pivodnich oligonukleotidli a ty ndm mohou slouzit jako

amplifika¢ni Sablony. Naopak u selekce RNA aptamert je potifeba pfed zahajenim
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procesu transformovat DNA knihovnu na RNA knihovnu. SELEX urcuje, jaké

aptamery jsou nejvhodnéjsi vzhledem k cilové molekule. [31] [39]
Cely proces muzeme rozdélit do 3 hlavnich kroki:

1) Selekce — Ukolem je z olignukleotidové knihovny vybrat aptamer s nejvyssi
afinitou a specifitou k cilové molekule. Selekce zahrnuje dalsi 3 kroky vedouci
k vybéru vysledné molekuly — vazba, rozdeleni a eluce. Nejdiive musi dojit
k navazani vhodného aptameru k cilové molekule. Takto dojde k rozdéleni
oligonukleotidi na ty, které se vazou kcili a na ty, které se nevazou.
Nenavazané oligonukleotidy jsou odstranény pomoci promyvani pufrovanym
roztokem. Cilovd molekula je imobilizovdna na matricovém materidlu.
Matricovy materidl je napf. agardéza nebo magnetické kuliCky. Existuji i
rozd€lovaci metody bez vyuziti imobilizace cile. Takovou metodou je napf.
ultrafiltrace. Poslednim selekénim krokem je eluce navazanych aptamert.
Aptamery se daji eluovat denaturaénimi metodami nebo latkami jako je urea,

SDS nebo EDTA.

2) Amplifikace — Oligonukleotidy ziskané selekci je nutné zmnoZit. RNA aptamery
musi nejdiive projit RT-PCR, aby bylo dosaZzeno odpovidajici cDNA. Poté je
provedena amplifikace pomoci PCR. ssDNA aptamery podstupuji pouze PCR.

Takto se vytvoii vychozi soubor pro dalsi kola selekce.

3) Kondicionace (uprava) — pred dalSim kolem je nutné oligonukleotidy upravit
tak, aby mohly byt pouzity v dalSim cyklu. Po provedeni PCR jsou
oligonukleotidy ve form¢ dsDNA. V ptipadé¢ RNA aptamerti musi nasledovat
transkripce T7 RNA polymerazy. Vzniklé RNA molekuly jsou pouzité v dalSim
provedena separace jednoho fetézce. Existuje né€kolik metod, jak separaci
provést, aby se z dsDNA ziskala ssDNA. Mezi nejvyuzivangjsi se fadi pouziti
systétmu asymetrické PCR, kdy se pouzije mnohonasobn¢ vé&t§i mnozstvi

jednoho primeru k ziskani ssDNA.

Vysledkem téchto péti krokl je ziskani velkého mnoZstvi RNA nebo ssDNA,
které se témét shoduji s cilem. Je potieba tento proces opakovat nékolikrat, dokud

nenajdeme jeden jediny konkrétni fetézec oligonukleotidu, ktery se nejlépe vaze k cili.
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Obvykle byva provedeno 6 az 20 jednotlivych provedeni SELEX, abychom ziskali
vhodny afinitni aptamer. [31] [40]
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Obrazek 5 — Grafické znazornéni prubéhu procesu SELEX (prevzato a upraveno
ze Stoltenburg a kol., 2007) [31]

6.4 Modifikace procesu SELEX

V soucasné dob¢ se ve svété aptamert objevuji 2 hlavni prekazky, které brani ve
vyvoji a aplikaci aptamerd. Zaprvé se jedna o to, Ze SELEX je ¢asove naro¢ny a rovnéz
mira uspé$nosti je nizka. Druhym problémem je to, ze vétSina souCasnych aptamera se
ziskava in vitro a neni jednoduché urcit, zda jejich funkce v in vivo systému bude
spravna. Dnes se vyuziva mnoho modifikaci, které byly vyvinuty na zaklad€ originalni
metody a pomahaji zrychlit a zkvalitnit cely proces. Origindlni metoda se pouziva jen

zfidka, ale vSechny modifikace z ni vychazeji. [41]

1) Negativni SELEX
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Vroce 1992 Ellington a Szotak ptedlozili novou metodu, kterou nazvali
negativni selekce. Negativni selekce zajiStuje, ze sekvence jsou nejprve vystaveny
nezadoucim cilim. Dojde k odstranéni nespecifickych vazebnych latek, které by
v procesu zbytecn¢ interferovaly. Bylo zjisténo, ze diky negativni selekci byla afinita
aptamer az 10x vys$i. Dnes se negativni selekce vyuziva zcela bézné k eliminaci
sekvenci, které interaguji s imobiliza¢ni matrici. Velice podobna metoda negativni
selekci se jmenuje Counter SELEX. Ta se odliSuje tim, Ze se pouzivaji podobné cilové
molekuly jako inkubac¢ni subjekty. Na rozdil od originalni metody SELEX se do
Counter SELEX procesu piidava dalsi krok, ktery spocivd v pfidani strukturalné
podobnych cili kinkubaci saptamery. To ma za nasledek ucinné oddéleni
nespecifickych nukleotidl a timto se stdva metoda jesté specifictéjsi. Hlavni rozdil mezi

Counter SELEX a Negative SELEX je pouziti odliSnych inkubac¢nich objektt. [41] [42]
2) Cell SELEX

