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Anotace

Aptamery jsou malé ligandy, které vykazuji vysokou specifitu a afinitu k cilovym
molekulam. Vytvaieji pevné a stabilni vazby, a v mnohych ohledech jsou dokonce schopny
predc¢it vlastnosti zatim nejpouzivangj$ich afinitnich ligand — protilatek. Aptamery svymi
unikatnimi vlastnostmi a spektrem moznych pouziti nachazi uplatnéni jak v zékladnim,
tak aplikovaném vyzkumu a nasledné také u odbornikii v praxi. Tato prace se zamétuje
na zakladni rozdé€leni aptamert, jejich strukturni formy a zplsoby syntézy. V aplikacnich
moznostech se text zabyva predev$im diagnostickym a terapeutickym vyuzitim aptamert

v biomedicin€.

Klicova slova: peptidové aptamery, aptamery nukleovych kyselin, protilatky, biomedicina,

diagnostika, terapie, SELEX

Annotation

Aptamers are small affinity ligands that exhibit high specificity and affinity towards their
target molecules. They form strong and stable bonds and, in many aspects, surpass
the properties of the most commonly used affinity ligands, such as antibodies. Aptamers, with
their unique characteristics and wide range of potential applications, have garnered interest
in both basic and applied research, as well as among professionals in various fields. This work
focuses on the fundamental classification of aptamers, their structural forms, and the methods
of their synthesis. In terms of applications, the text primarily explores the diagnostic

and therapeutic potential of aptamers in the field of biomedicine.

Keywords: peptide aptamers, nucleic acid aptamers, antibodies, biomedicine, diagnostics,

therapy, SELEX
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Cil prace

Cilem prace je provedeni zékladni reSerSe v oblasti aptamert, jejich struktury, syntézy
a vlastnosti. Aptamery jsou v praci také srovnany s protilatkami. Dale se prace zabyva
nékterymi aplikacnimi moznostmi aptamerd, primarn¢ v oblasti biomediciny. Zde se zaméiuje
zejména na diagnostické a terapeutické vyuziti, a to véetné¢ nékterych komeréné dostupnych

preparatl i preparatd v klinickém testovani.
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1 Uvod

Aptamery jsou synteticky vytvorfené oligonukleotidy nebo peptidové molekuly,
které se mohou vézat na cilové molekuly s vysokou afinitou a specifitou. Byly poprvé
vytvoreny pred vice nez 30 lety, kdy dvojice védct Tuerk a Gold vyvinuli metodu SELEX.
S jeji pomoci je mozné vybirat z knihoven oligonukleotidovych sekvenci ty, které maji vysokou
specifitu a afinitu k danému cili. SELEX tedy umoznil produkovat afinitni ligandy rychle bez
pouziti bunék, za soucasné¢ho zajisténi konzistentni kvality [1]. Krom aptamerii zalozenych
na nukleovych kyselinach existuji 1 aptamery peptidové. Ty se z knihoven selektuji ponékud
odlisnymi metodami, ale také nachazeji pomérné Siroké uplatnéni [2]. S vytvofenim aptamert
tak nastal novy pfelom, a to nejen v medicinskych oborech, kde bylo do této doby nutné
spoléhat se pouze na pouziti protilatek [1]. Protilatky jsou glykoproteiny, které diky své
schopnosti vazat antigeny hraji kli¢ovou roli ve fungovéani imunitniho systému [3]. V dobé
svého objevu 1 ony pfinesly revoluci na poli mediciny, protoze oteviely cestu k moznosti
pasivni imunizace organismu, a dokonce i k terapii organismu jiZz vystavené¢ho toxickému
infekénimu agens (napf. vzteklina). Na prelomu 19. a 20. stoleti zacaly vznikat prvni védecké
prace zamétené na jejich ziskavani a vyuziti a uz v roce 1901 by za praci v této oblasti udélena
prvni Nobelova cena [4, 5]. V souCasné dob¢ rozliSujeme tii generace protilatek polyklonalni
(pAbs), které se ziskavaji z krevni plazmy donora, monoklonalni (mAbs), ziskdvané
klonovanim imobilizovanych B-lymfocyti, a rekombinantni (rAbs), které¢ jako jediné
nevyzaduji pti vyrob¢ hostitele [6]. Vlastnosti protilatek ani proces jejich vyroby vsak nejsou
dokonalé a pfindsi fadu nevyhod jejich pouziti [3] a pravé pro své nescetné vyhody oproti

protilatkdm nabyva vyzkum aptamerd na vyznamu [1].
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2 Struktura aptamert

Existuji dva zakladni strukturni typy aptamerti — peptidové aptamery a aptamery tvorené
kratkymi molekulami bud’ kyseliny ribonukleovd (RNA), nebo jednovladknové kyseliny
deoxyribonukleové (ssDNA). Struktura a prostorové usporadani aptamert urcuji jejich

vazebné vlastnosti [7].
2.1 Peptidové aptamery

Peptidové aptamery (PA) jsou malé moduldrni [8], kombinatoridlni proteiny, které jsou
syntetizovany tak, aby se vazaly na specifickdi mista na cilovych molekuldch. Jedna
se v podstaté o zmenSena analoga imunoglobulinovych T-bunéénych receptort [9]. Prave jejich
struktura je kliCovym faktorem pro jejich schopnost vazat se specificky na cilovou molekulu
a vykazovat pozadované biologické vlastnosti [7]. Strukturu, stejné jako jejich stabilitu a dalsi
vlastnosti, zasadné ovliviiuje zpusob jejich ziskavani [10]. Obecné Ize vSak fici, ze PA
se skladaji ze dvou funkcnich domén [89]. Prvni doménu tvoii kratkd sekvence 5 az 20
aminokyselin, které jsou typicky uspotadané do variabilni peptidové smycky. Ta je vlozena
do druhé funkéni domény, stabilniho proteinového ¢i neproteinového skeletu, ktery zajistuje
neménnost konformace [9]. Takto vznikla trojrozmérna struktura PA je tedy dana nejen
peptidovou sekvenci, jeji délkou a pozici ve skeletu, ale CasteCné také zavisi na druhu
aminokyselin v misté¢ vloZzeni a dostupném konformacnim prostoru skeletu. Prostorové
usporadani aminokyselin v ramci peptidového fetézce je ovlivnéno jejich chemickymi
vlastnostmi a vzajemnymi interakcemi. Vysokd specifita a afinita PA, zaji§tén4d navdzanim
uzaviené peptidové sekvence na skelet, umoziuje kompetici PA s endogennimi interakcemi
mezi proteiny, a PA tak mohou byt pouZzity jako vysoce efektivni inhibitory interakci mezi
specifickymi proteiny. Ve struktuie PA se mohou vyskytovat i linearni peptidové fetézce,
které nejsou piimo spojeny s proteinovym skeletem a také C-nebo N-koncem Castecné
uzaviené. Problém takovych struktur spocivd v tom, Ze se mohou vyskytovat ve vice
konformacich, a tak nejsou pfili§ vhodné pro kompetitivni peptidové interakce [8]. Jejich afinita
k cilovym strukturdm byva obvykle niz§i [11]. Pouziti uzavienych peptidovych aptamerii
s disulfidickymi vazbami a prezentaci na povrchu zndmého proteinového skeletu namisto

linedrnich zvySuje stabilitu a silu jejich vazby na cilovou molekulu [11, 12].
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Pii vybéru PA je zésadni také spravny vybér pfislusného typu skeletu. Obecné plati,
ze idedlni skelet vykazuje nésledujici vlastnosti: rigidnost, monomerni struktura, kompaktnost,
vysoka stabilita, rozpustnost, netoxickd povaha, neschopnost interagovat s bunénymi
molekulami ¢i organelami, nepfitomnost jakékoli enzymatické aktivity [8, 9, 13]. Podobné¢ jako
imunoglobulinové oblasti komplementarity (CDR) ve struktufe protilatek, které jsou
odpovédné za vazani antigenu, slouzi tzv. proménlivé povrchy skeleti PA k rozpoznani
anavazani specifickych cilovych molekul [8]. Existuji dva zékladni pfistupy k vybéru
proteinového skeletu — pouziti malych, na protilatkdch zaloZenych skeleti nebo vyuziti
ptirozené pevnych proteinovych struktur, které nevychéazeji z imunoglobulint a které mohou
byt dale geneticky upraveny za vytvofeni oblasti s vysokou afinitou, aniz by se ohrozila jejich
celkova stabilita. Existuje vice typt skeletii vytvotenych riznymi postupy, které vSak vétSinou
vychézeji bud’ z konceptu ,,Loop on a Frame* (napt. bakteridlni thioredoxin A (TrxA), avimery
apod.), nebo vyuzivajici pevné kombinatorické vzorce (napt. Designed Ankyrin Repeat
Proteins (DARPins), Armadillo Repeat apod.) [9].

Obrazek 1 zndzoriuje zakladni strukturu PA, kde je pouzit jednoduchy cyklicky dekapeptid.
Z aminokyselin vybihaji na kazdé strané prstence prodlouzené postranni lipidové fetézce, které
diky nekovalentni hydrofobni interakci zptusobuji uzavieni celé struktury. Stabilita je zajiSténa
vybotfenim komplexni struktury s cyklodextrinem, ¢imz jsou oba postranni lipidové fetézce
udrzovany uvniti polysacharidové kostry a piisobi jako pevna opora peptidového cyklu
uspotadaného v jedné rovin€. Dale zvysuji stabilitu struktury vodikové vazby, které pificné
spojuji ptislusna mista peptidového cyklu. Nad skeletem cyklického peptidu se nachazi vedlejsi
fetézce aminokyselin, které poskytuji specifickd mista pro vazani cilovych molekul
prostfednictvim vodikovych, elektrostatickych ¢i hydrofobnich vazeb s cilovymi molekulami.
Nevhodnym vybérem ¢i umisténim téchto fetézcli vSak muze dojit ke ztraté specifity nebo
afinity aptameru k cilovym molekuldm. Takto se miiZe ovlivnit i schopnost aptameru dosédhnout

spravné konformace [12].
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Rezidua postranniho
/ fetézce na skeletem
cyklického peptidu

Skelet s cyklickym
-~ peptidem

Cyklodextrinové télo pod

skeletem cyklického peptidu
Lipidovy postranni

fetézec uvnitf

cyklodextrinové dutiny PFiéné vodikové vazby

Obrazek 1 Struktura a konfigurace peptidového aptameru. Prevzato a upraveno dle [12].

