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Anotace 

Aptamery jsou malé ligandy, které vykazují vysokou specifitu a afinitu k cílovým 

molekulám. Vytvářejí pevné a stabilní vazby, a v mnohých ohledech jsou dokonce schopny 

předčít vlastnosti zatím nejpoužívanějších afinitních ligandů – protilátek. Aptamery svými 

unikátními vlastnostmi a spektrem možných použití nachází uplatnění jak v základním, 

tak aplikovaném výzkumu a následně také u odborníků v praxi. Tato práce se zaměřuje 

na základní rozdělení aptamerů, jejich strukturní formy a způsoby syntézy. V aplikačních 

možnostech se text zabývá především diagnostickým a terapeutickým využitím aptamerů 

v biomedicíně. 

 

Klíčová slova: peptidové aptamery, aptamery nukleových kyselin, protilátky, biomedicína, 

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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Cíl práce 

Cílem práce je provedení základní rešerše v oblasti aptamerů, jejich struktury, syntézy 

a vlastností. Aptamery jsou v práci také srovnány s protilátkami. Dále se práce zabývá 

některými aplikačními možnostmi aptamerů, primárně v oblasti biomedicíny. Zde se zaměřuje 

zejména na diagnostické a terapeutické využití, a to včetně některých komerčně dostupných 

preparátů či preparátů v klinickém testování. 
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1 Úvod 

Aptamery jsou synteticky vytvořené oligonukleotidy nebo peptidové molekuly, 

které se mohou vázat na cílové molekuly s vysokou afinitou a specifitou. Byly poprvé 

vytvořeny před více než 30 lety, kdy dvojice vědců Tuerk a Gold vyvinuli metodu SELEX. 

S její pomocí je možné vybírat z knihoven oligonukleotidových sekvencí ty, které mají vysokou 

specifitu a afinitu k danému cíli. SELEX tedy umožnil produkovat afinitní ligandy rychle bez 

použití buněk, za současného zajištění konzistentní kvality [1]. Krom aptamerů založených 

na nukleových kyselinách existují i aptamery peptidové. Ty se z knihoven selektují poněkud 

odlišnými metodami, ale také nacházejí poměrně široké uplatnění [2]. S vytvořením aptamerů 

tak nastal nový přelom, a to nejen v medicínských oborech, kde bylo do této doby nutné 

spoléhat se pouze na použití protilátek [1]. Protilátky jsou glykoproteiny, které díky své 

schopnosti vázat antigeny hrají klíčovou roli ve fungování imunitního systému [3]. V době 

svého objevu i ony přinesly revoluci na poli medicíny, protože otevřely cestu k možnosti 

pasivní imunizace organismu, a dokonce i k terapii organismu již vystaveného toxickému 

infekčnímu agens (např. vzteklina). Na přelomu 19. a 20. století začaly vznikat první vědecké 

práce zaměřené na jejich získávání a využití a už v roce 1901 by za práci v této oblasti udělena 

první Nobelova cena [4, 5]. V současné době rozlišujeme tři generace protilátek polyklonální 

(pAbs), které se získávají z krevní plazmy donora, monoklonální (mAbs), získávané 

klonováním imobilizovaných B-lymfocytů, a rekombinantní (rAbs), které jako jediné 

nevyžadují při výrobě hostitele [6]. Vlastnosti protilátek ani proces jejich výroby však nejsou 

dokonalé a přináší řadu nevýhod jejich použití [3] a právě pro své nesčetné výhody oproti 

protilátkám nabývá výzkum aptamerů na významu [1].



 17 

2 Struktura aptamerů 

Existují dva základní strukturní typy aptamerů – peptidové aptamery a aptamery tvořené 

krátkými molekulami buď kyseliny ribonukleová (RNA), nebo jednovláknové kyseliny 

deoxyribonukleové (ssDNA).  Struktura a prostorové uspořádání aptamerů určují jejich 

vazebné vlastnosti [7].  

2.1 Peptidové aptamery 

Peptidové aptamery (PA) jsou malé modulární [8], kombinatoriální proteiny, které jsou 

syntetizovány tak, aby se vázaly na specifická místa na cílových molekulách. Jedná 

se v podstatě o zmenšená analoga imunoglobulinových T-buněčných receptorů [9]. Právě jejich 

struktura je klíčovým faktorem pro jejich schopnost vázat se specificky na cílovou molekulu 

a vykazovat požadované biologické vlastnosti [7]. Strukturu, stejně jako jejich stabilitu a další 

vlastnosti, zásadně ovlivňuje způsob jejich získávání [10].  Obecně lze však říci, že PA 

se skládají ze dvou funkčních domén [89]. První doménu tvoří krátká sekvence 5 až 20 

aminokyselin, které jsou typicky uspořádané do variabilní peptidové smyčky. Ta je vložena 

do druhé funkční domény, stabilního proteinového či neproteinového skeletu, který zajišťuje 

neměnnost konformace [9]. Takto vzniklá trojrozměrná struktura PA je tedy dána nejen 

peptidovou sekvencí, její délkou a pozicí ve skeletu, ale částečně také závisí na druhu 

aminokyselin v místě vložení a dostupném konformačním prostoru skeletu. Prostorové 

uspořádání aminokyselin v rámci peptidového řetězce je ovlivněno jejich chemickými 

vlastnostmi a vzájemnými interakcemi. Vysoká specifita a afinita PA, zajištěná navázáním 

uzavřené peptidové sekvence na skelet, umožňuje kompetici PA s endogenními interakcemi 

mezi proteiny, a PA tak mohou být použity jako vysoce efektivní inhibitory interakcí mezi 

specifickými proteiny. Ve struktuře PA se mohou vyskytovat i lineární peptidové řetězce, 

které nejsou přímo spojeny s proteinovým skeletem a také C-nebo N-koncem částečně 

uzavřené. Problém takových struktur spočívá v tom, že se mohou vyskytovat ve více 

konformacích, a tak nejsou příliš vhodné pro kompetitivní peptidové interakce [8]. Jejich afinita 

k cílovým strukturám bývá obvykle nižší [11]. Použití uzavřených peptidových aptamerů 

s disulfidickými vazbami a prezentací na povrchu známého proteinového skeletu namísto 

lineárních zvyšuje stabilitu a sílu jejich vazby na cílovou molekulu [11, 12]. 
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Při výběru PA je zásadní také správný výběr příslušného typu skeletu. Obecně platí, 