Cell SELEX vyuziva zivé bunky jako cil, a to zvySuje moznost, Ze vybrany
aptamer miiZze byt ptimo pouzit pro diagnostické a terapeutické ucely. Dalsi vyhodou je,
7ze neni potteba purifikace proteinu nebo piedchozi znalost molekularnich cili na
bunéném povrchu pied samotnou selekci. Déle by tato mohla byt pouzita k objevovani
novych biomarkerli nebo neznamych povrchovych proteini. VyuZivaji se bunky jak
prokaryotické, tak eukaryotické. Oligonukleotidovd knihovna je inkubovéna s celymi
bunkami. Cell SELEX muze vyzadovat az 35 selekénich kol, avSak nejcastéji staci
pouze 8-10 kol k ziskani aptamert s vysokou afinitou. Touto metodou byly vytvotfeny

aptamery proti riznym druhim rakoviny. [32] [41]
3) In Vivo SELEX

Je znamo, Ze vybrané in vitro aptamery nemusi fungovat v Zivém organismu,
proto byla vyvinuta metoda In Vivo-based SELEX. Ta umozZiluje generovat aptamery
uvnitf organismu. Vyuzivaji se k tomu zvifeci modely s cilovou chorobou. V roce 2010
Mi a kolektiv pokusili selektovat aptamery uvniti naddoru Zivého organismu. RNA
aptamery byly injekéné podany do ocasni Zily mysi s intrahepatalnim nadorem. Poté se
z jaternich nadort extrahovaly aptamery a ty byly dale amplifikovany a znovu
aplikovany jinym mySim se stejnym nadorem. Ve vysledku byly uspésné vybrany

aptamery s afinitou k p68 a RNA helikaze. [32]
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SELEX modifikaci dnes existuje celd fada. Mizeme sem dale zatadit: Kapilarni
elektroforézni SELEX, Mikrofluidni SELEX nebo Vysoko propustné sekvenujici
SELEX a mnoho dalsich. [41]

S timto souvisi 1 post-SELEX modifikace. Molekuly RNA se vyuzivaji Castéji
kvali jejich rozmanitosti v 3D struktufe, kterou vytvaii snaz nez DNA. Tento jev je
zpusoben piitomnosti dalsi hydroxylové skupiny na 2¢ pozici ribdzy a také kvili jejich
ptirozené jednovldknové struktufe. Nicméné jejich znacnou nevyhodou je, Ze
vSudypiitomné nukleazy $tépi RNA. Z tohoto diivodu jsou do struktury RNA zavadény
chemicky modifikované nukleotidy. Ty zvySuji nukledzovou rezistenci RNA aptamert.
Muze se stat, ze vyuziti post-SELEX modifikaci snizi afinitu aptameru. Z toho divodu

afinita aptameru méla byt peclivé sledovana po kazdém provedeni modifikace. [32]

6.5 Detekcni technologie zaloZené na aptamerech

V detekcnich technologiich se vyuziva znaceni aptamert, aby bylo mozné cilovy
analyt spravné detekovat a popfipad¢ i kvantifikovat. Ke znaceni se vyuzivaji enzymy,
nanocastice, komplex streptavidin-biotin, kvantové teCky ¢i fluorescencni barviva.
V diagnostice se rovnéz uplatiluji 1 neznacené aptamery, u kterych je k detekci

vyuZzivéana jejich zména konformace.

6.5.1 ELONA

ELONA (Enzyme-linked oligonukleotide assay) funguje na stejném principu
jako ELISA. Rozdil je v tom, Ze misto protilatek vyuzivanych v ELISA se v metod¢
ELONA vyuzivaji oligonukleotidy. Ty slouzi jako hlavni molekuldrni rozpozndvaci

prvek. [43]

Pti pouziti aptamerti se metoda nazyva ELASA (enzyme-linked aptasorbent
assay). Existuje né€kolik rtznych konfiguraci jako je napf. pifimd, nepfimd nebo
sendvicovda ELASA. Aptamery se daji snadno oznacit biotinem, coZz vzajemné
neovliviiuje specifitu ani afinitu. ELASA ma stejné moznosti vyuZiti jako ELISA. Muze
byt pouzita ke screeningu nelegalnich drog ¢i k domaci detekci t€hotenstvi. Je to také
uziteCny nastroj pro posouzeni vazby mezi poolem nukleovych kyselin z kazdého
jednotlivého cyklu SELEX a cilovym antigenem. To napf. usnadnilo generovani

aptameru proti Shigella sonnei. ELASA metoda mé vyhodu oproti ELISA v tom, Ze je

26



znovupouzitelnd. Protilatky trpi trvalou degradaci, kterd znemoziiuje opakovani testu.
Aptamery v ELASA metodé 1ze opakované regenerovat a nasledn¢ pouzit. Regeneraci

1ze provést uvolnénim antigenu pomoci tepla nebo horké vody. [44]

6.5.2 ALFA

Aptamery muzeme pouzit misto protilatek pii lateralnim chromatografickém
testu (lateral flow assay, LFA). Oproti protilitkovému LFA testu je ALFA test
(Aptamer-based lateral flow assay) flexibilng&jsi a je schopny detekovat $irsi rozsah cilt.
Metoda je zalozend na bézi papirového testu navrzeného pro detekci molekul
v kapalnych vzorcich. Princip u ALFA je totoZzny jako u protilatkového LFA. Jde o
afinitni interakce, kdy je cil zachycen imobilizovanym senzorem na viditelné Care.
Testovaci prouzek se sklada z n€kolika Casti: vzorkova ¢ast, konjugacéni ¢ast, testovaci
linie s imobilizovanymi sekundarnimi aptamery, kontrolni linie a absorpéni ¢ast. ALFA
ma dva formaty provedeni — sendvicovy a kompetitivni. U sendvicové ALFA se
pouzivaji dva druhy aptamer — primarni (znaceny) a sekundarni (imobilizovany). Na
vzorkovou ¢ast se aplikuje vzorek. Jestlize se ve vzorku nachazi cilova molekula,
navaze se na primarni aptamer oznaceny znackou. Tento konjugat nasledné putuje do
stiedni Casti prouzku na testovaci linii. V oblasti testovaci linie se primarni aptamer
s cilovou molekulou navdze na sekundarni aptamer a dojde ke zbarveni prouzku.
V ptipad€ spravného provedeni testu dojde ke zabarveni i1 na kontrolni linii. Pokud se ve
vzorku nenachdzi cilova molekula, nedojde k navdzani na primarni aptamer. Ten se
nemuZe navadzat na aptamer sekundarni, proto se znafeny aptamer zachyti az na
kontrolni linii. Ke zbarveni tedy dojde az tam. Na papirovém prouzku se objevi pouze

jedna ¢arka v oblasti kontrolni linie. [43] [45]
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Obrazek 6 — Schématické zobrazeni funkce ALFA (prevzato a upraveno z Wan a kol.,
2021) [43]