2.2 Aptamery tvofené nukleovymi kyselinami

Nukleové kyseliny (deoxyribonukleovda (DNA) a ribonukleovd (RNA)) se skladaji
ze spojenych sérii nukleotid. Kazdy nukleotid tvofi sacharid (pentoza 2-deoxyribéza u DNA
a rib6za u RNA), fosfatova skupina a jedna z bazi obsahujicich dusik (pyrimidiny a puriny).
Nukleové kyseliny hraji zasadni roli pii kdédovéni, pienosu a expresi genetické informace,
ale mohou také pisobit jako funkcéni molekuly, které vykazuji vlastnosti vazani ligandu,
nebo dokonce enzymatickou aktivitu [14].

Aptamery tvorené nukleovymi kyselinami jsou kratké molekuly RNA nebo jednovlaknové
ssDNA, usporadané do raznych tvart, a to diky tendenci vytvartet spiraly nebo jednovlaknové
smycky [15, 16]. Primarni strukturu DNA a RNA aptamert tvoii specificka linearni sekvence
intramolekularnimi interakcemi parovani bdazi. Patii sem napiiklad tvar vlasenky
(hairpin, stem/loop), vnitini smycky (internal loop), vybouleni (bulge) nebo vétvené struktury

(obrazek 2), které se mohou vyskytovat jako soucast sekundarni i tercidrni struktury [17].

duplex

vidsenka o

Jtdmmiﬁi:i“ vybouleni vnltfnl smytka spojeni

Obrazek 2 Struktura aptameru charakteristickych tvari. Prevzato a upraveno dle [16].
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struktura. K jeji stabilizaci dochazi interakcemi mezi vzdalenymi oblastmi sekvenci
(napt. pseudouzly) [17]. Vazby aptameru na cilovou molekulu je dosazeno jeji vlastni
specifickou trojrozmérnou strukturou [15]. Vzory vazebnych mist nukleovych aptamerii pfimo
ovlivituji jejich specifitu a afinitu k cilovym molekulam. Tyto vzory mohou zahrnovat
strukturované sekvence poskytujici vazebnou kapsu nebo sekvence, které s cilovou molekulou
reaguji ptimo [17]. Pfi vazbé aptameru na cilovou molekulu dochazi k interakcim zpiisobenym
kompatibilitou struktur, usporadanim aromatickych kruhti, elektrostatickymi a Van der
Waalsovymi interakcemi a také vodikovymi vazbami. Tyto efekty mohou plisobit samostatné
nebo se vzajemné kombinovat [18]. Zakladni rozdil mezi DNA a RNA je v chemické povaze
jejich nukleotidi. RNA aptamery s rib6zou a uracilovymi bazemi mohou tvofit vice rozmanité
struktury diky pfitomnosti 2'-hydroxylové skupiny. Tak mize vznikat vice intramolekuldrnich
interakci. 1 kdyz DNA aptamery neposkytuji takovou rozmanitost, vykazuji vétsi stabilitu
a rezistenci vici nukledzam [17].

Sila interakce mezi aptamerem a jeho cilem je charakterizovana disociacni konstantou (Kd).
Plati, Ze ¢im je hodnota disociacni konstanty nizsi, tim se zvySuje vazebna afinita. Hodnota Kd
aptamertt se typicky pohybuje mezi mikromolarnimi (nizka afinita) az pikomolarnimi
hladinami (vysoka afinita) [14]. Aptamery jsou schopné obtocit se kolem cile v pfipadé malé
molekuly nebo zapadnout do §té€rbin a mezer na povrchu velkych cilovych molekul. Flexibilni
trojrozmérna struktura tohoto druhu aptamert mize podléhat konformac¢nim zménam, ¢imz je
umoznéna jejich vazba na Sirokou Skalu cilovych molekul, coz ptedstavuje zna¢nou vyhodu
oproti jinym afinitnim molekuldm (napf. protilatkam), jejichz vazebné vlastnosti jsou
limitované [15]. Aptamery jsou schopny rozpoznavat peptidy [19], proteiny [20], metabolity
[21], malé organické slouceniny [22], sacharidy [23], biologické kofaktory [24], ionty kovl
[25], toxiny [26] a celé organismy, jako jsou viry [27], patogenni bakterie [28] a kvasinky [29]
a sav¢i buiiky [30].
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3 Porovnani aptamerti a protilatek

Protilatky jsou stale hojné vyuzivané slouCeniny s Sirokym uplatnénim ve vyzkumu
i klinické praxi (diagnostika, terapie) [31]. I kdyZ maji aptamery obdobné funkce jako
protilatky, svymi vyhodami jsou schopné je pted¢it [32]. Jednotlivé aptamerové ,Sarze®
se nelisi kvalitou tak, jako je tomu u protilatek. Aptamery jsou totiz produkovany chemickou
syntézou [33, 34], proto je struktura aptamerti v porovnani s protilatkami stabilni. Nedochézi
u nich k ireverzibilnim zméndm struktury napft. vlivem teploty. Zatimco protilatky podlehnou
uz pii laboratorni teplot¢ denaturaci, aptamery se po eliminaci nepfiznivych teplotnich
podminek vraceji do plivodni konformace a dochézi k jejich renaturaci (pro aptamery anglicky
»reversible conformation switching®).To se tykd 1 zmén pH, plsobeni ligandi a jinych
podminek prostfedi [35, 36]. Na druhou stranu stabilita aptamerti neni absolutni. Velkym
problémem RNA a DNA aptamerQ je naptiklad jejich nachylnost k nukledzovému rozkladu
v kyselém prostfedi, kdy feSeni pfinds$i naptiklad dal§i chemicka modifikace, tvorba
tzv. spiegelmeri (aptamery se zrcadloveé obracenymi nukleotidy) apod. [37, 38]. Krom rizika
jejich degradace u aptamerti hrozi i kiizova reaktivita s komplexnéjSimi cilovymi analyty.
Diverzita slozek, které tvori aptamery je zna¢né¢ omezend, pokud porovname c¢tyfi nukleotidy
u DNA / RNA zapojenych do struktruy oproti 20 aminokyselindm u protilatek [38].

Na rozdil od protilatek, kde hrozi tvorba nespecifickych vazeb, jsou aptamery schopné vazat
se kcilovym molekulam s vysokou presnosti, a tak napiiklad umoznit provedeni
diagnostickych i terapeutickych zédkrokti mnohem efektivnéji. I vazebna afinita je u aptamert
vysSi nez u protilatek, takze v porovnani s protilatkami je k t€émto reakcim potieba mensi
mnozstvi aptamertl, coZ pfindsi financni isporu. Aptamery maji také vysokou specifitu k cili
ana rozdil od protilatek se u aptamerii pfedpokldda nizkd imunogenicita a nizk4 toxicita,
jelikoz nukleové kyseliny nejsou typicky rozpoznavany lidskym imunitnim systémem jako
cizorodé latky a nezplsobi tak imunitni odpovéd’ [39]. Protilatky jsou znamé jako vétsi
molekuly, jejichZ molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 150-180 kDa a jejich velikost
az 15 nm. Zatimco aptamery jsou malé molekuly o molekulové hmotnosti 6-30 kDa a velikosti
o 2 nm. Diky jejich menSi velikosti maji flexibilnéj$i strukturu, coZ jim umoZiuje vazat
se na mensi cile nebo skryté vazebné domény, které jsou pro vétsi protilatky neptistupné [40].

Ptehledné srovnani aptamerti poskytuje tabulka 1.
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Tabulka 1: Srovnani aptamerii a protilatek. Prevzato a upraveno dle [32].

Charakteristika Aptamery Protilatky
Afinitni cile jakékoli (napf. ionty, celé b&zné proteiny a hapteny (s
bunky) obtizemi neimunogenni a
toxicke cile)
Produkce in vitro in vivo (zivo¢isna
imunizace)
Produkce chemicka syntéza (nizké vétsinou biologicka,

Variabilita kvality Sarzi
Stabilita

Zivotnost

Afinita

Moznosti modifikaci

Opakovana pouzitelnost

PouZiti in vivo

naklady)

Sarze uniformni

redoxné stabilni; obtizné
agreguji z duvodu absence
velkych hydrofobnich jader;
tolerantni ke zménam pH a
teploty

dlouha; snadny transport bez
nutnosti chlazeni
nanomolarni az pikomolarni
rozsah

snadné; s nizkymi néklady
ano (reversible
conformational switch)
nizkéd imunogenicita a

biologickd dostupnost

zdlouhava, nakladna

Sarze rozdilné

redoxné senzitivni; snadna
agregace; citlivé ke

zménam pH a teploty

kratka; vyzaduji stalé
chlazeni

nanomolarni az pikomolarni
rozsah

obtizné; s vysokymi naklady
velmi omezena (nevratné
konformacéni zméeny)
vysoka imunogenicita a

biologické dostupnost
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4 Vyroba aptameril

Zvoleny pristup a technika, jimz se aptamery ziskavaji, se 1isi podle typu aptameru [8].
Vyroba aptamert vSak vzdy vychazi z velkych knihoven, které obsahuji rozmanité sekvence
schopné vazby na specifické cilové molekuly [11]. At uz je zvolen kterykoli postup, plati,
ze musi vzdy zahrnovat amplifikaci pozadované struktury pro umoznéni opakované selekce
a identifikaci sekvenovanim DNA. U peptidovych aptamert se toho dosahuje jejich napojenim
na genetickou informaci, kterd je koduje. Bud’ se jedn4 o napojeni piimé, nebo se uskutecni
skrze navadzani na bunécné prostfedi. U aptamerti zaloZzenych na nukleovych kyselinach

se vyuziva metoda SELEX [9].
4.1 Vybér peptidovych aptameri z knihoven

PA mohou byt vybirdny rliznymi biomolekuldrnimi metodami — pomoci kvasinkového
dvouhybridového systému (yeast two-hybrid strategy, Y2H), prezentaci peptidii pomoci fagl
(phage display), mRNA (mRNA display), ribozomti (ribosome display) a DNA (DNA display).
Tyto metody umoziuji efektivni vybér peptidové sekvence s pozadovanou afinitou a specifitou

k cilové molekule [9,10].
4.1.1 Invivo systéemy

Tyto systémy jsou zalozeny na nitrobunééné komplementaci proteinovych fragmenti,
piicemz nejcastéjsi technikou je kvasinkovy dvouhybridovy systém [9], ktery vyuziva
Saccharomyces cerevisiae jako hostitelské builkky pro syntetickou genovou strukturu, a tim
umoznuje zkoumani interakci mezi peptidovymi aptamery a cilovymi molekulami.
Proces selekce zahrnuje dva zpocatku oddélené plazmidy, které obsahuji kvasinkovy
transkripcni faktor Gal4, a kvasinkovou butiku, do niZ se vkladaji. Jeden z plazmidl obsahuje
aktivujici doménu AD (Gal4 AD), na kterou je navazan cilovy protein (tzv. ,,prey* / kofist),
a druhy plazmid obsahuje DNA-vazebnou doménu BD (Gal 4 BD) s navdzanym aptamerem
(tzv. ,,bait* / ndvnada). Oba plazmidy jsou vlozeny do kvasinky, u niz byla pfedem provedena
delece gent Gal4 AD a Gal4 BD. Pokud dojde k interakci mezi kofisti a ndvnadou, Gal4 AD
a Gal4 BD vytvofi funk¢éni transkripéni faktor, pfislusné reportérové geny se aktivuji a nasledné
se vytvoii barevny nebo fluorescencni produkt [8, 41]. Tato selekce je tedy zalozena na zméné

fenotypu, kterd je spusténa interakci cilového proteinu s peptidovym fetézcem [9].
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4.1.2 Systémy extracelularni prezentace