že ideální skelet vykazuje následující vlastnosti: rigidnost, monomerní struktura, kompaktnost, 

vysoká stabilita, rozpustnost, netoxická povaha, neschopnost interagovat s buněčnými 

molekulami či organelami, nepřítomnost jakékoli enzymatické aktivity [8, 9, 13]. Podobně jako 

imunoglobulinové oblasti komplementarity (CDR) ve struktuře protilátek, které jsou 

odpovědné za vázání antigenu, slouží tzv. proměnlivé povrchy skeletů PA k rozpoznání 

a navázání specifických cílových molekul [8]. Existují dva základní přístupy k výběru 

proteinového skeletu – použití malých, na protilátkách založených skeletů nebo využití 

přirozeně pevných proteinových struktur, které nevycházejí z imunoglobulinů a které mohou 

být dále geneticky upraveny za vytvoření oblastí s vysokou afinitou, aniž by se ohrozila jejich 

celková stabilita. Existuje více typů skeletů vytvořených různými postupy, které však většinou 

vycházejí buď z konceptu „Loop on a Frame“ (např. bakteriální thioredoxin A (TrxA), avimery 

apod.), nebo využívající pevné kombinatorické vzorce (např. Designed Ankyrin Repeat 

Proteins (DARPins), Armadillo Repeat apod.) [9].  

Obrázek 1 znázorňuje základní strukturu PA, kde je použit jednoduchý cyklický dekapeptid. 

Z aminokyselin vybíhají na každé straně prstence prodloužené postranní lipidové řetězce, které 

díky nekovalentní hydrofobní interakci způsobují uzavření celé struktury. Stabilita je zajištěna 

vybořením komplexní struktury s cyklodextrinem, čímž jsou oba postranní lipidové řetězce 

udržovány uvnitř polysacharidové kostry a působí jako pevná opora peptidového cyklu 

uspořádaného v jedné rovině. Dále zvyšují stabilitu struktury vodíkové vazby, které příčně 

spojují příslušná místa peptidového cyklu. Nad skeletem cyklického peptidu se nachází vedlejší 

řetězce aminokyselin, které poskytují specifická místa pro vázání cílových molekul 

prostřednictvím vodíkových, elektrostatických či hydrofobních vazeb s cílovými molekulami. 

Nevhodným výběrem či umístěním těchto řetězců však může dojít ke ztrátě specifity nebo 

afinity aptameru k cílovým molekulám. Takto se může ovlivnit i schopnost aptameru dosáhnout 

správné konformace [12]. 
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Obrázek 1 Struktura a konfigurace peptidového aptameru. Převzato a upraveno dle [12]. 

2.2 Aptamery tvořené nukleovými kyselinami 

Nukleové kyseliny (deoxyribonukleová (DNA) a ribonukleová (RNA)) se skládají 

ze spojených sérií nukleotidů. Každý nukleotid tvoří sacharid (pentóza 2-deoxyribóza u DNA 

a ribóza u RNA), fosfátová skupina a jedna z bází obsahujících dusík (pyrimidiny a puriny). 

Nukleové kyseliny hrají zásadní roli při kódování, přenosu a expresi genetické informace, 

ale mohou také působit jako funkční molekuly, které vykazují vlastnosti vázání ligandu, 

nebo dokonce enzymatickou aktivitu [14].  

Aptamery tvořené nukleovými kyselinami jsou krátké molekuly RNA nebo jednovláknové 

ssDNA, uspořádané do různých tvarů, a to díky tendenci vytvářet spirály nebo jednovláknové 

smyčky [15, 16]. Primární strukturu DNA a RNA aptamerů tvoří specifická lineární sekvence 

nukleotidů o několika desítkách až stovkách jednotek. Složitější sekundární struktury vznikají 

intramolekulárními interakcemi párování bází. Patří sem například tvar vlásenky 

(hairpin, stem/loop), vnitřní smyčky (internal loop), vyboulení (bulge) nebo větvené struktury 

(obrázek 2), které se mohou vyskytovat jako součást sekundární i terciární struktury [17]. 

Obrázek 2 Struktura aptamerů charakteristických tvarů. Převzato a upraveno dle [16]. 
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Po složení sekundární struktury do složitějšího trojrozměrného tvaru vzniká terciární 

struktura. K její stabilizaci dochází interakcemi mezi vzdálenými oblastmi sekvencí 

(např. pseudouzly) [17]. Vazby aptameru na cílovou molekulu je dosaženo její vlastní 

specifickou trojrozměrnou strukturou [15]. Vzory vazebných míst nukleových aptamerů přímo 

ovlivňují jejich specifitu a afinitu k cílovým molekulám. Tyto vzory mohou zahrnovat 

strukturované sekvence poskytující vazebnou kapsu nebo sekvence, které s cílovou molekulou 

reagují přímo [17]. Při vazbě aptameru na cílovou molekulu dochází k interakcím způsobeným 

kompatibilitou struktur, uspořádáním aromatických kruhů, elektrostatickými a Van der 

Waalsovými interakcemi a také vodíkovými vazbami.  Tyto efekty mohou působit samostatně 

nebo se vzájemně kombinovat [18]. Základní rozdíl mezi DNA a RNA je v chemické povaze 

jejich nukleotidů. RNA aptamery s ribózou a uracilovými bázemi mohou tvořit více rozmanité 

struktury díky přítomnosti 2'-hydroxylové skupiny. Tak může vznikat více intramolekulárních 

interakcí. I když DNA aptamery neposkytují takovou rozmanitost, vykazují větší stabilitu 

a rezistenci vůči nukleázám [17]. 

Síla interakce mezi aptamerem a jeho cílem je charakterizována disociační konstantou (Kd). 