Proces kompetitivni ALFA je mirné odliSny a lze ho vyuZit jen pro malé
molekuly sjednim epitopem. Existuje vicero metod detekce. Zalezi na tom, jaka
zachytna molekula na testovaci linii se pouzije. Napt. Ochratoxin A (OTA) je druh
malomolekuldrniho mykotoxinu pouze s jednim vazebnym epitopem. Wang a kol.
vyvinuli kompetitivni biosenzor zalozeny na OTA aptamerech, které jsou znaceny
zlatymi ¢asticemi slouzici k vizudlni detekci. Biotinem modifikovany komplementarni
fetézec (DNA sonda 1) je imobilizovan vazbou streptavdinu na testovaci linii. Biotinem
modifikovand DNA sonda 2 je imobilizovana na kontrolni linii. Princip detekce je
zaloZen na kompetitivni reakci mezi DNA sondou 1 a cilovou molekulou OTA o vazbu
na AuNP-aptamer (aptamer znaceny zlatymi nanoc¢asticemi). Jestlize je OTA pfitomny
ve vzorku, navaze se na AuNP-aptamer, coZ snizuje koncentraci volného AuNP-
aptameru. Volny AuNP mitize hybridizovat se sondou DNA 1 na testovaci linii, a to
zpusobuje zbarveni prouzku. Pfi pfitomnosti cilové molekuly ve vzorku je intenzita

zbarveni prouzku slabsi. Z toho vyplyva, ze koncentrace analytu ve vzorku je nepfimo
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umeérna intenzité barevného signalu. Plati, ze ¢im vice OTA je ve vzorku, tim slabsi je
intenzita na testovaci linii. Na kontrolni linii dochazi k hybridizaci se sondou 2 bez

ohledu na ptitomnost nebo nepititomnost cilové molekuly. [46] [47]

Ocekava se, ze v blizké budoucnosti by se ALFA mohla objevit na trhu. Pied
uvedenim ALFA na trh musi byt provedeno testovani, aby bylo mozné pouzit test i
mimo vyzkumnou laboratof, protoze podminky v laboratofi nejsou shodné
s podminkami v praxi. Komer¢éni vyuziti ALFA bude mit znacny vyznam na
diagnostiku. JelikoZz umoznuje detekci s vysokou citlivosti 1 reprodukovatelnosti, bude ji

mozné vyuzit k diagnostice proteinti, hormonti, mikroorganism i antibiotik. [48]

6.5.3 Aptasenzory

Biosenzory jsou detekéni systémy pro biologické analyty. Jako snimaci prvek
obsahuji biologickou slozku. U aptasenzoru tuto funkci zastupuji aptamery.

Aptasenzory mohou byt optické, elektrochemické a hmotnostné citlivé. [43]

Optické senzory se d€li na znacené a neznacené. Znacené aptamery se konjuguji
s opticky aktivnimi molekulami jako je napf. fluorescencni barvivo fluorescein. Na
jeden konec aptameru se navaze fluorescencni sonda a na ten druhy zhaSec¢ (obvykle
guanin). Sonda a zhé&Se€ jsou blizko sebe, a proto je intenzita fluorescence minimalni.
Pti pfidani analytu se zméni konfigurace aptameru. Fluorescen¢ni sonda se vzdaluje od
zhéaSece a dochazi ke zvySeni intenzity fluorescence. Tento jev je vniman jako odezva
senzoru, ktera je nasledné detekovana. V optickych biosenzorech nasly své uplatnéni 1
kvantové tecky. Kvantové tecky jsou koloidni nanokrystalické polovodice. V kombinaci
s aptamery tvoii rizné detekéni systémy a pifind$i vice moznosti pro bioanalyzu.
Pouzivaji se v aptasenzorech diky svym fluorescen¢nim vlastnostem. Kvantové tecky
pfipojené k aptameru vysilaji opticky signal, to znamend, Ze jsou v zapnutém stavu.
Jakmile se pfida analyt, okamzité¢ dojde k vazbé aptamer-analyt a tento komplex zhasi
emisi kvantovych teCek a prechdzi do stavu vypnutého. Z toho vyplyva, Ze vazba

aptamer-analyt zpisobuje zménu signalu, ktery 1ze jednoduse detekovat. [43] [49] [50]

Nejbéznéjsi metoda vyuzivand u opticky neznafenych senzori je metoda
plazmonové rezonance (SPR). Principem SPR je excitace povrchovych plasmonil na
kovovém povrchu (Ag, Au). Laserovy paprsek dopada skrz hranol na kov pod ur¢itym

uhlem. Plasmony jsou excitovany a pfi urcitém uhlu dopadu dochazi k rezonanci.
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Rezonan¢ni uhel se velmi citlivé méni v pfitomnosti biomolekul. Povrchové plasmony
jsou citlivé na absorpéni jevy. Zmény uhlu davaji signdl. Ten je umérny hmotnosti
biomolekul. U aptasenzorti jsou biomolekuly reprezentovany aptamery, které¢ jsou
imobilizovany na kovovém povrchu. Kdyz se analyt navdze na aptamer, zvétSuje se
hmotnost biomolekul, a tedy dochdzi ke zméné¢ indexu lomu. Zmény uhlu se
zaznamenavaji a mohou slouzit jako kalibra¢ni kiivka pro stanoveni riznych sloucenin.

[43] [51]

Jako elektrochemické aptasenzory se nejcastéji vyuzivaji senzory voltametrické
(amperometrické) a impedimetrické. Principem je pifevedeni mikroproudu nebo
mikronapéti na pozorovatelny signal. Pfi navazani molekuly analytu na aptamer,
dochdzi ke zméné konformace aptameu. U redoxnich molekul zmény indukuji tok

naboje, ktery je nasledné detekovan a kvantifikovan. [43]