Zde existuji tfi zékladni podskupiny metod: prezentace na povrchu bunék nebo
filamento6znich fagl a in vitro metody, do nichz spada prezentace pomoci mRNA, ribozomil,
DNA a in vitro kompartmentalizace (IVC) [9]. Prezentace peptidi pomoci fagli zahrnuje
n¢kolik krokl a vychazi z knihovny velkého mnozstvi riiznych peptidovych sekvenci, které se
prepisuji do genetické informace jako fragmenty DNA. Kazdy typ peptidové sekvence
s charakteristickymi vazebnymi vlastnostmi je tedy zastoupen svym DNA fragmentem.
Tyto fragmenty jsou pak spojeny s genem, ktery kdoduje specificky obalovy protein
(coat protein, CP) faga, ¢imz se umozni jeho prezentace na povrchu faga. Tradi¢né pouZivanym
fagem je filamentézni fag M13 a jemu piibuzné kmeny fd a f1. Tyto bakteriofagy maji genom
tvofeny jednovldknovou DNA (ssDNA) pokrytou obalovymi proteiny [42, 43]. Po fuzi
a prezentaci dochdzi k inkubaci s cilovou molekulou, kdy se vyberou struktury s poZadovanou
afinitou k této molekule. Po pfecisténi nastdva faze amplifikace, kdy se zvolenym fagem
infikuje bakteridlni hostitel, obvykle Escherichia coli, a tak se vytvori velké mnozstvi
aptamerovych kloni pro opakované selekéni cykly. Tato metoda je sice pomérné snadna
a fagové castice jsou vysoce stabilni, ale polypeptidy mohou dosahovat jen omezenych
velikosti, sekvenci a prostorového uspoiradani, jelikoz ptilis velké molekuly by mohly narusit
strukturu a funkci proteinového obalu faga [43]. Jako feSeni téchto nedostatki byl vyvinut
fagemidovy prezentacni systém (fagemid display system). Fagemidy jsou bakterialni plazmidy,
které navic obsahuji ¢ast genomu vybraného faga. Kdyz se fagemidy vlozi do bakterialniho
hostitele, jsou prezentovany jak cilené fuze, tak také samovolné vznikajici obalové proteiny.
Tyto systémy tedy kombinuji vyhody vyuziti fagh a plazmidovych vektord, a tak poskytuje
veétsi flexibilitu a moznosti manipulace s vektorem [44]. Fagova prezentace nemusi byt
omezena jen na vySe uvedené tradicni bakteriofagy. Vyuzit 1ze naptiklad také bakterie [45],
baciloviry [46], lytické fagy T4 a T7 [47].

Prezentace peptidi pomoci mRNA vyuZziva in vitro translaci za ucelem pifimého spojeni
genetické informace s odpovidajicim peptidovym fetézcem. Tak lze vytvofit mnohem
komplexnéjsi polypeptidové knihovny nez pti pouziti fagové prezentace [48]. K riznorodym
sekvencim mRNA jsou pfiddny DNA linkery, které maji na 3' konci navédzano
aminonukleosidové antibiotikum puromycin. Ve chvili, kdy puromycin vstoupi
do aminokyselinového mista (A mista) ribozomu, dojde k ukonceni translace a vytvoieni
stabilni kovalentni vazby v komplexu mRNA-peptid [49]. Pfesnéji feceno molekula mRNA

projde po translaci reverzni transkripci, ¢imz se vytvoii komplex slozeny z DNA, RNA
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a polypeptidu [50]. Velikost vznikajici knihovny je omezena mnozstvim ribozomu ve vzorku.
Tyto komplexy se nasledné purifikuji a selektuji [11, 49]. Ve fazi selekce se ptida molekula,
k niz se maji aptamery vézat, a ty s vysokou afinitou se izoluji [49] a ptimo amplifikuji pomoci
polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR) [50].

Prezentace peptidii pomoci ribozomt je obdobny proces, ktery zacina transkripci DNA
Sablony kodujici pfislusny peptid do sekvence mRNA za pomoci RNA polymerazy.
Tato mRNA je pak nasledné pouzita jako Sablona pro translaci do poZadované sekvence
peptidu. Vznika ribozomovy komplex slozeny z ribozomu, mRNA a faktorti nezbytnych pro
translaci. Pfi translaci se fetézec postupné prodluzuje o navazované aminokyseliny. Hovotfime
o tzv. PRM komplexu (protein-ribozom-mRNA), ktery zistava stabilni diky vytvoreni pevné
kovalentni vazby. Ta je zajiSténa ptidanim specialnich adaptéri — oligonukleotidi, které maji
na jednom konci specifickou sekvenci vazajici se na ribozomalni podjednotku a na druhém
konci se nachazi sekvence pro pfipojeni mRNA. Zcela zde chybi stop kodon, ktery by inicioval
rozpad komplexu [51, 52]. Nasledné je opét provedena inkubace PRM komplexu s cilovou
fluorescencné znacenou molekulou na pevné fazi (napft. agaroza), nevazané a slabé vazané latky
se vyperou, pii eluci se PRM komplex uvolni z pevné faze (pouziti elu¢niho ¢inidla nebo
zménou podminek) a PRM komplex podroben reverzni transkripci a amplifikovan (napf.
pomoci PCR) [52]. Proces tvorby PRM komplexu a jeho vazby na cilovou molekulu

schématicky znazoriiuje obrazek 3.

promotor

transkripce, translace

PCR fragment DNA kédujici peptidové sekvence

ribozom

peptid

vazba na cilovou molekulu

4=

pool PRM komplext
cilova molekula

[/ ) pemitie 5’\

Obrazek 3 Tvorba PRM komplexu a jeho vazba na cilovou molekulu.

Dalsi metodou z této kategorie se prezentace peptidi pomoci DNA. Postup je obdobny jako
u prezentace pomoci mRNA, avSak s tim rozdilem, Ze zde se vyuZiva pevna faze ke spojeni

DNA sekvence s odpovidajicim peptidovym fetézcem. Na povrchu pevné faze jsou ptipojeny
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oligonukleotidy, které nesou genetickou informaci kodujici pozadovany peptidovy fetézec [53].
Komplex DNA, RNA a peptidu pted selekci, na rozdil od mRNA prezentace, musi projit jesté
stépenim RNAzou H [50]. Tento postup fesi problém nukledzového rozpadu RNA, ke kterému
dochazi u mRNA prezentace [54].

Poslednim zastupcem této kategorie systému je in vitro kompartmentalizace (IVC).
Tato metoda opét vychazi z knihovny raznych sekvenci peptidit kddovanych prostfednictvim
DNA. Prvnim krokem je tzv. kompartmentalizace, kdy je tato knihovna vlozena do malych
kompartmentd, napt. kapicek emulze voda-olej nebo lipozomt. Tyto kompartmenty simuluji
prostiedi bunky [55]. Kazdy obsahuje jednou DNA molekulu s nezbytnym ustrojim pro
transkripci a translaci. Po translaci na danou peptidovou strukturu jsou tyto kompartmenty
vystaveny kontaktu s cilovou molekulou a v procesu selekce se vyberou ty s nevétsi vazebnou
afinitou. Kompartmenty, které obsahuji zadouci struktury se oteviou, aby bylo mozné je
izolovat. K tomuto ucelu lze vyuzit prutokovou cytometrii (fluorescence-activated cell storing
(FACS)). Nasledn¢ opét dochazi k amplifikaci napt. pomoci PCR [56, 57].

Volba metody zéavisi na nékolika faktorech jako je pozadovana struktura aptamert,
typ interakce, komplexnost knihovny, technicka dostupnost apod. DNA prezentace peptidi je
vhodna napft. k vyrobé peptidovych aptamerti bohatych na disulfidy [107]. Pokud je naptiklad
cilem vyzkumu typ interakce s proteinem, jako vhodnéjsi se jevi metody prezentace pomoci
mRNA nebo ribozomi, protoze tyto peptidy jsou schopné piimé interakce s cilovymi proteiny
[50, 52]. Na druhou stranu vytvoieni rozmanitéj$i knihovny umoziiuje prezentace pomoci

DNA, jelikoz umoziiuje snazsi amplifikaci a manipulaci s DNA sekvencemi [58].

4.2 Metoda Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(SELEX)

Aptamery tvofené nukleovymi kyselinami jsou vybirany pomoci metody SELEX.
Jedna se o vyvojovy proces, ve kterém se pouZivaji postupna opakovani selekce a amplifikace
s naslednym sekvenovanim a charakterizaci. Aptamery patii mezi nejjednodussi genetické
entity, které¢ maji jak genotypové, tak fenotypové vlastnosti a jsou schopné dédic¢nosti v in vitro
selekénim experimentu [59].