Platí, že čím je hodnota disociační konstanty nižší, tím se zvyšuje vazebná afinita. Hodnota Kd 

aptamerů se typicky pohybuje mezi mikromolárními (nízká afinita) až pikomolárními 

hladinami (vysoká afinita) [14]. Aptamery jsou schopné obtočit se kolem cíle v případě malé 

molekuly nebo zapadnout do štěrbin a mezer na povrchu velkých cílových molekul. Flexibilní 

trojrozměrná struktura tohoto druhu aptamerů může podléhat konformačním změnám, čímž je 

umožněna jejich vazba na širokou škálu cílových molekul, což představuje značnou výhodu 

oproti jiným afinitním molekulám (např. protilátkám), jejichž vazebné vlastnosti jsou 

limitované [15]. Aptamery jsou schopny rozpoznávat peptidy [19], proteiny [20], metabolity 

[21], malé organické sloučeniny [22], sacharidy [23], biologické kofaktory [24], ionty kovů 

[25], toxiny [26] a celé organismy, jako jsou viry [27], patogenní bakterie [28] a kvasinky [29] 

a savčí buňky [30]. 
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3 Porovnání aptamerů a protilátek 

Protilátky jsou stále hojně využívané sloučeniny s širokým uplatněním ve výzkumu 

i klinické praxi (diagnostika, terapie) [31]. I když mají aptamery obdobné funkce jako 

protilátky, svými výhodami jsou schopné je předčit [32]. Jednotlivé aptamerové „šarže“ 

se neliší kvalitou tak, jako je tomu u protilátek. Aptamery jsou totiž produkovány chemickou 

syntézou [33, 34], proto je struktura aptamerů v porovnání s protilátkami stabilní. Nedochází 

u nich k ireverzibilním změnám struktury např. vlivem teploty. Zatímco protilátky podlehnou 

už při laboratorní teplotě denaturaci, aptamery se po eliminaci nepříznivých teplotních 

podmínek vracejí do původní konformace a dochází k jejich renaturaci (pro aptamery anglicky 

„reversible conformation switching“).To se týká i změn pH, působení ligandů a jiných 

podmínek prostředí [35, 36]. Na druhou stranu stabilita aptamerů není absolutní. Velkým 

problémem RNA a DNA aptamerů je například jejich náchylnost k nukleázovému rozkladu 

v kyselém prostředí, kdy řešení přináší například další chemická modifikace, tvorba 

tzv. spiegelmerů (aptamery se zrcadlově obrácenými nukleotidy) apod. [37, 38]. Krom rizika 

jejich degradace u aptamerů hrozí i křížová reaktivita s komplexnějšími cílovými analyty. 

Diverzita složek, které tvoří aptamery je značně omezená, pokud porovnáme čtyři nukleotidy 

u DNA / RNA zapojených do struktruy oproti 20 aminokyselinám u protilátek [38]. 

Na rozdíl od protilátek, kde hrozí tvorba nespecifických vazeb, jsou aptamery schopné vázat 

se k cílovým molekulám s vysokou přesností, a tak například umožnit provedení 

diagnostických i terapeutických zákroků mnohem efektivněji. I vazebná afinita je u aptamerů 

vyšší než u protilátek, takže v porovnání s protilátkami je k těmto reakcím potřeba menší 

množství aptamerů, což přináší finanční úsporu. Aptamery mají také vysokou specifitu k cíli 

a na rozdíl od protilátek se u aptamerů předpokládá nízká imunogenicita a nízká toxicita, 

jelikož nukleové kyseliny nejsou typicky rozpoznávány lidským imunitním systémem jako 

cizorodé látky a nezpůsobí tak imunitní odpověď [39]. Protilátky jsou známé jako větší 

molekuly, jejichž molekulová hmotnost se pohybuje v rozmezí 150-180 kDa a jejich velikost 

až 15 nm. Zatímco aptamery jsou malé molekuly o molekulové hmotnosti 6-30 kDa a velikosti 

o 2 nm. Díky jejich menší velikosti mají flexibilnější strukturu, což jim umožňuje vázat 

se na menší cíle nebo skryté vazebné domény, které jsou pro větší protilátky nepřístupné [40]. 

Přehledné srovnání aptamerů poskytuje tabulka 1. 
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Tabulka 1: Srovnání aptamerů a protilátek. Převzato a upraveno dle [32]. 

Charakteristika Aptamery Protilátky 

Afinitní cíle jakékoli (např. ionty, celé 

buňky) 

běžné proteiny a hapteny (s 

obtížemi neimunogenní a 

toxické cíle) 

Produkce in vitro in vivo (živočišná 

imunizace) 

Produkce chemická syntéza (nízké 

náklady) 

většinou biologická, 

zdlouhavá, nákladná 

Variabilita kvality šarží šarže uniformní šarže rozdílné 

Stabilita redoxně stabilní; obtížně 

agregují z důvodu absence 

velkých hydrofobních jader; 

tolerantní ke změnám pH a 

teploty 

redoxně senzitivní; snadná 

agregace; citlivé ke 

změnám pH a teploty 

Životnost dlouhá; snadný transport bez 

nutnosti chlazení 

krátká; vyžadují stálé 

chlazení 

Afinita nanomolární až pikomolární 

rozsah 

nanomolární až pikomolární 

rozsah 

Možnosti modifikací snadné; s nízkými náklady obtížné; s vysokými náklady 

Opakovaná použitelnost ano (reversible 

conformational switch) 

velmi omezená (nevratné 

konformační změny) 

Použití in vivo nízká imunogenicita a 

biologická dostupnost  

vysoká imunogenicita a 

biologická dostupnost  
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4 Výroba aptamerů 

Zvolený přístup a technika, jímž se aptamery získávají, se liší podle typu aptameru [8]. 

Výroba aptamerů však vždy vychází z velkých knihoven, které obsahují rozmanité sekvence 

schopné vazby na specifické cílové molekuly [11]. Ať už je zvolen kterýkoli postup, platí, 

že musí vždy zahrnovat amplifikaci požadované struktury pro umožnění opakované selekce 

a identifikaci sekvenováním DNA. U peptidových aptamerů se toho dosahuje jejich napojením 

na genetickou informaci, která je kóduje. Buď se jedná o napojení přímé, nebo se uskuteční 

skrze navázání na buněčné prostředí. U aptamerů založených na nukleových kyselinách 

se využívá metoda SELEX [9]. 

4.1 Výběr peptidových aptamerů z knihoven 

PA mohou být vybírány různými biomolekulárními metodami – pomocí kvasinkového 

dvouhybridového systému (yeast two-hybrid strategy, Y2H), prezentací peptidů pomocí fágů 

(phage display), mRNA (mRNA display), ribozomů (ribosome display) a DNA (DNA display). 

Tyto metody umožňují efektivní výběr peptidové sekvence s požadovanou afinitou a specifitou 

k cílové molekule [9,10].  

4.1.1 In vivo systémy 

Tyto systémy jsou založeny na nitrobuněčné komplementaci proteinových fragmentů, 

přičemž nejčastější technikou je kvasinkový dvouhybridový systém [9], který využívá 

Saccharomyces cerevisiae jako hostitelské buňky pro syntetickou genovou strukturu, a tím 

umožnuje zkoumání interakcí mezi peptidovými aptamery a cílovými molekulami. 