U amperometrickych biosenzort lze provést detekci zna¢enymi i nezna¢enymi
aptamery. Ke znaCeni se nejcastéji vyuzivaji kovalentné vdzané enzymy, které¢ jsou
pfindSeny na povrch elektrody. lkebukuro et. al ptedstavily prvni elektrochemicky
aptasenzor. Jejich cilem byla detekce trombinu, ke které vyuzili dva odliSné aptamery
selektivni pro trombin. Thiolovany aptamer byl imobilizovan na zlaté elektrod€ a druhy
byl oznacen enzymem, konkrétné glukosovou dehydrogendzou. Do méficiho systému
obsahujici imobilizovany thiolovany aptamer se pfidal trombin a doSlo k vzajemnému
navazani. Nasledné se do systému piidal enzymem znaceny aptamer, ktery se hned
navazal na trombin. Pfidana glukéza, jakoZto substrat pro enzym, vygenerovala proud.
Proud byl detekovan a méfen. Pii detekci neznaCenymi aptamery se vyuziva jinych

znacenych molekul, coz nevyzaduje proces znaceni aptameru. [43] [52] [53] [54]

Hmotnostné citlivé aptasenzory neboli aptasenzory quartz crystal microbalance
(QCM) funguji na zéklad¢ piezoelektrického jevu. Piezoelektricky jev indukuje
akustické viny tim, ze ptivede stfidavy proud na kifemenny krystal. Aptamer je
pfipojeny na povrchu kiemenych krystalli potazenych zlatem a interaguje s cilovymi
molekulami. Pfi  vzdjemném navazani aptameru a cilové molkeuly dojde
k povrchovému zatizeni. Zméni se frekvence vibraci a vznikd fazovy posun, ktery lze

detekovat. [43] [55] [56]
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6.5.4 Aptahistochemie

V mediciné je imunohistochemie (IHC) nepostradatelnd metoda k potvrzeni

diagnozy rtiznych nadorovych onemocnéni. [57]

IHC se provadi tak, ze vzorek lidské tkané se zalije do parafinu, zmraZzeny
blocek stkani se nakraji a obarvi. V ptipadé¢ prikazu rakoviny nestaci pouze
morfologické zhodnoceni vzorku, nybrz se provadi IHC, kde se vyuzivaji protilatky,
aby se zjistilo, zda jsou ve tkdni pfitomné nebo nepfitomné specifické biomarkery. I
v této oblasti mohou byt protilatky nahrazeny aptamery. Ruzné studie prokazaly, ze
aptamery jsou mnohem citlivejsi pifi detekcei cile. Navic jsou to jsou schopné zvladnout

za kratsi inkubacni dobu (15-20 minut). [58]

DNA aptamer MF3Ec byl pouZit v aptahistochemickém testu k detekci rakoviny
prsu. Ukazalo se, ze tento fluorescencné znaceny aptamer je schopen rozeznat i rizné
podtypy tohoto onemocnéni. Aptamer MF3Ec dokézal odlisit podtyp rakoviny prsu
Luminal A od podtypu Luminal B, a to navzdory tomu, ze diferencidlni diagnostika

téchto podtypti je znacné obtizna. [57]

6.5.5 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie se pouziva k detekci vazby aptamerd na proteiny umisténé
na bunéénych povrSich. Napt. DNA aptamer, ktery se vaze na lidskou neutrofilni
elastdzu, je upravovan tak, aby navazal fluorescein v riznych polohach, daleko od
cilového vazebného mista. Intenzita signalu zavisi na tom, jakym zplsobem byl

fluorescein ptipojen. [59]

Aptamery pouZzivané v prutokové cytometrii maji takovou vyhodu, ze l1ze na né
navazat jakykoliv fluorofor. Fluorofor fykoerythrin se konjuguje s aptamerem v poméru
1:1, coz umoziuje spolehlivé provadét testy vice markert bunécného povrchu na stejné
bunice. Vyzkum, ktery se zaméfuje na testovani aptameri v pritokové cytometrii
odhalil, Ze aptamery konjugované s malymi fluorofory i1 velkymi proteiny si
zachovavaji své vazebné vlastnosti. To podminuje jejich schopnost ptizplisobit se
riznym molekulam pouzivanych v diagnostice. V pritokové cytometrii se aptamery
vyuzivaji k detekci rakovinnych bunék, patogent nebo v enviromentalni analyze, kde se

pomoci nich daji detekovat riizné patogenni mikroorganismy ve vod¢. [58] [59] [60]
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6.6 Vyuziti aptameri v diagnostice

Aptamery nabizeji obrovské vyuziti v biomedicinské diagnostice, protoze se

pouzivaji k detekci biomarkerti onemocnéni. [61]

Vyuzivaji se pro diagnostiku zejména v oblasti onkologie, kardiologie a o¢niho
1ékatstvi. Ilyas et. al. vyuzil aptamer k detekci rakovinnych bunék pomoci biosenzoru.
Vybral aptamer, ktery je schopny se navazat na receptor epidermalniho ristového
faktoru (EGFR). Tento rtstovy faktor je exprimovan u mnoha typi rakoviny a je to
jeden znejcastéji se vyskytujicich onkogend. U onkologickych pacienti je celkova
koncentrace EGFR zvysena a podle jeho zastoupeni lze urcit stddium nemoci nebo
progresi v 1écbé. 1 nepatrné zmény koncentrace tohoto proteinu v séru mohou byt
kritické, proto je nutné, aby citlivost detekce proteinu byla co nejvyssi. Nasledné
pomoci biosenzoru, ktery jako biologickou slozku vyuziva pravé aptamer, lze presné

urcit koncentraci EGFR v plazmé. [30]

Byly vyvinuty aptamery, které dokdzou odhalit rakovinu plic jiz v brzkych
stadiich. Li et. al objevili panel Sesti DNA aptamerd, které dokaZou rozliit pacienty
s rakovinou plic od zdravych jedinct. Tento systém byl mnohem citlivéjsi neZ tradicni
diagnostické metody, proto by se mohl vyuzivat k zachytu onemocnéni jiz v brzkych

stadiich. [29] [62]

Podobné jako u rakoviny plic v€asna detekce rakoviny vajecnikt je také velmi
obtizna. Tsai et al. navrhli mikrofluidni ¢ip, ktery pomoci magnetickych kulicek a
aptamert je schopen detekovat OCC (Ovarian cancer cells) z krve i ve velmi nizkych

koncentracich. [29] [63]