Vychozim bodem je knihovna synteticky vytvorenych ndhodnych sekvenci oligonukleotidt
piedstavovanych fragmenty ssDNA (celkem 10'? az 10 !° sekvenénich vzorcti) [60]. Sekvence
obsahuji vzdy centralni variabilni ¢ast (30 az 120 nukleotidl) s neménnymi sekvencemi

na obou koncich [61]. Tato knihovna se pouziva pfimo pro vybér DNA aptamertii. Pro vybér
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RNA aptamertt musi DNA knihovna projit transkripci do knihovny RNA. Postup SELEX je
charakterizovan opakovanim po sob¢ jdoucich kroku, které¢ zahrnuji vazbu, separaci a eluci
s naslednou amplifikaci [62]. V prvnim cyklu je ndhodny pool nukleotidovych sekvenci
vystaven cilové molekule. Za predem stanovenych podminek dochazi k pfimé inkubaci poolu
a cilové molekuly, aby mohlo dojit k navdzani sekvenci s vysokou afinitou k cilové
molekule. Nenavdzané oligonukleotidy jsou od vytvofenych komplexii oddé€leny
napt. odstiedénim, filtraci nebo afinitni chromatografii. Nasledné¢ probéhne eluce vazanych
oligonukleotidl a jejich amplifikace pomoci PCR nebo PCR reverzni transkripci (RT-PCR),
¢imz se zvySi pocet sekvenci s vysokou afinitou k cilové molekule (viz obrazek 4).
Pool pozadovanych sekvenci se zvySuje, kdyZ se kroky vazba, separace a amplifikace opakuji.
Po nékolika cyklech selekce mohou byt jednotlivé sekvence naklonovany a sekvenovany

za ucelem presné identifikace a charakterizace ziskanych aptamert [63, 64].
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Obrdazek 4 Schéma znazornujici pripravu aptamerii metodou SELEX. Prevzato a upraveno dle [64].

Obecné je pro vybér vysoce afinnich, cilové specifickych aptameri potieba 6 az 20 cykli.
Pocet nutnych cykli zavisi na fad€ parametri, jako jsou cilové vlastnosti a koncentrace, navrh
vychozi knihovny ndhodnych DNA oligonukleotidi, podminky selekce, pomér cilovych
molekul k oligonukleotidiim nebo ¢innost rozdélovaci metody. Posledni cyklus je dokoncen
po amplifikaci [64].

Metoda SELEX se déli dle prubéhu a vznikajicich produkt na: Genomic SELEX, Neutral
SELEX a Multiplexed massively parallel SELEX (MMPS). Genomic SELEX je pozménéna
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metoda SELEXu, kterd generuje z genomu RNA nebo DNA sekvence, které se vazou na cilové
molekuly a nazyvame je genomové aptamery. Neutral SELEX se lisi od SELEXu tim,
ze vynechava selekéni krok, tudiz se amplifikuji vSechny sekvence vznikajici po ,,evoluénim*
kroku. MMPS je metoda, ktera je zaméfena na analyzu velkého mnozstvi transkripénich faktorti

[65].

4.2.1 Cell-SELEX

Modifikace tradicni metody SELEX, pfi které se jako cile pouZivaji celé Zivé buiiky,
byla vytvotfena jako cell-SELEX. V roce 1998 Morris a Jensen poprvé pouzili membrany
lidskych ¢ervenych krvinek jako cil komplexni smési aptamert k jejich selekci pravé pomoci
metody cell-SELEX. Tato metoda tedy umoziiuje in vitro izolaci vysoce afinitnich aptamert
specificky zamétenych na rtizné cilové molekuly [66].

V soucasnosti se metoda cell-SELEX pouzivd zejména k identifikaci a vybéru aptamert,
které mohou pomoci pii diagnostice a také pti 1é¢bé riznych onemocnéni, zejména rakoviny
[31].

Nejbéznéjsi strategii je zvySena exprese pozadovaného proteinového receptoru na bunkach,
které pivodné neexprimuji cilovy protein. Transformované builky se poté pouziji pro
tzv. pozitivni selekci. Buitky péstované na kultivacni misce se inkubuji s knihovnou
ve vhodném prostiedi a povrchové vazané ligandy se odstraiiuji pomoci EDTA pii vysoké
teploté nebo pomoci Trizolu (v ptipadé RNA SELEX). Zbytek postupu je stejny jako postup
SELEXu s Cistym proteinovym cilem [67].

Postup sestava ze tii hlavnich krokt, které lze prokladat dal§imi dil¢imi kroky [31]
(viz obrazek 5):

1. ptiprava knihovny ssDNA nebo RNA

2. inkubace cilovych molekul s knihovnou jako krok pozitivni selekce

3. amplifikace vybranych fetézcu.
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Obrazek 5 Schématické znazornéni vybéru aptameru pomoci Cell — SELEX. Prevzato a upraveno dle [16].
Pted nebo po pozitivni selekci 1ze provést nékteré dil¢i kroky, kterymi mohou byt inkubace
s protibuitkami (tzv. counter cells), pomoci kterych se odstrani nespecificka vazba a zlepsi
se tak selek¢ni proces [31].
Pro generovani aptamerti, které mohou specificky cilit na rakovinné bunky, protokol cell-
SELEX zahrnuje pozitivni vybér a negativni vybér. Krok negativni selekce je nezbytny
k odstranéni sekvenci, které se vazi na normalni bunky, a ke zlepSeni specifity kandidatskych

aptamert [68].
4.2.2 Tissue-SELEX

Rozsitenim metody Cell-SELEX je Tissue-SELEX, ve které¢ se selekce provadi
na fixovanych tkanovych fezech. Kromé ptimého cileni na reprezentativni nddorovou tkan je
dalsi ptednosti Tissue-SELEX to, Ze umoziuje ptipravu aptamert pro vice cilovych molekul,
vcetné membranovych slozek a intracelularnich molekul [67]. Schematicky je postup Tissue-
SELEX uvedeny na obrazku 6.

Tato technologie byla rozsifena o aplikaci in vivo, ktera je testovana na mysich s rakovinou.
To umozZiuje identifikovat RNA aptamery, které rozpozndvaji bunééné cile. PfedevSim
markery pro riiznd onemocnéni jako jsou rakovina tlustého stieva nebo jater [69].

Podle vyzkumu Li a kol. (2021) identifikovali novy DNA aptamer SW1 pomoci Tissue-
SELEX, ve kterém byly fezy rakovinné jaterni tkdné pouzity jako pozitivni kontrola a fezy
normalni jaterni tkané byly pouzity jako negativni kontrola. Behem selekce byly fezy rakovinné
1 normalni jaterni tkan¢ obarveny knihovnou ssDNA znacenou CyS5 a postup byl monitorovan

konfokalnim zobrazenim. Po 11 kolech selekce byla intenzita fluorescence vyznamné¢ zvySena
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v fezech rakovinné tkané€ v diisledku obohaceni o specifické vazebné aptamery. Naproti tomu
u fezli normalni jaterni tkan¢ nebyla pozorovana téméf zddnd zména fluorescence.
Shromazdénd ssDNA =z 11. kola byla amplifikovana, klonovdna a sekvencovdna pro

identifikaci aptameru [70].
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Obrazek 6 Grafické znazorneni procesu Tissue-SELEX. Prevzato a upraveno dle [70].
Aptamery mohou byt pouzity jako nové molekularni sondy pro diagnostiku a zobrazeni
nadort a také k odhaleni molekulérnich rozdila, které jsou zodpovédné za onemocnéni [71].
Detailnéjsi informace k diagnostickému a terapeutickému uplatnéni aptamert jsou uvedeny

v nasledujici kapitole.
4.2.3 Metoda SELEX zalozend na afinitni chromatografii s vyuzitim magnetickych castic

Technika afinitni chromatografie se pouziva k izolaci sloZek z biologické smési. VéEtSinou
se pouziva k purifikaci rekombinantnich proteinil a je zalozena na vysoce specifické afinitni
interakci mezi receptorem a ligandem nebo antigenem a protildtkou. Imobilizovand faze
se obvykle sklada z kuli¢ek na bazi riznych materidli zejména agardzy, které jsou fixovany
v kolong&, promyvany a eluovany mobilni fazi [72].

Oddéleni oligonukleotidii vazanych na cil od nevéazanych oligonukleotidli je zasadnim
krokem pro UspéSnou selekci aptamerd. Pokud jde o malé molekuly, casto to znamena jejich
chemickou modifikaci a naslednou imobilizaci na matrici, jako jsou magnetické kulicky nebo
agarozovy gel [73].

Metoda SELEX tedy vyuziva afinitni chromatografii ve vazebném a separa¢nim procesu

pfi vybéru knihoven oligonukleotidi s afinitou k cilové molekule a imobilizaci cilovych
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molekul na magnetickych kulickach. Alternativné mohou byt cilové molekuly v roztoku
inkubovany s knihovnou oligonukleotidi a pozdéji zachyceny afinitni pryskytici [ 74].

Metoda SELEX s pouzitim mikrokolon na bazi afinitni chromatografie minimalizuje
mnozstvi pryskyfice a aptameru, mrtvy objem i povrch pro nespecifickou vazbu, a navic

usnadniiuje multiplexovani [74].
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5 Pouziti aptamerii

Zavedeni aptamert do rtznych védeckych a technologickych oblasti pfineslo mnohé
pokroky, a to zejména diky vyhoddm, které aptamery maji oproti béznym afinitnim ligandam.
Aptamery je mozné aplikovat napf. v oblastech biomediciny, diagnostiky, monitorovani
zivotniho prostiedi, zemédélské vyroby, potravinarstvi, farmaceutického prumyslu aj. [15].

Obrazek 7 znazoriiuje moZzna pouziti aptamerit zalozenych na nukleovych kyselinach, avsak
1 peptidové aptamery maji Siroké vyuZziti [75]. Vzhledem k obsahlosti této oblasti jsou
nasledujici podkapitoly zaméfeny zejména na diagnostické a terapeutické vyuziti primarné

RNA a DNA aptamert.

Terapeutika
* Inhibice cil
» Aktivace cilG

RNA piepinace Genova terapie
(roboswitches) o Anti\._virotika
ﬁ * Vakciny
Molekularni Transport léciv do
zobrazovaci Apta,m,ev'j cilovw]gh !:kfifi
technika (chem":ke . . Onkologlckg légiva
syntetické protilatky, * Nanomateridly
molekularni zachyt)
Nastroje pro dalsi Senzory / Eipy
vyzkum J L * Potravinova bezpetnost
* lonty kovl
Diagnostika
* Biomarkery
* Patogeny
* Kmenové buriky

Obrdazek 7 Mozna vyuziti aptamerii zalozenych na nukleovych kyselindach. Prevzato a upraveno dle [15].

Jak bylo uvedeno v kapitole 3, aptamery maji nékteré nevyhody, a proto by nemély byt
povaZzovany za konkurenty protilatek, ale spiSe za alternativu, kterd muze byt v urcitych
pfipadech vyhodnéjs$i. O tom, zda v diagnostice ¢i terapii budou aptamery zvoleny,

rozhoduje fada faktorti [38].
5.1 Aptamery v diagnostice

V diagnostice je vyhodné aptamery pouZit tehdy, kdyZ pro konkrétni antigen nemuze byt

pouzita zadnd z komeréné dostupnych protildtek. Mize se také stat, ze pfi analyze dvou
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blizkych variant téhoz cile neni senzitivita protilatek dostate¢né¢ vysoka nebo se aptamery také
mohou 1épe uplatnit v diagnostickych metodach, kde zalezi na velikosti molekul.
Mal¢ molekuly jsou totiz schopné penetrovat bunky hluboko v tkanich a také v nékterych

diagnostickych metodach poskytuji siln€jsi detekéni signaly [38].