Proces selekce zahrnuje dva zpočátku oddělené plazmidy, které obsahují kvasinkový 

transkripční faktor Gal4, a kvasinkovou buňku, do níž se vkládají. Jeden z plazmidů obsahuje 

aktivující doménu AD (Gal4 AD), na kterou je navázán cílový protein (tzv. „prey“ / kořist), 

a druhý plazmid obsahuje DNA-vazebnou doménu BD (Gal 4 BD) s navázaným aptamerem 

(tzv. „bait“ / návnada). Oba plazmidy jsou vloženy do kvasinky, u níž byla předem provedena 

delece genů Gal4 AD a Gal4 BD. Pokud dojde k interakci mezi kořistí a návnadou, Gal4 AD 

a Gal4 BD vytvoří funkční transkripční faktor, příslušné reportérové geny se aktivují a následně 

se vytvoří barevný nebo fluorescenční produkt [8, 41]. Tato selekce je tedy založena na změně 

fenotypu, která je spuštěna interakcí cílového proteinu s peptidovým řetězcem [9].  
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4.1.2 Systémy extracelulární prezentace 

Zde existují tři základní podskupiny metod: prezentace na povrchu buněk nebo 

filamentózních fágů a in vitro metody, do nichž spadá prezentace pomocí mRNA, ribozomů, 

DNA a in vitro kompartmentalizace (IVC) [9].  Prezentace peptidů pomocí fágů zahrnuje 

několik kroků a vychází z knihovny velkého množství různých peptidových sekvencí, které se 

přepisují do genetické informace jako fragmenty DNA. Každý typ peptidové sekvence 

s charakteristickými vazebnými vlastnostmi je tedy zastoupen svým DNA fragmentem. 

Tyto fragmenty jsou pak spojeny s genem, který kóduje specifický obalový protein 

(coat protein, CP) fága, čímž se umožní jeho prezentace na povrchu fága. Tradičně používaným 

fágem je filamentózní fág M13 a jemu příbuzné kmeny fd a f1. Tyto bakteriofágy mají genom 

tvořený jednovláknovou DNA (ssDNA) pokrytou obalovými proteiny [42, 43]. Po fúzi 

a prezentaci dochází k inkubaci s cílovou molekulou, kdy se vyberou struktury s požadovanou 

afinitou k této molekule. Po přečištění nastává fáze amplifikace, kdy se zvoleným fágem 

infikuje bakteriální hostitel, obvykle Escherichia coli, a tak se vytvoří velké množství 

aptamerových klonů pro opakované selekční cykly. Tato metoda je sice poměrně snadná 

a fágové částice jsou vysoce stabilní, ale polypeptidy mohou dosahovat jen omezených 

velikostí, sekvencí a prostorového uspořádání, jelikož příliš velké molekuly by mohly narušit 

strukturu a funkci proteinového obalu fága [43]. Jako řešení těchto nedostatků byl vyvinut 

fagemidový prezentační systém (fagemid display system). Fagemidy jsou bakteriální plazmidy, 

které navíc obsahují část genomu vybraného fága. Když se fagemidy vloží do bakteriálního 

hostitele, jsou prezentovány jak cílené fúze, tak také samovolně vznikající obalové proteiny. 

Tyto systémy tedy kombinují výhody využití fágů a plazmidových vektorů, a tak poskytuje 

větší flexibilitu a možnosti manipulace s vektorem [44]. Fágová prezentace nemusí být 

omezena jen na výše uvedené tradiční bakteriofágy. Využít lze například také bakterie [45], 

baciloviry [46], lytické fágy T4 a T7 [47]. 

Prezentace peptidů pomocí mRNA využívá in vitro translaci za účelem přímého spojení 

genetické informace s odpovídajícím peptidovým řetězcem. Tak lze vytvořit mnohem 

komplexnější polypeptidové knihovny než při použití fágové prezentace [48]. K  různorodým 

sekvencím mRNA jsou přidány DNA linkery, které mají na 3' konci navázáno 

aminonukleosidové antibiotikum puromycin. Ve chvíli, kdy puromycin vstoupí 

do aminokyselinového místa (A místa) ribozomu, dojde k ukončení translace a vytvoření 

stabilní kovalentní vazby v komplexu mRNA-peptid [49]. Přesněji řečeno molekula mRNA 

projde po translaci reverzní transkripcí, čímž se vytvoří komplex složený z DNA, RNA 
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a polypeptidu [50]. Velikost vznikající knihovny je omezena množstvím ribozomů ve vzorku. 

Tyto komplexy se následně purifikují a selektují [11, 49]. Ve fázi selekce se přidá molekula, 

k níž se mají aptamery vázat, a ty s vysokou afinitou se izolují [49] a přímo amplifikují pomocí 

polymerázové řetězové reakce (polymerase chain reaction, PCR) [50]. 

Prezentace peptidů pomocí ribozomů je obdobný proces, který začíná transkripcí DNA 

šablony kódující příslušný peptid do sekvence mRNA za pomoci RNA polymerázy. 

Tato mRNA je pak následně použita jako šablona pro translaci do požadované sekvence 

peptidu. Vzniká ribozomový komplex složený z ribozomu, mRNA a faktorů nezbytných pro 

translaci. Při translaci se řetězec postupně prodlužuje o navazované aminokyseliny. Hovoříme 

o tzv. PRM komplexu (protein-ribozom-mRNA), který zůstává stabilní díky vytvoření pevné 

kovalentní vazby. Ta je zajištěna přidáním speciálních adaptérů – oligonukleotidů, které mají 

na jednom konci specifickou sekvenci vázající se na ribozomální podjednotku a na druhém 

konci se nachází sekvence pro připojení mRNA. Zcela zde chybí stop kodon, který by inicioval 

rozpad komplexu [51, 52]. Následně je opět provedena inkubace PRM komplexu s cílovou 

fluorescenčně značenou molekulou na pevné fázi (např. agaróza), nevázané a slabě vázané látky 

se vyperou, při eluci se PRM komplex uvolní z pevné fáze (použití elučního činidla nebo 

změnou podmínek) a PRM komplex podroben reverzní transkripci a amplifikován (např. 

pomocí PCR) [52]. Proces tvorby PRM komplexu a jeho vazby na cílovou molekulu 

schématicky znázorňuje obrázek 3. 

 

Obrázek 3 Tvorba PRM komplexu a jeho vazba na cílovou molekulu. 