Aptamery lze pouzit k diagnostice virovych i bakteridlnich infekci. DokaZzou
detekovat napt. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica a Mycobacterium tuberculosis. 1 kdyz v poslednich letech bylo
provedeno mnoho vyzkumi ohledné pouZziti aptasenzorti k diagnostice infekénich
nemoci, stale jich je na trhu nedostatek. Je to dano tim, ze mnoho studii ke svym
vyzkumim pouzivaji bakterie z laboratornich kultur. Tyto kmeny se v§ak mohou lisit od
kmenii 1zolovanych ztéla pacienti a mohly by vést k potencidlnim faleSné

negativnim/fale$né pozitivnim vysledkim. [29] [64]
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Nedavno byla vyvinuta technologie aptamerovych mikroc¢ipti. Cilem vyzkumu
aptamerti na Cipu bylo odstranit nevyhody a omezeni protilatkovych mikrocipi.
Myslenka vytvoreni aptamert na Cipu je ale obtizné proveditelnd v praxi. V mirkoc¢ipu
jsou aptamery imobilizovany na pevném povrchu, coz miize vést ke ztraté¢ jejich
flexibility, kterd je dilezita pro jejich skladani do 3D struktury a ta je nezbytna pro
vazbu na cilové molekuly. Aby se aptamery mohly vhodné¢ skladat, musi byt splnény

urcité podminky, které jsou v ¢ipové technologii obtizné proveditelné. [65]

Hlavnim problémem pouziti aptamerti v diagnostice souvisi s nedostatkem
standardizovanych protokolii. RuUzné aptamery, které byly generovany ve stejné
laboratofi proti stejnému cili mohou mit odliSnou primarni strukturu, afinitu, specifitu i
dalsi chemické parametry. Protokol vyvinuty pro jeden konkrétni aptamer je
nepouzitelny pro dalsi aptamer. Tato skutecnost zptsobuje problém pti pouziti aptamerti
v diagnostice  lidskych onemocnéni. To muze byt vyfeSeno vytvoienim
standardizovanych kith a protokoli zaloZzenych na aptamerech s optimalnimi
vlastnostmi. Klesajici ceny ndkladl na syntézu a vytvareni Sirokych databazi by mohlo

vést k vyfeSeni téchto problémi s aplikaci aptamert. [66]

Dal$i moznosti, kterd by mohla urychlit nastup aptameri do klinické praxe je
vysoka poptavka po diagnostickych testech. V poslednich letech se objevuji stale nova
onemocnéni, kterd vyZzaduji rychlou a pfesnou diagnostiku. Protilatkové diagnostické
testy by mohly byt doplnény aptamerovymi testy a tim padem by se zvySil zachyt

onemocnéni v brzkych stadiich. [67]

6.7 Aptamery na trhu

Trh s aptamery se neustale rozrasta, proto Ize ocekdvat, ze vyznamné ptispéje
k diagnostickému primyslu. Komercéni diagnostické produkty na bazi aptamera jsou
produkovany spolecnostmi po celém svété. Pro diagnostické aptamerové soupravy jsou
vyzadovany piisné klinické zkousky. V soucasnosti existuje pouze n€kolik komercnich
diagnostickych souprav pro aptamerové biomarkery, které mohou odhalit rGzna

onemocnéni. [68]

33



Tabulka 3 - Priklady komercneé dostupnych diagnostickych produktii zaloZenych na

aptamerech [29]
Produkt Spolecnost Zpisob detekce Pouziti
Neoventures Testy na fazi
OTA-Sense Biotechnology Y Detekce mykotoxinti
fluorescence
Inc.
Detekce bunck
AptoCyto AptiSci Inc. Pritokova cytometrie pozitivnich na
biomarkery*
Detekce bunck
o Test na bazi pqzitivnich na
AptoPrep AptiSci Inc fluorescence, PAGE biomarkery*
SOMAmer-based Detekce
SOMAscan SomaLogic dete.ctlon'and nemal'obunecne‘:ho
quantification of karcinomu plic
biomarkers (NSCLC)
CibusDx CibusDx Elektrochemicka Prikaz ahmen;[armch
detekce patogent
OLIGOBIND .Seklsu'l Fluorogenic aktivity Priikaz akt1v1ty
diagnostics assay trombinu
Hot Start Tag New England Reversibilni inhibice
DNA . , Hot start PCR
, Biolabs Taq DNA polymerazy
polymeréaza

*Pozitivni biomarkery: CD-31 (adhezni molekula endotelidlnich bun¢k krevnich
desticek), receptor epitelidlniho ristového faktoru (EGFR), receptor hepaticarniho
rustového faktoru (HGFR), molekula intraceluldrniho adhesinu (ICAM-2), receptor
lidského
endotelialniho rastového faktoru (VEGFR-2) [29]

epidermalniho rlstového faktoru (HER-2) a receptor vaskuldrniho

Dalsi spole¢nosti, které se zabyvaji screeningem aptamerti jsou: AMBiotech,
Apta Biosciences, Aptagen, AptaMatrix, Aptamer Group, Aptamer Sciences, Apterna,
Aptitude Medical, BasePair Biotechnologies, Neoventures Biotechnology, Novaptech a

SomalL.ogic. [48]
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Jakmile dojde k vytvofeni sekvence pozadovaného aptameru, automatické
pfistroje syntetizuji chemicky vyrobené aptamery na vyzadéani. Aptagen je spolecnost,
ktera nabizi vlastni aptamery pro vyzkumné, diagnostické i terapeutické pouziti. Cena
aptamert zavisi na nékolika faktorech a nelze urcit piesnou ¢astku castku. Obecné 1ze

fici, ze cena vyroby se pohybuje kolem 300$/gram. [61]