5.1.1 Aptasenzory

Biosenzory nabizeji urcité provozni vyhody oproti standardnim fotometrickym metodam,
zejména s ohledem na rychlost, snadnost pouZiti, cenu, jednoduchost, pfenositelnost a snadnost
hromadné vyroby. Biosenzory, které jsou zalozené na aptameru jako rozpoznavacim prvku
se nazyvaji aptasenzory. Tyto aptasenzory maji nékteré vyhody ve srovnani s biosenzory
vyuzivajici receptory, jako jsou protilatky a enzymy [76]. Aptamerové biosenzory, stejné jako
ostatni biosenzory, vZdy obsahuji dvé zékladni ¢asti — detektor cilové molekuly (aptamer)
a signalni slozku, ktera po navazani aptameru na cil poskytuje detekovatelny signal [77].

Aptasenzory mohou byt zaloZeny na vicero principech a podle toho rozliSujeme napiiklad
aptamery elektrochemické nebo optické.

Zékladnim principem elektrochemickych aptasenzort je monitorovani zmény
elektrochemickych vlastnosti regulujicich slozek, takze tuto zménu lze méfit naptiklad jako
elektricky proud, napéti nebo odpor. Jednotlivé typy se od sebe lisi zpisobem, jakym je cilova
molekula detegovana. U sendvicového uspoiadani se cilova molekula nachazi mezi dvéma
aptamery [78]. Ve vytésnovacim typu s aptamerem soupeii o cil znacend molekula [79]
a u skladaného typu aptamer prodéla konformacni zménu po navazani na cil, coz opét vyvola
zménu signalu [80].

Optické aptasenzory vyuzivaji zmény v optickych vlastnostech (napf. absorbance,

fluorescence), ke které dochazi po navazani aptameru na cil [81, 82].

5.1.2  Aptamerové mikroCipy (aptamer microarrays)

Aptamerové mikro€ipy jsou podobné aptasenzoriim. Avsak zatimco aptasenzory jsou uréeny
ke specifické detekci a kvantifikaci cilovych molekul za pouziti aptamerti jakoZto detekcni
molekuly, aptamerové mikroc¢ipy slouZi jako nastroj pro Sirokospektry screening aptamerd,
které bude mozné pouzit pro vyvoj aptasenzord. Umoziiuji také identifikaci novych biomarkerti
s naslednym vyuzitim v diagnostice a prognostice onemocnéni. Na zékladé specifickych vazeb,
které vznikaji mezi aptamery a cilovymi molekulami, mohou aptamery slouzit i ke klasifikaci

chorob [83, 84].
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Obrazek 8 Usporadani aptamerového mikrocipu a zachyt analytu. Prevzato a upraveno dle [85].

Klasické DNA ¢ipy umoziiuji kvantifikovat mRNA ve vzorku jejim pfepisem na klonovanou
cDNA, fluorescenénim oznacenim cDNA a ndslednym zméfenim fluorescencni aktivity.
Jsou pfizpiisobeny interakcim DNA-DNA. Dal§im tradicnim typem ¢ipu jsou proteinové Cipy
fungujici na principu vazby protilatka — antigen s ndslednym pouzitim metody ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Avsak, jak je popsano v kapitole 3 této prace,
protilatky vykazuji pomérné nizkou stabilitu, a také omezenou trvanlivost. Navic malé
molekuly a nékteré latky, které neevokuji imunitni odezvu organismu, zde nemohou byt pouzity
vibec. Aptamerové Cipy se nabizeji jako fesSeni téchto nedostatkt za soucasného vyuziti vyhod
poskytovanych DNA c¢ipy. Jejich umisténim a imobilizaci na povrchu Cipu funguji jako sondy
pro detekci cilovych latek (viz obrazek 8). Efektivni imobilizace a funk¢nosti ¢ipu miize byt
dosazeno vazbou mezi biotinem (v biotinylovanych aptamerech na povrchu) a streptavidinem
na povrchu ¢ipu, ale mohou se pouzit i kovalentni linkery [83]. Existuji tf1 zdkladni formaty
aptamerovych ¢ipl — s piimym, reverznim a sendvicovym vdzanim aptameru a cilové molekuly

(viz obrazek 9) [86].

Aptamer

L
PO

Fluorescenéni
Faze s pfimym Faze s reverznim Faze se sendviCovym znacka
vazanim vazanim vazanim

Obrazek 9 Schematicky prehled riznych formatii aptamerovych mikrocipii. Prevzato a upraveno dle [86].
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Krom oblasti vyvoje 1é¢iv a dalsitho vyzkumu maji aptamerové Cipy Siroké uplatnéni
v diagnostice. Jejich uplatnéni vychdzi z jejich schopnosti kvantifikovat proteiny, a tudiz je
mozné jejich vyuziti pro detekci biomarkerti ¢i zvySené koncentrace biomarkerti [84]. S jejich
pomoci byly stanoveny naptiklad markery onkologickych [87, 88], infekénich (Lidsky
papilomavirus (HPV) [2], SARS-CoV-2 [89]), kardiovaskularnich [90] a autoimunitnich [91]

onemocnéni a parazitoéz [92].

5.1.3 ALFA-aptamerovy laterarni chromatograficky test

V ptipadé ALFA testu (z angl. aptamer lateral flow assay, nebo aptamer strip assay) se jedna
o jednoduchou a levnou diagnostickou metodu, ktera vyuziva aptamery k rychlé detekci
cilovych molekul (proteinového i neproteinového charakteru). Na rozdil od aptamerovych ¢ipti
nebo aptasenzorli neni urcen k pfesné kvantifikaci cilové molekuly, ale k potvrzeni jeji
ptitomnosti ve vzorku [93]. Diky témto vlastnostem miiZe byt vyuZit k terénnim diagnostickym
ucelim (point-of-care testing (POCT)) [94]. V porovnani s protilaitkovym testem (LFA)
disponuje AFLA vyhodami aptamert — napiiklad vyssi flexibilitou jejich specifickych vazeb
[95, 96].

Podobné jako u LFA jsou zakladem ALFA afinitni interakce mezi imobilizovanymi
aptamery a cilovymi molekulami, které probihaji na papirovém testovacim prouzku.
Ten se sklada z vrstvy, ktera je ve styku s analytem (vzorkova cast), konjugacni casti
(obsahuje aptamer konjugovany se znackou, napt. koloidni nanocéstice zlata, ktery se bude
vazat na cilovou molekulu, pokud bude ve vzorku pfitomnd), nitrocelulozové membrany

a absorp¢ni vrstvy [93, 95, 96]. Schéma uspotfadani takového testu je uvedeno na obrazku 10.
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Obrazek 10 Schéma testovaciho prouzku ALFA. Prevzato a upraveno dle [97].

Poté, co je vzorek (sliny, mo¢, krev apod.) aplikovan na vstupni vrstvu, dochazi k jeho
kapilarnimu prostupu prouzkem [97]. ALFA vyuziva dvou zakladnich formatt — sendvicového
(napt. onkologickych markert) [98] a kompetitivniho (napi. detekce cholera-toxinu) [98].
Predpokladem sendviCového uspotfadani je pouziti dvou druh aptamertt (primarniho
znacen¢ho a sekundarniho imobilizovaného). Cilové molekuly jsou vazany znacenym
aptamerem (konjugacni Céast) a unaSeny prouzkem k Casti s imobilizovanymi aptamery
(nitrocelulozovd membréna s testovacimi liniemi). Indika¢ni linka se tedy vybarvi pouze
v ptipad¢, Ze analyt obsahuje cilovou molekulu. Za touto linkou se nachazi jesté kontrolni linka,
ktera se zbarvi tehdy, pokud se proces spravné provede, tedy pokud latka projde i timto mistem.
Pokud neni cil pfitomen, zbarvi se tedy jen kontrolni linka [95, 96]. U kompetitivni varianty
zalezi na pouzité zachytné molekule na testovaci linii. V kazdé z linii se nachdzi jeden druh
sondy. V indikaéni linii je sonda, k niZ se mtiZze vazat volny znaceny aptamer. Pokud tedy dojde
k jeho vazbé na cilovou molekulu, intenzita zbarveni indika¢niho prouzku bude niZsi.
Testovaci linie obsahuje druhy typ sondy, ktery vaze aptamery bez ohledu na jejich vazbu

s cilem [93, 99, 100].
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ALFA byla zatim testovana v diagnostice:

1. Infekénich agens: virovych (napt. SARS-CoV-2, virus chfipky), bakteridlnich
(napt. Salmonella spp., Escherichia coli) 1 parazitarnich (napf. plasmodiovi ptivodci
malarie) [93, 94, 102]

2. Onkologickych onemocnéni: detekce onkomarkerti rakoviny prsu, zaludku, plic,
vaje¢nikl (marker HER2), tlustého stfeva a mocového méchyie (markery CEA a CA
19-9) [93, 98, 101]

3. Kardiovaskularnich onemocnéni: detekce biomarkert jako napft. kardidlni troponiny pii
infarktu myokardu nebo srde¢ni formy vazebného proteinu pro mastné kyseliny (H-
FABP) ke stanoveni akutniho koronarniho syndromu [103]

4. Autoimunitni onemocnéni: detekce autoprotilditek nebo specifickych biomarkeri
napf. revmatoidni artritidy [104], diabetes mellitus prvniho typu [97]

5. T¢ehotenstvi [105]

6. Identifikace jedu, drog, toxint [102]

5.1.4 ELASA (Enzyme-linked Aptasorbent Assay)

Pro tuto metodu se pouzivaji tyto varianty t¢hoz terminu: Enzyme-linked Aptamer Assay
(ELAA), Enzyme-linked Oleonuclide Assay (ELONA), Aptamer-linked Immobilised Sorbent
Assay (ALISA) [106].