Další metodou z této kategorie se prezentace peptidů pomocí DNA. Postup je obdobný jako 

u prezentace pomocí mRNA, avšak s tím rozdílem, že zde se využívá pevná fáze ke spojení 

DNA sekvence s odpovídajícím peptidovým řetězcem. Na povrchu pevné fáze jsou připojeny 
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oligonukleotidy, které nesou genetickou informaci kódující požadovaný peptidový řetězec [53]. 

Komplex DNA, RNA a peptidu před selekcí, na rozdíl od mRNA prezentace, musí projít ještě 

štěpením RNAzou H [50]. Tento postup řeší problém nukleázového rozpadu RNA, ke kterému 

dochází u mRNA prezentace [54].  

Posledním zástupcem této kategorie systému je in vitro kompartmentalizace (IVC). 

Tato metoda opět vychází z knihovny různých sekvencí peptidů kódovaných prostřednictvím 

DNA. Prvním krokem je tzv. kompartmentalizace, kdy je tato knihovna vložena do malých 

kompartmentů, např. kapiček emulze voda-olej nebo lipozomů. Tyto kompartmenty simulují 

prostředí buňky [55]. Každý obsahuje jednou DNA molekulu s nezbytným ústrojím pro 

transkripci a translaci. Po translaci na danou peptidovou strukturu jsou tyto kompartmenty 

vystaveny kontaktu s cílovou molekulou a v procesu selekce se vyberou ty s nevětší vazebnou 

afinitou. Kompartmenty, které obsahují žádoucí struktury se otevřou, aby bylo možné je 

izolovat. K tomuto účelu lze využít průtokovou cytometrií (fluorescence-activated cell storing 

(FACS)). Následně opět dochází k amplifikaci např. pomocí PCR [56, 57].  

Volba metody závisí na několika faktorech jako je požadovaná struktura aptamerů, 

typ interakce, komplexnost knihovny, technická dostupnost apod. DNA prezentace peptidů je 

vhodná např. k výrobě peptidových aptamerů bohatých na disulfidy [107]. Pokud je například 

cílem výzkumu typ interakce s proteinem, jako vhodnější se jeví metody prezentace pomocí 

mRNA nebo ribozomů, protože tyto peptidy jsou schopné přímé interakce s cílovými proteiny 

[50, 52]. Na druhou stranu vytvoření rozmanitější knihovny umožňuje prezentace pomocí 

DNA, jelikož umožňuje snažší amplifikaci a manipulaci s DNA sekvencemi [58]. 

4.2 Metoda Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment 

(SELEX) 

Aptamery tvořené nukleovými kyselinami jsou vybírány pomocí metody SELEX. 

Jedná se o vývojový proces, ve kterém se používají postupná opakování selekce a amplifikace 

s následným sekvenováním a charakterizací. Aptamery patří mezi nejjednodušší genetické 

entity, které mají jak genotypové, tak fenotypové vlastnosti a jsou schopné dědičnosti v in vitro 

selekčním experimentu [59]. 

Výchozím bodem je knihovna synteticky vytvořených náhodných sekvencí oligonukleotidů 

představovaných fragmenty ssDNA (celkem 1013 až 10 15 sekvenčních vzorců) [60].  Sekvence 

obsahují vždy centrální variabilní část (30 až 120 nukleotidů) s neměnnými sekvencemi 

na obou koncích [61]. Tato knihovna se používá přímo pro výběr DNA aptamerů. Pro výběr 
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RNA aptamerů musí DNA knihovna projít transkripcí do knihovny RNA. Postup SELEX je 

charakterizován opakováním po sobě jdoucích kroků, které zahrnují vazbu, separaci a eluci 

s následnou amplifikací [62]. V prvním cyklu je náhodný pool nukleotidových sekvencí 

vystaven cílové molekule. Za předem stanovených podmínek dochází k přímé inkubaci poolu 

a cílové molekuly, aby mohlo dojít k navázání sekvencí s vysokou afinitou k cílové 

molekule. Nenavázané oligonukleotidy jsou od vytvořených komplexů odděleny 

např. odstředěním, filtrací nebo afinitní chromatografií. Následně proběhne eluce vázaných 

oligonukleotidů a jejich amplifikace pomocí PCR nebo PCR reverzní transkripcí (RT-PCR), 

čímž se zvýší počet sekvencí s vysokou afinitou k cílové molekule (viz obrázek 4). 

Pool požadovaných sekvencí se zvyšuje, když se kroky vazba, separace a amplifikace opakují. 

Po několika cyklech selekce mohou být jednotlivé sekvence naklonovány a sekvenovány 

za účelem přesné identifikace a charakterizace získaných aptamerů [63, 64].  

 

Obrázek 4 Schéma znázorňující přípravu aptamerů metodou SELEX. Převzato a upraveno dle [64]. 

Obecně je pro výběr vysoce afinních, cílově specifických aptamerů potřeba 6 až 20 cyklů. 

Počet nutných cyklů závisí na řadě parametrů, jako jsou cílové vlastnosti a koncentrace, návrh 

výchozí knihovny náhodných DNA oligonukleotidů, podmínky selekce, poměr cílových 

molekul k oligonukleotidům nebo účinnost rozdělovací metody. Poslední cyklus je dokončen 

po amplifikaci [64].  

Metoda SELEX se dělí dle průběhu a vznikajících produktů na: Genomic SELEX, Neutral 

SELEX a Multiplexed massively parallel SELEX (MMPS). Genomic SELEX je pozměněná 
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metoda SELEXu, která generuje z genomu RNA nebo DNA sekvence, které se vážou na cílové 

molekuly a nazýváme je genomové aptamery. Neutral SELEX se liší od SELEXu tím, 

že vynechává selekční krok, tudíž se amplifikují všechny sekvence vznikající po „evolučním“ 

kroku. MMPS je metoda, která je zaměřená na analýzu velkého množství transkripčních faktorů 

[65]. 

4.2.1 Cell-SELEX 

Modifikace tradiční metody SELEX, při které se jako cíle používají celé živé buňky, 

byla vytvořena jako cell-SELEX. V roce 1998 Morris a Jensen poprvé použili membrány 

lidských červených krvinek jako cíl komplexní směsi aptamerů k jejich selekci právě pomocí 

metody cell-SELEX. Tato metoda tedy umožňuje in vitro izolaci vysoce afinitních aptamerů 

specificky zaměřených na různé cílové molekuly [66].  

V současnosti se metoda cell-SELEX používá zejména k identifikaci a výběru aptamerů, 

které mohou pomoci při diagnostice a také při léčbě různých onemocnění, zejména rakoviny 

[31]. 