6.8 Budoucnost aptamerii v klinické praxi

Biosenzory na bazi aptamerti nebo podobné testovaci metody pro diagnostiku a
POCT (point of care testing) se v poslednich letech postupné rozviji. Jejich vyjimecné
vlastnosti jako je napf. stabilita, zanedbatelnd variabilita mezi jednotlivymi SarZemi,
hospodérnost a vysoka citlivost detekce jsou vhodné i1 pro pouziti ve Spatné vybaveném
prostiedi. Aktudlné védci pracuji na tom, aby detekce alergenii v potravinach byla co
nejméné Casoveé naro¢na a zahrnovala snadné postupy. Komplikované odbéry vzorkl na
alergeny muzou zpusobit u pacientll anafylakticky Sok. K omezeni téchto rizik byla
pouzita aptamerova technologie, kterd dokazala identifikovat araSidové alergeny
v potravinach. Tato technologie je spolehliva v Sirokém spektru potravinatskych matric
a reaguje na arasidovy protein 1 ve velice nizkych koncentracich. Zaroven lze tuto
technologii pfevést do uzivatelsky ptivétivého zatfizeni. V souCasné dob¢ také probiha
vyzkum aptamerovych biosenzoril, které by umély monitorovat onemocnéni jako je
diabetes mellitus 2. typu. Biosenzor na bazi aptameru byl vytvoten pro rychlou detekci
hladin vazebného proteinu reinolu 4 (RBP4) v séru. Prave tento protein byva zvySeny u

lidi s inzulinovou rezistenci. [69]

Vyzkumnici se snazili nalézt vhodné protilatky, které vaZou oocysty parazita
jménem Cyclospora cayetanensis. Tento alimentarni parazit je hrozbou pro zemédélsky
obchod mezi Stfedni Amerikou a USA. Detekce tohoto parazita je velmi obtiZna.
K zachyceni jsou vyzadovany molekuly s vysokou afinitou. Ukézalo se, Ze protilatky
nejsou vhodnymi kandidaty na vyfeSeni tohoto problému. Pomoci cell SELEX byly
vybrany aptamery proti C. cayetanensis, konkrétn¢ proti rekombinantnim proteinim
oocyst. Sekvence téchto DNA aptamerii zatim nebyla zvefejnéna a v soucasnosti

nemiiZe byt prozrazena vzhledem k jejich potencialni komeréni hodnoté. [70]

Motolice jaterni je dalSim parazitem, pro kterého je obtizné najit pfislusné

protilatky  vhodné k detekci. Motolice mohou vyvolat cholangiokarcinom
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prostfednictvim zanétu zluCovych cest. Rychld detekce vaji¢ek motolice ve stolici je
naroc¢na, proto se k ptfipadné diagnostice vyuzivaji fluorescenéné¢ znaCené aptamery,
které¢ zrychluji detekci vajicek. Vajicka motolice jaterni jsou detekovana pod
fluorescen¢nim mikroskopem. Motolice Zlu¢ova by v budoucnu mohla byt detekovana
pomoci lateralniho chromatografického testu, ktery by mohl byt komeréné dostupny
vetejnosti. I zde plati to, Ze sekvence tohoto DNA aptameru zlstava prozatim v tajnosti.

[70]

Jak jiz bylo zminéno nékolikrat, aptamery lze vyuzit i jako léCiva. Ackoliv
aptamery uz jsou néjakou dobu objeveny, k terapeutickym aplikacim nejsou zatim
bézné vyuzivany. Existuje pouze jeden aptamer, ktery byl schvalen pro terapeutické
pouziti. Jedna se o Macugen (nebo jinym slovem Pegaptanib). Tento aptamer je
schopny se navazat na vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor (VEGF), kde blokuje
abnormalni angiogenezi v oku, ¢imz zabranuje krvaceni uvnitt oka a ztraté¢ zraku. Mize
se zdat zvlastni, Ze 1 kdyz aptamery disponuji fadou vyhod, jejich podil mezi 1éky je
velice nizky. Je to dano tim, Zze klinické studie mohou trvat vice nez 10 let a jsou
pomérné drahé. Macugen byl uveden na trh v roce 2005 a ukazuje se, Ze plni svou
funkci. To by mohl byt podnét pro vytvofeni dalSich 1€k na bazi aptamert. VéEtSina

z nich je ale zatim ve stadiu vyzkumu. [66]

7. PROTILATKY VS APTAMERY

Aptamery maji v n¢kolika oblastech vyznamné vyhody oproti protilatkam. Obecné 1ze

fict, Ze aptamery jsou stabilngjsi, trvanlivéjsi, levnéjsi a méné invazivni nez protilatky.

[71]

Aptamery jsou schopny odoldvat vyssi teploté¢ a po denaturaci mohou byt jednoduse
renaturovany a opakované pouzity. Skladovani je rovnéZz nendro¢né. Mohou se

skladovat v pokojové teploté po neurcité dlouhou dobu. [61] [71]

Jejich produkce je jednoduchd, nenakladnda a rychld. In vitro selekce muze byt
automatizovana. To znamend, Ze muze probihat paralelni produkce vicenasobnych
aptamert proti komplexnim molekuldm. Vyroba aptameri trva v fadech dnti, protilatek
v fadech mésict. K produkci nejsou potieba zadna zvifata a ani imunitni odpoveéd’ neni

vyzadovana. Toho se vyuziva pii generovani aptamert, které jsou cileny proti toxickym
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slouceninam. Protilatky produkované proti toxinim by mohly zplsobit smrt zvifete,

protoze k produkci dochazi uvnitt téla. [61] [67] [71]

Aptamery jsou syntetizovany chemickou cestou, coz snizuje variabilitu v jednotlivych
Sarzich. Chemicka syntéza také minimalizuje riziko problémt, které mohou vzniknout
pii purifikaci. Zaroven se snizuje nachylnost k bakteridlni nebo virové kontaminaci.
Chemickd syntéza rovnéz umoziuje, Ze aptamery mohou byt modifikovany podle
potieby uzivatele. Aptamery usnadiiuji objev i neznamych molekul. Rizné techniky

SELEX jsou schopny identifikovat neznamé markery. [61] [71]

V porovnani s Abs jsou aptamery mnohem mensi. Mensi rozméry umoziuji lepsi
transport a pronikdni do tkani. Pfestoze se na jedno vazebné misto antigenu muize vazat
vice afinitnich molekul, ukézalo se, Ze aptamery maji mnohem vys$si vazebnou afinitu
k cili nezZ mAbs. Plati, Ze ¢im vyssi afinita, tim mensi je potieba aptameru a to snizuje
rozeznat i strukturné podobné molekuly jako je napt. theofylin a kofein. Tyto dvé
molekuly se od sebe 1isi pouze jednou metylovou skupinou. Byly vynalezeny aptamery,
které vykazuji 10 000x vySssi vazebnou afinitu pro theofylin nez pro kofein. Afinita ke
kofeinu byla mnohem niZsi. Protilatky by na toto mohly reagovat zkfiZenou reaktivitou

nebo by vznikaly faleSné¢ pozitivni problémy. [61] [71]