Upravou paivodni imunoanalytické metody ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay)
slouzici ke kvantifikaci antigenti jejich vazbou na protilatky vznikla ELASA, kdy byla
provedena nahrada protilatek aptamery. Tabulka 2 poskytuje pfehledné srovnani obou metod.
Toto srovnéani vychdzi z praci n¢kolika kolektivli autorti. Sensitivita obou metod je obdobna,
jak miizeme napftiklad zjistit z praci autor Rotherham et al. (2012) [107] a Fenga et al. (2011)
[108], ktefi se zabyvali sensitivitou monoklonalnich a polyklonélnich protilatek a také aptamert
vici Mycobacterium tuberculosis-specific antigen (ESAT-6). Obé metody, ELISA i ELASA,
je mozné automatizovat [109, 110]. Jak je jiZz uvedeno v kapitole 3, protilatky vyZzaduji stalou
nizsi teplotu neZ aptamery, od ¢ehoZ se odviji 1 rozdil v teplotach a trvanlivosti pfi pouziti metod
ELISA a ELASA [35, 36]. Snadnd regenerace aptamerti umoZiiuje opakované pouziti
Metody ELASA oproti metodé¢ ELISA. Wu et al. (2007) byli pomoci zmény teploty schopni
opakované regenerovat aptamery vazajici adenosin. I po 40 opakovanich si 90 % vSech
aptameru stale zachovavalo svou pivodni konfiguraci [111]. Podobné i Minunni et al. (2004)

prokazali ti¢innou regeneraci aptameru pomoci roztokd kyselin, zasad a soli a chelatacnimi
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¢inidly (napt. EDTA) [112, 134]. Schlensog et al. (2004) taktéz ovétili, Ze regenerace je mozné
provést v jednom kroku, jednoduse zménou pH pomoci NaOH [113]. Snadné vyroba a moznost
opakovaného pouziti také ovliviiuje cenu metod, v nichz jsou aptramery pouzity [1].

Existuji tfi formaty provedeni — sendvicovy, piimy a nepiimy. V sendvi¢ovém provedeni,
které ma vyssi presnost nez zbyla dvé provedeni, je jeden druh aptameru se specifickou afinitou
pfimo imobilizovan na mikrodesti¢ce (tj. capture aptamer). Druhy, detek¢ni, aptamer, je
znaceny enzymem. Po pfidani analytu k desti¢ce dojde k vytvoreni vazby mezi cilem a obéma
aptamery. Vznikd tedy sendvicova struktura, ktera mlze nabyvat rtiznych charakterii podle
konkrétné pouzitych prvkil soustavy. Nasledné se smés promyje, ¢imz se odstrani volné
molekuly. Poslednim krokem je ptfidani substratu pro enzymatickou reakci za ucelem vytvoteni
meéfitelného signalu (napt. zmena barvy, fluorescence). Ten proporéné odpovida koncentraci
molekuly ve vzorku. Obdobné probihd i pfima a nepfima varianta. V nepfimém provedent,
kdy se pfidava enzymaticky znaceny reagent, dojde pouze k imobilizaci priméarniho aptameru
s afinitou k cili. V pfimém se enzymaticky znaceny imobilizovany aptamer pfimo vaze na cil.
Rozdil je tedy ve zplisobu vyvolani barevné zmény. Nepiimd ELASA je z divodu vzniku
necistot v jejim pribéhu nejméné pouzivana [ 106]. Existuje i kompetitivni forma, jejiz vyhodou
je, ze vzorek nemusi pted analyzou projit purifikaci. Je zaloZena na piidani nepurifikovaného
vzorku k pfedem ocisténému, imobilizovanému cili. Se zvySujici se koncentraci cile se tudiz
signal zeslabuje [114]. Paivodné byla tato metoda pro stanoveni tetracyklini v medu [115],
ale z pohledu mediciny s ni Ize detegovat naptiklad dopamin, ktery je uzivan jako marker
Alzheimerovy choroby. V tomto piipadé vSak musi mit ELASA inverzni konfiguraci.
Do aptameru, ktery specificky vaze dopamin, je predem konjugovan biotin. Komplexy téchto
aptamert a dopaminu jsou pak diky vazb&é mezi biotinem a streptavidinem zachytdvany
na desti¢ce, ¢imz dojde k jejich inhibici. Po promyti dojde k enzymatické detekci [116].
KolorimetrickA ELASA dokonce umoZiuje okometrické vyhodnoceni pfitomnosti
¢i neptitomnosti vzniklych vazeb [117]. Dalsi variantou muize byt naptiklad propojeni obou
metod do systému ELISA-ELASA [118]. ELASA vSak muze slouzit k mnohem Sirsi
diagnostice, neZ je uvedeno vySe v této podkapitole. Pomoci metody ELASA je mozné
identifikovat, napt. toxiny [119; 120], drogy tfeba v ramci dopingovych testii [121, 122], 17f3-
estradiol (E2) tfeba v ramci gravidity [123], Alzheimerovu chorobu pomoci biomarkeru

amyloid-beta [124].
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Tabulka 2: Srovnani metod ELISA a ELASA. Prevzato a upraveno dle [114].

ELISA ELASA
Senzitivita srovnatelnd s ELASA srovnatelnd s ELISA
Automatizace ano ano
Pozadovana teplota 4°C pfi pouziti protilatek bez omezeni (do 60°C)
Trvanlivost kratka delsi
Cena vySsSi nizsi
Opakovana pouZzitelnost ne ano

5.1.5 Aptamerovy multiplexni test

Tato diagnosticka a analytickd metoda umoziiuje soucasnou detekci a kvantifikaci nékolika
cilovych molekul za pouziti kombinace aptamerti se specifickou afinitou k jednomu z cili.
S jeji pomoci je tedy mozné analyzovat nékolik analyti v jednom kroku [125]. Kazdy aptamer
je znacen jinak (napt. fluorofory, enzymy) [126], coZ umoznuje jejich izolovanou detekci
a kvantifikaci naptiklad pratokovou cytometrii [127]. K detekci muze byt tedy pouzit
itzv. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) fenomén. Je zalozen na vzniku
fluorescence pii pienosu energie mezi donorem fluoroforu a akceptorem fluoroforu, pokud jsou
v dostatecné blizkosti. Nékteré aptamery (tzv. Light-Up) jsou schopné produkovat signal

prostym omezenim torzni rotace komplexu (otoceni okolo osy) [128].

5.1.6 Aptamery v zobrazovaci technice

Aptamery lze vyuzit k vizualizaci cilti v ramci biologickych systémii. Jak je jiz popsano
vySe, muze se jednat o pridani fluorescencni znacky, aby bylo mozné zachytit komplexy
aptamert a jejich cili napt. za pouziti fluorescenéni mikroskopie [129]. V konjugaci
s kontrastnimi latkami (napf. nanocasticemi) je mozné je vyuzit v magnetické rezonanci (MRI),
pocitacové tomografii (CT) [130] nebo pozitronové emisni tomografii (PET) [131].

Umoziuji tedy neinvazivni vizualizaci cili v biologickém systému, tedy in vivo [130, 131].

5.1.7 Aptahistochemie

Imunohistochemie, metoda uzivana v onkologické diagnostice, kterd spoléhd na pouZziti
monoklonélnich i1 polyklonélnich protilatek [132]. Vzhledem k vySe uvedenym vyhoddam
aptamert oproti protilaitkdm a také z dlivodi nekonzistentni Cistoty komercnich protilatek

[133], mohou byt tyto nahrazeny aptamery [135].
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5.2 Aptamery v terapii

Zda budou v terapii uptednostnény aptamery pied protilatkami, zavisi na né€kolika faktorech.
Protilatky jsou na rozdil od aptamert ziskavany in vivo, a tudiz tento systém nelze pouzit tam,
kde je toxicita cile pfiliS vysokd, nebo dokonce letalni. Aptamery mohou byt vyuzity
k vytvoteni pasivni imunity stejnym zptisobem jako imunoterapie s vyuzitim sér nebo
humanizované monoklonalni protilatky, avSak jejich vyroba je daleko levnéj$i. Na rozdil
od diagnostickych metod, malé rozméry aptameri mohou v terapii plisobit problémy,
jelikoz molekuly mensi nez 50 kD byvaji obvykle rychle vylou€eny ledvinami [38].

Pro terapeutickeé ucely je mozné vyuZzivat peptidoveé aptamery 1ty na bazi nukleovych kyselin
[2, 136]. Diive ptrevladal nazor, ze RNA aptamery v terapii funguji ucinnéji, jelikoz je jejich
mala, specificky uspofddana molekula schopna snaze proniknout butikou, a tak dopravit 1é¢ivo
na misto urCeni [137]. DNA aptamery vSak vykazuji stejnou ucinnost, a navic i fadu vyhod,
jako napftiklad vynechani kroku transkripce, jednodussi zptsob jejich ptipravy [138] a vyssi
stabilita diky pfitomnosti deoxyribozy na pozici 2' misto ribozy [139], coz z nich déla Casove
i1 ekonomicky vyhodné¢j$i variantu [136]. Pouziti aptamert v terapii neni bez rizik.
Napriklad syntetické nukleotidové sekvence mohou pulsobit toxicky nebo vyvolavat
nespecifické imunitni reakce [ 140].

Z divodu omezeného rozsahu této prace byly do kapitoly vybrany jen zakladni poznatky
z nekterych aplikacnich oblasti. Nekteré cile, pro néz je mozné aptamery terapeuticky vyuzit

jsou shrnuty v tabulce 3 [137].
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Tabulka 3: Nékteré cile pro terapeutické vyuziti aptameri. Prevzato a upraveno dle [137].

Vyznam

cil

Inhibice onkogeneze

Lécba rakoviny slinivky

Inhibice onkogeneze, virové regulace
Prevence vzniku metastdz

Inhibice onkogeneze, modulace zdnétu
Modulace zdanétu

Modulace zanétlivého procesu a imunitni odpovéd’
Modulace imunitni odpovédi

Lécba psoriazy

Prevence alergii

Lécba ARDS, septického Soku

Prevence vzniku trombii

Prevence angiogeneze

Prevence neurovaskularizace
Rizeni neurotransmise
Lécba myasthenia gravis
Lécba migrény

Lécba bolesti

Prevence virovych infekci

Inhibice infekcnosti viru
Inhibice virové replikace

Inhibice virové adheze

Lécba virové Zloutenky typu C

Lécba staphylokokovych infekci

Lécba prionovych infekci, Alzheimerovy choroby
Modulace genové exprese

Platelet-derived growth factor

avp3 integrin

Tenascin C

Gonadotropin-releasing hormone 1

E2F transkrip¢ni faktor

HER3 (ERBB3)

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Cytohesin 2

Ghrelin

Receptor tyrosin kinazy RETC634Y

Substance P

Mucin 1

Epidermal growth factor receptor variant I11

Amylin

Protein tyrosin fosfataza

Plasminogen activator inhibitor 1

Lymphocyte function-associated antigen 1

I-Selectin

Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (IP-10)

Neutrophil elastase

Interferon-y

CD4

Chemokine (C-C motif) ligand 2 (MCP1)

Immunoglobulin E

Fosfolipaza A2

o-thrombin

Aktivovany protein C

Factor IXa

Fibroblasticky rustovy faktor 2, zakladni

Angiopoietin 1

Angiopoietin 2

Vascular endothelial growth factor

Acetylcholine receptor

Acetylcholin-specifické autoprotilatky

Calcitonin gene-related peptide

Nociceptin

Respiracni syncytialni virus

Neurotensin 1

HIV gp120

HIV-1 reverse transcriptase

HIV-1 Rev

HIV-1 integrase

P-selectin

NS3 protease

Staphylococcus enterotoxin B

Bovine prion protein

UlA
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5.2.1 Konjugaty aptamera v cilené 1écbé

Aptamer

Lécivo

Linker ‘

Obrazek 11 Konjugat aptameru a léciva.