Nejběžnější strategií je zvýšená exprese požadovaného proteinového receptoru na buňkách, 

které původně neexprimují cílový protein. Transformované buňky se poté použijí pro 

tzv. pozitivní selekci. Buňky pěstované na kultivační misce se inkubují s knihovnou 

ve vhodném prostředí a povrchově vázané ligandy se odstraňují pomocí EDTA při vysoké 

teplotě nebo pomocí Trizolu (v případě RNA SELEX). Zbytek postupu je stejný jako postup 

SELEXu s čistým proteinovým cílem [67]. 

Postup sestává ze tří hlavních kroků, které lze prokládat dalšími dílčími kroky [31] 

(viz obrázek 5):  

1. příprava knihovny ssDNA nebo RNA  

2. inkubace cílových molekul s knihovnou jako krok pozitivní selekce  

3. amplifikace vybraných řetězců.  
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Obrázek 5 Schématické znázornění výběru aptameru pomocí Cell – SELEX. Převzato a upraveno dle [16]. 

Před nebo po pozitivní selekci lze provést některé dílčí kroky, kterými mohou být inkubace 

s protibuňkami (tzv. counter cells), pomocí kterých se odstraní nespecifická vazba a zlepší 

se tak selekční proces [31]. 

Pro generování aptamerů, které mohou specificky cílit na rakovinné buňky, protokol cell-

SELEX zahrnuje pozitivní výběr a negativní výběr. Krok negativní selekce je nezbytný 

k odstranění sekvencí, které se váží na normální buňky, a ke zlepšení specifity kandidátských 

aptamerů [68]. 

4.2.2 Tissue-SELEX 

Rozšířením metody Cell-SELEX je Tissue-SELEX, ve které se selekce provádí 

na fixovaných tkáňových řezech. Kromě přímého cílení na reprezentativní nádorovou tkáň je 

další předností Tissue-SELEX to, že umožňuje přípravu aptamerů pro více cílových molekul, 

včetně membránových složek a intracelulárních molekul [67]. Schematicky je postup Tissue-

SELEX uvedený na obrázku 6. 

Tato technologie byla rozšířena o aplikaci in vivo, která je testována na myších s rakovinou. 

To umožňuje identifikovat RNA aptamery, které rozpoznávají buněčné cíle. Především 

markery pro různá onemocnění jako jsou rakovina tlustého střeva nebo jater [69]. 

Podle výzkumu Li a kol. (2021) identifikovali nový DNA aptamer SW1 pomocí Tissue-

SELEX, ve kterém byly řezy rakovinné jaterní tkáně použity jako pozitivní kontrola a řezy 

normální jaterní tkáně byly použity jako negativní kontrola. Během selekce byly řezy rakovinné 

i normální jaterní tkáně obarveny knihovnou ssDNA značenou Cy5 a postup byl monitorován 

konfokálním zobrazením. Po 11 kolech selekce byla intenzita fluorescence významně zvýšena 
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v řezech rakovinné tkáně v důsledku obohacení o specifické vazebné aptamery. Naproti tomu 

u řezů normální jaterní tkáně nebyla pozorována téměř žádná změna fluorescence. 

Shromážděná ssDNA z 11. kola byla amplifikována, klonována a sekvencována pro 

identifikaci aptameru [70]. 

Obrázek 6 Grafické znázornění procesu Tissue-SELEX.  Převzato a upraveno dle [70]. 

Aptamery mohou být použity jako nové molekulární sondy pro diagnostiku a zobrazení 

nádorů a také k odhalení molekulárních rozdílů, které jsou zodpovědné za onemocnění [71]. 

Detailnější informace k diagnostickému a terapeutickému uplatnění aptamerů jsou uvedeny 

v následující kapitole. 

4.2.3 Metoda SELEX založená na afinitní chromatografii s využitím magnetických částic 

Technika afinitní chromatografie se používá k izolaci složek z biologické směsi. Většinou 

se používá k purifikaci rekombinantních proteinů a je založena na vysoce specifické afinitní 

interakci mezi receptorem a ligandem nebo antigenem a protilátkou. Imobilizovaná fáze 

se obvykle skládá z kuliček na bázi různých materiálů zejména agarózy, které jsou fixovány 

v koloně, promývány a eluovány mobilní fází [72]. 

Oddělení oligonukleotidů vázaných na cíl od nevázaných oligonukleotidů je zásadním 

krokem pro úspěšnou selekci aptamerů. Pokud jde o malé molekuly, často to znamená jejich 

chemickou modifikaci a následnou imobilizaci na matrici, jako jsou magnetické kuličky nebo 

agarózový gel [73].  

Metoda SELEX tedy využívá afinitní chromatografii ve vazebném a separačním procesu 

při výběru knihoven oligonukleotidů s afinitou k cílové molekule a imobilizaci cílových 
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molekul na magnetických kuličkách. Alternativně mohou být cílové molekuly v roztoku 

inkubovány s knihovnou oligonukleotidů a později zachyceny afinitní pryskyřicí [74].  

Metoda SELEX s použitím mikrokolon na bázi afinitní chromatografie minimalizuje 

množství pryskyřice a aptameru, mrtvý objem i povrch pro nespecifickou vazbu, a navíc 

usnadnňuje multiplexování [74]. 
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5 Použití aptamerů 

Zavedení aptamerů do různých vědeckých a technologických oblastí přineslo mnohé 

pokroky, a to zejména díky výhodám, které aptamery mají oproti běžným afinitním ligandům. 

Aptamery je možné aplikovat např. v oblastech biomedicíny, diagnostiky, monitorování 

životního prostředí, zemědělské výroby, potravinářství, farmaceutického průmyslu aj. [15].  

Obrázek 7 znázorňuje možná použití aptamerů založených na nukleových kyselinách, avšak 

i peptidové aptamery mají široké využití [75]. Vzhledem k obsáhlosti této oblasti jsou 

následující podkapitoly zaměřeny zejména na diagnostické a terapeutické využití primárně 

RNA a DNA aptamerů. 

 

Obrázek 7 Možná využití aptamerů založených na nukleových kyselinách. Převzato a upraveno dle [15]. 

Jak bylo uvedeno v kapitole 3, aptamery mají některé nevýhody, a proto by neměly být 

považovány za konkurenty protilátek, ale spíše za alternativu, která může být v určitých 

případech výhodnější. O tom, zda v diagnostice či terapii budou aptamery zvoleny, 

rozhoduje řada faktorů [38].  