~139 A

~25A

Trombinovy
aptamer

v 22~

v L2~

IgG protilatka

Obrazek 7 — Srovnani velikosti protilatky a aptameru (prevzato a upraveno z Lee a kol.,
2006) [72]
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Mala velikost aptamerti neni vzdy vyhodou. Rychld clearance aptamert kvili jejich
malé velikosti zplsobuje omezeni jejich pouziti. Tento problém ma ale feSeni. Pii
vyrob¢é musi byt pouzita chemicka modifikace, kterd umozni zvyseni doby cirkulace.
Lze naptiklad konjugovat aptamer s cholesterolem, coz umozni delSi cirkulovani

aptameru v téle. [73]

Chemicka diverzita protilatek je vétsi nez diverzita aptamert. Je to ddno tim, Ze
protilatky jsou proteiny a ty se skladaji z20 zékladnich aminokyselin. Lze proto
vytvorit mnoho rtiznych kombinaci molekul. Oligonukleotidy se sklddaji pouze ze 4
stavebnich jednotek, proto je pocet kombinaci niz§i. Tercidlni struktura je vice zavisla
na podminkach roztoku a snadnéji se rozkladaji v krvi. Je ale mozné aptamery rtizné
modifikovat, proto se svou diverzitou i stabilitou v organismu vyrovnavaji protilatkam.

[74]

Praktické aplikace aptameri jsou limitovany také predcasnou degradaci aptamerti. Toto
se tykd zejména RNA aptameru, ktery podléha nukledzové degradaci. Primérna doba
rozpadu oligonukleotidu v krvi se pohybuje v fadech n¢kolik desitek minut v zavislosti
na koncentraci a konformacni struktufe. Tato doba je velice kratkd na to, aby se

aptamery mohly zacit vyuZzivat k terapeutickym aplikacim. [66]

Vyzkumy potvrdily, Ze aptamery dokazou citlivéji a presnéji rozpoznat cil v metodach
jako je ELISA nebo western blotting. Zaroven jsou vhodnégj$imi rozpoznavacimi prvky
v biosenzorech neZ protilatky. Aptamery jsou 10 — 100x menS$i neZ protilatky, proto
mohou byt uspotfadany na povrchu biosenzoru s vétsi hustotou. VEtsi hustota aptamerti
na biosenzoru umozinuje pouziti menSiho objemu testovaného vzorku, aniz by

dochazelo ke ztraté citlivosti. [66]

38



Tabulka 4 — Porovnani rozdilnych parametrit aptamerii a protilatek [67]

Aptamery Protilatky
Molekulova hmotnost 12-30 kDa 150-180 kDa
Sekundarni struktura ruzné struktury B-list

Cas produkce hodiny az mésice neékolik mésicu

Variace Sarzi nizké vysoké

Imunogenicita nizka vysoka
Minimalni velikost cile 60 Da 600 Da

Cilové molekuly

Siroka skala cilu

imunogenni molekuly

Skladovatelnost

dlouhodoba

kratkodoba

Chemické modifikace

razné modifikace

omezené modifikace

Nukleazova degradace citlivé rezistentni
Poloc¢as v organismu 20 minut mesic
Stabilita stabilni citlivé
Cena nizka vysSi

Z vyse zminénych skutecnosti 1ze odvodit, aptamery se svymi vlastnostmi téméf
vyrovnavaji konkuren¢nim protildtkdm. Dokonce v nékterych oblastech maji i znacné
vyhody. I pfes to vSechno, aptamery disponuji fadou problémi, které je déli od jejich
vyuziti v komercializaci a klinické praxi. Technologie aptamerli jsou stale na pocatku
svého zrodu a vyzaduji dal§i vyvoj. Proto jsou protilatky stdle nejcastéjSim bézné
pouzivanym diagnostickym nastrojem. Vyzkum diagnostickych aptamerii postupuje

rychleji nez téch terapeutickych. Lze tedy oCekavat, ze se trh s diagnostickymi aptamery

se zacne rozrastat rychleji nez trh aptamert s terapeutickym ucinkem. [67] [75]
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8. ZAVER

Afinitni molekuly jsou v dnesni dobé nezastupitelnou polozkou v diagnostice,
terapii 1 vyzkumu. Maji schopnost vazby ke specifickému cili. Detekce biomarkera
onemocnéni je pomoci afinitnich molekul rychld a spolehlivd. Mezi nejvyuzivangjsi
afinitni molekuly patii v dneSni dob¢ stdle protilatky, nejcastéji monoklondlni. To se
v blizké budoucnosti mize zménit, protoze do popiedi se dostavaji jiné, alternativni

afinitni molekuly.

pAbs se vdneSni dob€ pouzivaji méné nez diive. Jejich funkci dnes plni
ucinngj$i mAbs, protoze disponuji fadou vyhod. mAbs Ize generovat jako staly a
obnovitelny zdroj, proto je produkce pomoci hybridomovych linii prakticky mozna
v neomezeném mnozstvi. K ziskani pAbs se u nékterych zvitat provadi vykrveni, aby
bylo mozné ziskat dostate¢né mnozstvi pozadovanych protilatek. Z etického ditvodu se
od tohoto zpusobu produkce upousti, proto se pAbs pouzivaji pfevazné ve vyzkumu,
popiipad¢ v imunohistochemii. Produkce mAbs je humannéjsi. I kdyz zvife musi byt na
pocatku usmrceno, naslednd produkce probihd v in vitro systému, kde mlze probihat
nekone¢né dlouho. To byl jeden zmnoha divodl, pro¢ se mAbs staly mnohem
vyuzivan¢j§imi. DalSim vhodnéjSim aspektem je jejich specifita. Monospecificka
povaha jim umoznuje vazat se na urcity specificky epitop, proto je detekce spolehliva a

pfesna, coZ je pro diagnostiku rliznych onemocnéni Zadouci.