Konjugaty aptamert a 1é¢iv (aptamer-drug conjugates (ApDCs)) jsou rozmanitou skupinu
terapeutik s Sirokym spektrem pouziti, napi. v oblasti genové terapie, fototerapie,
chemoterapie, vyvoje vakcin aj. [136]. Pfedstavuji jakousi obdobu konjugatti protilatek a 1é¢iv
(antibody-drug conjugates (ADCs)), pficemz protilatka je nahrazena aptamerem. Ten zde
funguje jako ligand spojeny s léCivem prostiednictvim linkeru (viz obrazek 11) [141].
Pti konjugaci se vyuziva riiznych strategii, napt. fyzikalni konjugace, kovalentni parovani
apod. [142]. V ramci konjugatti aptamerii a chemoterapeutik se diky aptameru mize konjugat
vazat na specifické struktury nadorové tkan¢. Napiiklad u lidské lymfoblastické leukemie,
¢i rakoviny tlustého stfeva se na povrchu nadorové tkané hojné objevuje protein tyrosin
kinaza 7 (PTK?7), a tudiz je vybran aptamer s touto specifitou. Takto Ize ptsobit na nadorové
tkané prostfednictvim chemoterapeutik (napt. konjugovany doxorubicin (Dox), Epirubicin,
Daunorubicin aj.) [141]. Mezi aptamery s moznosti vyuziti v konjugétech s 1éCivy pii 1lécbe
rakoviny patii naptiklad P19 (rakovina slinivky [143]), Sgc8c (lidska lymfoblastické leukemie
[144], akutni myeloidni leukemie [145]), AS1411 (rakovina ledvin, akutni myeloidni leukéme
[146]), A10 (karcinom prostaty) [147], HER2 RNA (rakovina prsu) [148]. Jako konjugované
lé¢ivo pfi infekcich multirezistentnimi bakteriemi mohou byt pouZity napf. nejriznéjsi
antimikrobidlni peptidy (AMPs) spole¢né s nanocasticemi [149, 150].

Konjugaty lez pouzit také v genové terapii riznych onemocnéni (napt. HIV, onkologicka
onemocnéni), a to kombinaci aptameru a nukleové kyseliny [141]. Konjugéaty se siRNA
(small interfering RNA) umoznuji blokovat expresi uréitych genil (napf. virového genomu
pfi virovych infekcich) [151], inhibovat angiogenezi pti nddorovych onemocnénich, aktivovat

imunitni buiiky apod. [142]. Velky potencidl pro terapii a vyvoj vakcin mé spojeni aptamerti
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s proteiny nebo peptidy, které (s vyjimkou protilatek) jinak nemaji schopnost specifické vazby
na cil. Konjugaty aptamert a fotosenzitivujicich latek se uplatiuji také ve fotodynamické terapii
(PDT). Fotosenzitivujici latky jsou schopné za urc€itych okolnosti iniciovat vznik cytotoxického
reaktivniho kysliku (ROS) z kysliku tkanového. Konjugaty aptamert a fototermalnich ¢inidel
mohou byt pouzity ve fototermalni terapii (PTT). Urcité materialy jsou po elektromagnetickém
ozareni schopné emitovat teplo, a tak ptisobit cytotoxicky. V tomto piipad¢ se aptamery spojuji
s nanocasticemi zlata, polyamidu, uhliku aj. snavazanou UuUCinnou latkou [141].
Aptamerovd PTT Uc¢inné€ ptlisobi 1 na methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)
[152]. Systémil, v nichz jsou konjugovany aptamery a nanocastice (NPs) je vice a taktéz
nachazeji Siroké uplatnéni. Pti pouZiti nanocastic QDs (nanoscale semiconductor nanocrystals)
je mozné¢ efektivné vazat nejen 1€¢iva (napt. Dox) nebo je pouzit ve zobrazovacich technikach.
Nanocéstice zlata (Au NPs / GNPs) lze krom fototermalnich systému vyuZit i k pfenosu 1éciv
nebo ve fotodynamické terapii. Podobné i uhlikové nanocastice mohou byt pouzity
ve fototermalnich systémem a jako nosice 1é¢iv. Lipozomy jsou diky své lipidové dvouvrstveé
membran¢ schopny ucinné enkapsulovat hydrofilni 1éCiva a zvysit cirkulaci 1éCiva v cilové

tkani a mohou byt vyuzity i1 ve fluorescencnich zobrazovacich technikéach [142].

5.2.2  Vyuziti aptamert v onkoterapii

Aptamery se v onkoterapii pouzivaji se bud’ jako antagonisté, ktefi blokuji interakce
specifickych onkologickych cild, nebo jako agonisté s opacnym ucinkem. Aptamery je mozné
vyuzit jako inhibitory checkpointi [136]. Tyto checkpointy jsou specifické molekuly,
které imunitniho systému, které iniciuji a udrzuji jeho odpoveéd’ — v tomto piipad¢ tedy blokuji
nadmérnou odezvu organismu na nadorové bujeni. Nadorové builky mohou navic samy
zpusobovat destrukci téchto molekul. Z tohoto divodu je vyhodné pouziti inhibitora
checkpointii, a tak zintenzivnit imunitni odpovéd’. Prikladem téchto checkpointi muze
byt naptiklad protein programované smrti 1 (programmed death protein 1 (PD-1))
vznikajici v T-lymfocytech a jeho ligand (DP-L1) na povrchu nadorové tkané [153] nebo
cytotoxicky T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4), coz byl také historicky prvni
checkpoint, k némuz byl vytvoren RNA aptamerovy inhibitor. Tehdy vSak pouzité aptamery
vykazovaly niZ$i efektivitu in vivo nez protilatky. Bylo sice mozné ji zvysit upravou aptamert,
respektive jejich pouziti s oligonukleotidovym skeletem, ale pfesto byla tato metoda stale
znaéné neefektivni pro klinickou praxi [154]. Imunitni odpovéd’ 1ze vSak stimulovat mnohymi

dal$imi zplisoby za pouziti aptamert. Napiiklad T buiiky, které hraji zasadni roli v rozpoznani
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a likvidaci nadorovych bunék, potiebuji ke své aktivaci celou Skalu signald.
Priméarnim signalem je vytvofen histokompatibilni komplex I (MHC-I), tedy navézani antigen
prezentujicich molekul na TCR receptor T bun€k. Sekundarni signdly zahrnuji reakce mezi
stimulaénimi molekulami CD80 a CD86, kter¢ jsou na povrchu antigen prezentujicich molekul
a CD28 na povrchu T bunék. V prostfedi nadorové tkané vsak Casto zcela chybi ligandy CD80
a CD86, ¢imz jsou T buiiky inhibovany. V tomto ptipadé se tedy vyuziji aptamery specifické
k vazebnému mistu CD28 T bunék k jejich stimulaci [136] Nekteré peptidové aptamery jsou
schopny vazat se na cyklin-dependentni kindzy (CDKs), kterd se uplatiiuje pt proliferaci
nadorovych bunék [2].

V ramci terapie je mozné aptamery vyuzit také jako blokatory cytokint. Cytokiny
(existuje neékolik kategorii vCetné interleukini) jsou malé signalni molekuly, které také hraji
klicovou roli v regulaci imunitni odpovédi. Funguji jako messengery zprostiedkovavajici
komunikaci mezi imunitnim systémem a riznymi typy bunék. Cytokiny mohou podporovat
proliferaci nadorovych bunék, angiogenezi (tim ptivod Zivin k nadoroveé tkani) a imunosupresi
[155]. Aptamer RSA1 se specificky vaze na interleukin IL-10R. Ten se za norméalnich okolnosti
vaze na odpovidajici misto v nddorové tkani a spousti jeji rtst, avSak spojenim s aptamerem
se stava neaktivnim a signal nemuze dale prenaset [136].

Pfi nadorovém bujeni dochazi k nadmérné expresi nukleolinu (jadérkovy protein),
ktery se pak nachdzi u nckterych typt rakoviny na povrchu nadorovych bunék.
Aptamer AS1411je schopen se na tento protein vazat, a tim regulovat procesy, do nichz
se zapojuje. Nukleolin tak nemuze interagovat s proteiny a nukleovymi kyselinami, diky cemuz
se brzdi angiogeneze v mist¢ tumoru, proliferace nddorovych buné¢k a spousti se programovana

bunécna smrt [136].

5.2.3 Vyuziti aptamert v terapii kardiovaskuldrnich onemocnéni

Aptamery maji potencial i v 1é€bé nekterych kardiovaskularnich chorob, naptiklad akutni
korondrniho syndromu (ACS) [156]. Terapie spofivd zejména v ovlivilovani procesu
koagulace. Aptamer ARC1172 a jeho modifikace blokuji vazbou na von Willebrandtv faktor
(vWF) jeho interakci s krevnimi destickami, a tak sniZuje i riziko vzniku trombt v srde¢nich
a mozkovych tepndch, coz je jedna z nejcastéjSich kardiovaskuldrnich komplikaci [157].
Vznik trombt lze ovlivnit 1 jinou cestou pomoci aptamert piimo se vaZzicich na trombin

(napf. thrombin-binding aptamer (TBA)) [158]. PCSK9 aptamery piinasi moznost G¢inné
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terapie hypercholesterolemie [159]. V konjugatech mohou také slouzit k dopravovani ucinnych

latek [160].