5.1 Aptamery v diagnostice 

V diagnostice je výhodné aptamery použít tehdy, když pro konkrétní antigen nemůže být 

použita žádná z komerčně dostupných protilátek. Může se také stát, že při analýze dvou 
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blízkých variant téhož cíle není senzitivita protilátek dostatečně vysoká nebo se aptamery také 

mohou lépe uplatnit v diagnostických metodách, kde záleží na velikosti molekul. 

Malé molekuly jsou totiž schopné penetrovat buňky hluboko v tkáních a také v některých 

diagnostických metodách poskytují silnější detekční signály [38].  

5.1.1 Aptasenzory 

Biosenzory nabízejí určité provozní výhody oproti standardním fotometrickým metodám, 

zejména s ohledem na rychlost, snadnost použití, cenu, jednoduchost, přenositelnost a snadnost 

hromadné výroby. Biosenzory, které jsou založené na aptameru jako rozpoznávacím prvku 

se nazývají aptasenzory. Tyto aptasenzory mají některé výhody ve srovnání s biosenzory 

využívající receptory, jako jsou protilátky a enzymy [76]. Aptamerové biosenzory, stejně jako 

ostatní biosenzory, vždy obsahují dvě základní části – detektor cílové molekuly (aptamer) 

a signální složku, která po navázání aptameru na cíl poskytuje detekovatelný signál [77].  

Aptasenzory mohou být založeny na vícero principech a podle toho rozlišujeme například 

aptamery elektrochemické nebo optické. 

Základním principem elektrochemických aptasenzorů je monitorování změny 

elektrochemických vlastností regulujících složek, takže tuto změnu lze měřit například jako 

elektrický proud, napětí nebo odpor. Jednotlivé typy se od sebe liší způsobem, jakým je cílová 

molekula detegována. U sendvičového uspořádání se cílová molekula nachází mezi dvěma 

aptamery [78]. Ve vytěsňovacím typu s aptamerem soupeří o cíl značená molekula [79] 

a u skládaného typu aptamer prodělá konformační změnu po navázání na cíl, což opět vyvolá 

změnu signálu [80]. 

Optické aptasenzory využívají změny v optických vlastnostech (např. absorbance, 

fluorescence), ke které dochází po navázání aptameru na cíl [81, 82]. 

5.1.2 Aptamerové mikročipy (aptamer microarrays) 

Aptamerové mikročipy jsou podobné aptasenzorům. Avšak zatímco aptasenzory jsou určeny 

ke specifické detekci a kvantifikaci cílových molekul za použití aptamerů jakožto detekční 

molekuly, aptamerové mikročipy slouží jako nástroj pro širokospektrý screening aptamerů, 

které bude možné použít pro vývoj aptasenzorů. Umožňují také identifikaci nových biomarkerů 

s následným využitím v diagnostice a prognostice onemocnění. Na základě specifických vazeb, 

které vznikají mezi aptamery a cílovými molekulami, mohou aptamery sloužit i ke klasifikaci 

chorob [83, 84]. 
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Obrázek 8 Uspořádání aptamerového mikročipu a záchyt analytu. Převzato a upraveno dle [85]. 

Klasické DNA čipy umožňují kvantifikovat mRNA ve vzorku jejím přepisem na klonovanou 

cDNA, fluorescenčním označením cDNA a následným změřením fluorescenční aktivity. 

Jsou přizpůsobeny interakcím DNA-DNA. Dalším tradičním typem čipu jsou proteinové čipy 

fungující na principu vazby protilátka – antigen s následným použitím metody ELISA 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Avšak, jak je popsáno v kapitole 3 této práce, 

protilátky vykazují poměrně nízkou stabilitu, a také omezenou trvanlivost. Navíc malé 

molekuly a některé látky, které neevokují imunitní odezvu organismu, zde nemohou být použity 

vůbec. Aptamerové čipy se nabízejí jako řešení těchto nedostatků za současného využití výhod 

poskytovaných DNA čipy. Jejich umístěním a imobilizací na povrchu čipu fungují jako sondy 

pro detekci cílových látek (viz obrázek 8). Efektivní imobilizace a funkčnosti čipu může být 

dosaženo vazbou mezi biotinem (v biotinylovaných aptamerech na povrchu) a streptavidinem 

na povrchu čipu, ale mohou se použít i kovalentní linkery [83]. Existují tři základní formáty 

aptamerových čipů – s přímým, reverzním a sendvičovým vázáním aptameru a cílové molekuly 

(viz obrázek 9) [86].  

 

Obrázek 9 Schematický přehled různých formátů aptamerových mikročipů. Převzato a upraveno dle [86]. 
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Krom oblasti vývoje léčiv a dalšího výzkumu mají aptamerové čipy široké uplatnění 

v diagnostice. Jejich uplatnění vychází z jejich schopnosti kvantifikovat proteiny, a tudíž je 

možné jejich využití pro detekci biomarkerů či zvýšené koncentrace biomarkerů [84]. S jejich 

pomocí byly stanoveny například markery onkologických [87, 88], infekčních (Lidský 

papilomavirus (HPV) [2], SARS-CoV-2 [89]), kardiovaskulárních [90] a autoimunitních [91] 

onemocnění a parazitóz [92]. 

 

5.1.3 ALFA-aptamerový laterární chromatografický test 

V případě ALFA testu (z angl. aptamer lateral flow assay, nebo aptamer strip assay) se jedná 

o jednoduchou a levnou diagnostickou metodu, která využívá aptamery k rychlé detekci 

cílových molekul (proteinového i neproteinového charakteru). Na rozdíl od aptamerových čipů 

nebo aptasenzorů není určen k přesné kvantifikaci cílové molekuly, ale k potvrzení její 

přítomnosti ve vzorku [93]. Díky těmto vlastnostem může být využit k terénním diagnostickým 

účelům (point-of-care testing (POCT)) [94]. V porovnání s protilátkovým testem (LFA) 

disponuje AFLA výhodami aptamerů – například vyšší flexibilitou jejich specifických vazeb 

[95, 96]. 

Podobně jako u LFA jsou základem ALFA afinitní interakce mezi imobilizovanými 

aptamery a cílovými molekulami, které probíhají na papírovém testovacím proužku. 