Metody, kdy k produkci protilatek neni potieba Zadné zvife jsou na vzestupu.
rAbs a nanobodies jsou latky, které se pfipravuji genovym inZenyrstvim. Jednd se
celkem o inovativni metodu, kde jsou k produkci vyuzivany bakterie nebo kvasinky.
Stejn¢ tomu tak je 1 u affimerd, které se mezi protilatky piimo netadi, ale jedna se o

proteinové molekuly s obdobnou afinitni funkci.

Pted vice nez tficeti lety se zacaly objevovat prvni zminky o aptamerech jako
novych afinitnich molekuldch, které jsou ziskdvany pomoci metody jménem SELEX.
Od té doby prosly aptamery dlouhym vyvojovym procesem, ktery je stdle na svém
pocatku. Postupné bylo zjiSténo, Ze tyto afinitni molekuly jsou schopny rozpoznat cil,
navazat se na n¢j a vznikly komplex aptamer-cil mize byt detekovan pomoci riznych

detek¢nich technologii. Aktudlné vznikaji rizné modifikace metody SELEX i
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samotnych aptamert,, aby bylo dosazeno rychlé a u¢inné produkce s co nejvhodnéjsimi

vlastnostmi pro danou aplikaci.

Aptamery maji podobné vlastnosti jako protilatky a po jejich vzoru vznikaji
rizné detekéni technologie zalozené na aptamerech. Tyto detekéni technologie
umoziuji spolehlivé detekovat pozadované cile. Toho by se v budoucnu mohlo vyuzit
k ¢asné diagnostice riznych onemocnéni, v analyze 1éCiv ¢i zivotniho prostiedi.

Nejvetsi potencial maji aptamery v diagnostice onemocnéni. Jejich vyhody oproti

24

Rivalita mezi protilatkami a aptamery je opravnéna. Aptamery disponuji fadou
vyhod, diky kterym piekondvaji své glykoproteinové protéjsky. V blizké budoucnosti
nelze ocekavat, Ze by aptamery nahradily protilatky v celém jejich rozsahu. Aktudlné
protilatky dominuji na diagnostickém trhu i v klinické praxi. Jsou to stale
nejpouzivanéjsi afinitni molekuly. Muze se stat, Ze se postupné vedle protilatek zacnou
na trhu objevovat aptamery, které zacnou dopliovat stavajici protilaitkové metody.
Aptamery maji pfed sebou jest¢ dlouhou cestu, nez se dostanou do rutinni klinické

praxe. Uz ted’ 1ze ale konstatovat, Ze jejich potencial bude v budoucnu urc€ité vyuzit.
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9. POUZITE ZKRATKY

Zkratka Vyznam zkratky

Cesky vyznam

Ag Argentum

Sttibro

ALFA | Aptamer-based lateral flow assay

Lateralni chromatograficky test

Au Aurum

Zlato

AuNP Gold nanoparticles

Nanocdastice zlata

cDNA Complementary DNA

Komplementarni DNA

CT Computer tomography

Pocitacova tomografie

DNA Deoxyribonucleic acid

Deoxyribonukleové kyselina

dsDNA | Double-stranded DNA

Dvouretézcova DNA

EDTA | Ethylenediaminetetraacetic acid

Ethylendiamintetraoctova kyselina

EGFR Epidermal growth factor receptor

Receptor epidermalniho ristového
faktoru

ELASA | Enzyme-linked aptasorbent assay

Enzymov¢ znaceny aptamerovy test
na pevné fazi

ELISA | Enzyme-linked imunosorbent assay

Enzymov¢ znac¢eny imuno test na
pevné fazi

ELONA | Enzyme-linked oligonukleotide assay

Enzymové znaceny
oligonukleotidovy test na pevné fazi

Fab Fragment antigen-binding region

Fragment oblasti vazajici antigen

HAT Hypoxantin-Aminopetrin-Thymidin

Hypoxantin-Aminopetrin-Thymidin

medium médium

HIV Human Imunodeficiency Virus Virus lidské imunitni
nedostatecnosti

Ig Imunoglobulin Imunoglobulin

IHC Imunohistochemistry Imunohistochemie

mAbs Monoclonal antibodies Monoklonalni protilatky

MPL Monophosphoryl lipid A Monofosforyl lipid A

mRNA | Message RNA Messengerova RNA

NSCLC | Non-Small Cell Lung Cancer

Nemalobunéény karcinom plic
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oCcC Ovarian cancer cells Buniky rakoviny vajecniktl

OTA Ochratoxin A Ochratoxin A

pAbs Polyclonal antibodies Polyklonalni protilatky

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis Polyakrylamidova gelova

elektroforéza

PCR Polymerase chain reaction Polymerazova fetézova reakce

PET positron emission tomography Pozitronova emisni tomografie

POCT Point of care testing Vysetieni v blizkosti pacienta

QCM Quartz crystal microbalance Mikrovahy z kiemenného krystalu

rAbs Recombinant antibodies Rekombinantni protilatky

RNA Ribonucleic acid Ribonukleova kyselina

RT-PCR | Reverse transcription polymerase Reverzni transkripce polymerazové
chain reaction fetézové reakce

scFv Single-chain variable fragment Jednofetézcovy variabilni fragment

sdAb Single-domain antibodies Jednodoménové protilatky

SDS Sodium Dodecyl Sulfate Dodecylsiran sodny

SELEX | Sequential Evolution of Ligands by Sekvenc¢ni Evoluce Ligandl
EXponential enrichment EXponencidlnim obohacovanim

SPECT | Single-photon emission computed Jednofotonova emisni pocitacova
tomography tomografie

SPR Surface Plasmon Resonance Rezonancni excitace povrchovych

plasmonti

ssDNA | Single-stranded DNA Jednotetézcova DNA

Taq Thermus aquaticus Thermus aquaticus

TAR Trans-activation response Transaktivaéni odpovéd

TDM Trehalose-6-6°-dimycolate Trehaloza-6-6°-dimykolat

UTR Untranslated Region Neptekladana oblast

VEGF Vascular endothelial growth factor Vaskularni endotelidlni rastovy

faktor
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