5.2.4 Vyuziti aptamert v terapii infekénich chorob

Dtivodem k hledani alternativni 1€cby v podob¢ aptamerti jsou nezadouci G¢inky antivirotik
[161] a rychlé zastaravani vakcin z divodd mutaci virG [162]. Aptamery mohou branit
k pfichyceni viru na hostitelskou bunku, naptiklad pfes navdzani aptameru AS1411
na nukleolin pfitomny na jejim povrchu. Vazba viru s timto proteinem totiZ mnohym virim
umoziuje jejich prinik buitkou (napt. dengue) [163]. Aptamer HA12-16 blokuje vstupni
glykoprotein HA proti navazani viru chiipky [164] apod. Aptamery mohou také inhibovat
replikaci virti svou vazbou na specifické enzymy nebo substraty, které do replikace vstupuji
[165, 166].

V terapii mikrobidlnich infekci se taktéz uplatiiuje vicero piistupli s pouZzitim aptamert.
Jednim z velkych problémi jsou biofilmy, kterymi se mikrobidlni kolonie ptfichycuji k povrchu,
a které nelze ucinné odstranit pouzitim antibiotik. Aptamery zacilené na konkrétni bakterie
brani jejich shlukovéani tim, Ze zvySuji elektrostaticky odpor mezi builkami a povrchy.
Navic jsou tyto bakterie vice citlivé na plsobeni antibiotik [167]. Pfikladem mohou byt
aptamery Lyd-1, Lyd-2 a Lyd-3 zamétené na Streptococcus pneumoniae [168]. Dalsi cestou je
inhibice uvolilovani bakteriadlnich toxint, které slouzi k naruSovani hostitelskych bunck
a umoznuji perzistenci a Sifeni infekce. Napiiklad aptamery AT-27 nebo AT-33 Gc¢inn¢ brani
lyze bunék ucinkem alfa-toxinu, ktery produkuje Staphylococcus aureus [169, 170]. V terapii
se uplatiuji také nejriznéjsi konjugaty aptamert s 1€Civy (viz vyse).

Parazitozy predstavuji dalsi oblast, v niz by se aptamery mohly uplatnit. MoZné mechanismy
zahrnuji blokaci interakce mezi parazitem a hostitelskou buiikou blokaci vazby mezi
receptorem a ligandem (napf. blokace adheznich receptori Trypanosoma cruzi) [171] nebo

inhibici nejriznéjsich klicovych funkénich proteint [172, 173].
5.2.5 Vyuziti aptamer v terapii autoimunitnich onemocnéni

Aptamery je moZné pouZit v terapii autoimunitnich onemocnéni. Diabetes mellitus prvniho
typu zplsobuje inzulinovou deficienci nasledkem napadeni beta-bunék pankreatickych
ostruvkd imunitnim systémem. U téchto pacientd hrozi nejen hypoglykemie, ale pii dysbalanci
systému inzulin-glukagon také hyperglykemie. Aptamery se tedy mohou uplatnit jako

inhibitory glukagonu snizujici riziko vzniku hyperglykemie (napt. aptamer NOX-G15) [174].

45



Aptamery mohou pomoci i pacientim trpicim diabetem druhého typu. U nich vznikd inzulinova
rezistence nasledkem nadbytku protilatek proti lidskému inzulinovému receptoru.
Aptamer MA20 je schopen pfimé interakce s autoprotilatkami téchto pacientti za sniZeni jejich
ucinnosti [175]. Aptamery lze feSit i diabetickou nefropatii (napt. dudlni zrcadlovy CCL2-
CXCL12) [176]. Dalsim autoimunitnim onemocnénim, kde se aptamery mohou uplatnit je
roztrousena skler6za (MS), a to naptiklad aptamerovou neutralizaci rastového faktoru MK
[176, 177]. V terapii revmatoidni artritidy mize pomoci aptamer ADRSS, ktery se vaze na OSM
(Oncostatin M), a tim narusuje jeho plisobeni v patologickém procesu tohoto onemocnéni
[178]. Byla provedena i fada experimentd s aptamery, které cilily na dal$i autoimunitni
onemocnéni, napt. myasthenia gravis (MA) [179] nebo systémovy lupus erythematodes (SLE)

[180].

5.2.6 Vyuziti aptamert v terapii neurodegenerativnich onemocnéni

Razné druhy aptamert lze pouzit napt. v terapii Alzheimerovy choroby, a to napiiklad
snizenim produkce AP, jehoz aglutinace onemocnéni zpisobuje. Aptamer Al se specificky
vaze na enzym (BACEL1), ktery do produkce A vstupuje [181]. Terapie Parkinsonovy choroby
muze vyuzit napt aptamer M5-15 nebo ASYN (1-5), které brani hromadéni presynaptického
proteinu a-Syn v mozku [182, 183]. Védci se zabyvali i vyuzitim aptamert v terapii
transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) (napt. SAF-93) [184] a Huntingtonovy choroby
(napt. MS3) [185].
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6 Nckteré komeréné dostupné aptamery

O aptamery roste zajem nejen ve sféfe experimentdlni, ale i aplikacni [186]. Na trhu

zaméfeném na vyzkum a vyvoj existuji firmy, které zdkaznikovi na zékladé poptavky vyberou

jim pozadovany aptamer z knihovny a poptipadé jej i podle potieb upravi, napt. spole¢nosti CD

Bioparticles Drug Delivery nebo Creative Biolabs, kde je mozné prochazet i databazi

dostupnych aptamerd.

K diagnostickym tucelim jsou komeréné dostupné naptiklad preparaty uvedené v tabulce 4.

Kazdy komerc¢ni nabizeny diagnosticky kit musi projit sérii klinickych testovani [186].

Tabulka 4: Nekteré komercné dostupné aptamery pro diagnostiku. Prevzato a upraveno dle [187].

Aptamer Aplikace Metoda Spolecnost
OTA-Sense ochratoxin A fluorescen¢ni metody NeoVentures
Biotechnology
AflaSense aflatoxiny fluorescencni NeoVentures
Biotechnology
AptoCyto Skala biomarkert* pritokova cytometrie Aptamer
Science Inc.
AptoPrep skala biomarkera* fluorescencni metody, polyakrylova Aptamer
gelova elektroforéza (PAGE) Science Inc.
SOMAscan detekce SOMAmerova detekce a kvantifikace | SomaLogic
bronchogenniho biomarkert
karcinomu (SCLC)
CibusDx alimentéarni elektrochemicka CibusDx
patogeny
OLIGOBIND aktivita trombinu fluorogenic activity assay Sekisui
Diagnostics
Hot Start Taq Hot start PCR reverzni inhibice Taq DNA polymerazy | New England
DNA Biolabs
polymeraza

*Biomarkery: receptor hepaticarniho ristového faktoru (HGFR), molekula intracelularniho adhesinu

(ICAM-2), receptor epitelialniho ristového faktoru (EGFR), adhezni molekula endotelidlnich bunék

krevnich desticek (CD-31), receptor lidského epidermalniho rtstového faktoru (HER-2) a receptor

vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGFR-2)
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Macugen byl prvnim aptamerovym léc¢ivem, ktery bych schvalen FDA (Food and Drug
Administration / Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv — vladni agentura Spojenych Statd
Americkych) [188]. Jednim z onkologickych aptamerd je NOX-A12. Jedna se o zrcadlovy
RNA aptamer, tedy o L-RNA oligonukleotid neboli zrcadlovy obraz pfirozené se vyskytujici
molekuly D-RNA (Spiegelmer). Je vyvinuty biotechnologickou spolecnosti Noxxon Pharma
v Berliné. Aptamer NOX-A12 je antagonista CXCL12 (chemokinovy ligand), ktery se vaze
na chemokin a narusuje navadéni a akumulaci bun¢k CLL (chronicka lymfocytarni leukémie)
v kostni dfeni, ¢imZ tyto buiiky senzibilizuje na cytotoxicka 1é&iva [189, 190]. U¢inek dalsiho
aptameru s komerénim vyuzitim, A1411, je jiz popsan vyse. Ptiklady aptamerti schvalenych

k terapii ¢i v rizném stadiu klinického testovani jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5. Priklady aptamerii schvalenych k terapii ¢i v riizném stadiu klinického testovani. Prevzato a upraveno dle [187].

Nazev Cilové onemocnéni

Pegaptanib sodium (Macugen) | Vékem podminéna makularni degenerace (VPMD)

E10030 | Vékem podminéna makularni degenerace (VPMD)

REGI (RB006 and RB007) | Onemocnéni koronarnich tepen

ARC1905 | Vékem podminéna makularni degenerace (VPMD)

AS1411 | Henoch-Schonleinova purpura

ARC1779 | von Willebrandova choroba / trombocytopenie /

NOX-E36 | Chronicka zanétliva onemocnéni / diabete mellitus II.
typu / lupus erythematus

NOX-A12 | Mnohocetny myelom / non-Hodgkintiv lymfom /
transplantace kmenovych bun¢k

NUI72 | Srdecni choroby

NOX-H94 | Anémie / kone¢né stadium onemocnéni ledvin / zanét

ARC19499 | Hemofilie
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7 Zaver

I kdyz si protilatky stadle drzi dominantni a nezastupitelnou pozici mezi afinitnimi
molekulami, aptamery se ukazuji jako slibny nastroj v oblasti biomediciny a nejen zde. Z jejich
srovnani s protilatkami vyplyva, ze aptamery skytaji znacné vyhody, at uz svou snadnou,
rychlou, a v mnoha ohledech eti¢téjsi, pripravou ¢i vysokou specifitou a afinitou k cili.
Na rozdil od protilatek, které, az na vyjimky, vyZaduji vyuziti laboratornich zvitat, aptamery
se selektuji na zdklad¢ své specifity a afinity k danému cili z velkych sekvenénich knihoven.
To pfinasi do oblasti ziskavani afinitnich molekul dalsi vyhodu — nizs§i produkéni naklady.
Zatimco néktefi autofi se piiklani k hypotéze, ze aptamery jednou zcela nahradi protilatky,
jini nabadaji k obezfetnosti a poukazuji na to, ze 1 aptamery maji své nevyhody a sva rizika.

Vyvoj aptameri postupuje dopiedu uz priblizné tfi desitky let. Za tu dobu nasly aptamery
mnoho zptsobtll uplatnéni — né€kterych oblastech zatim jen experimentalné, jiné piesly do praxe.
Na poli biomediciny jsou aptamery kliCcové v fad€¢ diagnostickych metod, vcetné téch
zobrazovacich, umoznuji objevovani novych biomarkerii a 1é¢iv, detekci toxinti, a dokonce
1 gravidity. V ramci prevence se mohou vyuzit napiiklad k ekonomicky efektivni vyrobé
pacientim s vékové vazanou makularni degeneraci. Dalsi 1é¢iva budou jisté v brzké dobé

pronikat na trh, stejné jako nové objevené moznosti vyuziti aptamert v klinické praxi.
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