Ten se skládá z vrstvy, která je ve styku s analytem (vzorková část), konjugační části 

(obsahuje aptamer konjugovaný se značkou, např. koloidní nanočástice zlata, který se bude 

vázat na cílovou molekulu, pokud bude ve vzorku přítomná), nitrocelulózové membrány 

a absorpční vrstvy [93, 95, 96]. Schéma uspořádání takového testu je uvedeno na obrázku 10. 
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Obrázek 10 Schéma testovacího proužku ALFA. Převzato a upraveno dle [97]. 

Poté, co je vzorek (sliny, moč, krev apod.) aplikován na vstupní vrstvu, dochází k jeho 

kapilárnímu prostupu proužkem [97]. ALFA využívá dvou základních formátů – sendvičového 

(např.  onkologických markerů) [98] a kompetitivního (např. detekce cholera-toxinu) [98]. 

Předpokladem sendvičového uspořádání je použití dvou druhů aptamerů (primárního 

značeného a sekundárního imobilizovaného). Cílové molekuly jsou vázány značeným 

aptamerem (konjugační část) a unášeny proužkem k části s imobilizovanými aptamery 

(nitrocelulózová membrána s testovacími liniemi). Indikační linka se tedy vybarví pouze 

v případě, že analyt obsahuje cílovou molekulu. Za touto linkou se nachází ještě kontrolní linka, 

která se zbarví tehdy, pokud se proces správně provede, tedy pokud látka projde i tímto místem. 

Pokud není cíl přítomen, zbarví se tedy jen kontrolní linka [95, 96]. U kompetitivní varianty 

záleží na použité záchytné molekule na testovací linii. V každé z linií se nachází jeden druh 

sondy. V indikační linii je sonda, k níž se může vázat volný značený aptamer. Pokud tedy dojde 

k jeho vazbě na cílovou molekulu, intenzita zbarvení indikačního proužku bude nižší. 

Testovací linie obsahuje druhý typ sondy, který váže aptamery bez ohledu na jejich vazbu 

s cílem [93, 99, 100]. 
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ALFA byla zatím testována v diagnostice: 

1. Infekčních agens: virových (např. SARS-CoV-2, virus chřipky), bakteriálních 

(např. Salmonella spp., Escherichia coli) i parazitárních (např. plasmodioví původci 

malárie) [93, 94, 102] 

2. Onkologických onemocnění: detekce onkomarkerů rakoviny prsu, žaludku, plic, 

vaječníků (marker HER2), tlustého střeva a močového měchýře (markery CEA a CA 

19-9) [93, 98, 101] 

3. Kardiovaskulárních onemocnění: detekce biomarkerů jako např. kardiální troponiny při 

infarktu myokardu nebo srdeční formy vazebného proteinu pro mastné kyseliny (H-

FABP) ke stanovení akutního koronárního syndromu [103] 

4. Autoimunitní onemocnění: detekce autoprotilátek nebo specifických biomarkerů 

např. revmatoidní artritidy [104], diabetes mellitus prvního typu [97]  

5. Těhotenství [105] 

6. Identifikace jedů, drog, toxinů [102] 

5.1.4 ELASA (Enzyme-linked Aptasorbent Assay) 

Pro tuto metodu se používají tyto varianty téhož termínu: Enzyme-linked Aptamer Assay 

(ELAA), Enzyme-linked Oleonuclide Assay (ELONA), Aptamer-linked Immobilised Sorbent 

Assay (ALISA) [106]. 

Úpravou původní imunoanalytické metody ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay) 

sloužící ke kvantifikaci antigenů jejich vazbou na protilátky vznikla ELASA, kdy byla 

provedena náhrada protilátek aptamery. Tabulka 2 poskytuje přehledné srovnání obou metod. 

Toto srovnání vychází z prací několika kolektivů autorů. Sensitivita obou metod je obdobná, 

jak můžeme například zjistit z prací autorů Rotherham et al. (2012) [107] a Fenga et al. (2011) 

[108], kteří se zabývali sensitivitou monoklonálních a polyklonálních protilátek a také aptamerů 

vůči Mycobacterium tuberculosis-specific antigen (ESAT-6). Obě metody, ELISA i ELASA, 

je možné automatizovat [109, 110]. Jak je již uvedeno v kapitole 3, protilátky vyžadují stálou 

nižší teplotu než aptamery, od čehož se odvíjí i rozdíl v teplotách a trvanlivosti při použití metod 

ELISA a ELASA [35, 36]. Snadná regenerace aptamerů umožňuje opakované použití 

Metody ELASA oproti metodě ELISA. Wu et al. (2007) byli pomocí změny teploty schopní 

opakovaně regenerovat aptamery vázající adenosin. I po 40 opakováních si 90 % všech 

aptamerů stále zachovávalo svou původní konfiguraci [111]. Podobně i Minunni et al. (2004) 

prokázali účinnou regeneraci aptameru pomocí roztoků kyselin, zásad a solí a chelatačními 
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činidly (např. EDTA) [112, 134]. Schlensog et al. (2004) taktéž ověřili, že regenerace je možné 

provést v jednom kroku, jednoduše změnou pH pomocí NaOH [113]. Snadná výroba a možnost 

opakovaného použití také ovlivňuje cenu metod, v nichž jsou aptramery použity [1]. 

Existují tři formáty provedení – sendvičový, přímý a nepřímý. V sendvičovém provedení, 

které má vyšší přesnost než zbylá dvě provedení, je jeden druh aptameru se specifickou afinitou 

přímo imobilizován na mikrodestičce (tj. capture aptamer). Druhý, detekční, aptamer, je 

značený enzymem. Po přidání analytu k destičce dojde k vytvoření vazby mezi cílem a oběma 

aptamery. Vzniká tedy sendvičová struktura, která může nabývat různých charakterů podle 

konkrétně použitých prvků soustavy. Následně se směs promyje, čímž se odstraní volné 

molekuly. Posledním krokem je přidání substrátu pro enzymatickou reakci za účelem vytvoření 

měřitelného signálu (např. změna barvy, fluorescence). Ten proporčně odpovídá koncentraci 

molekuly ve vzorku. Obdobně probíhá i přímá a nepřímá varianta. V nepřímém provedení, 

kdy se přidává enzymaticky značený reagent, dojde pouze k imobilizaci primárního aptameru 

s afinitou k cíli. V přímém se enzymaticky značený imobilizovaný aptamer přímo váže na cíl. 

Rozdíl je tedy ve způsobu vyvolání barevné změny. Nepřímá ELASA je z důvodu vzniku 

nečistot v jejím průběhu nejméně používaná [106]. Existuje i kompetitivní forma, jejíž výhodou 

je, že vzorek nemusí před analýzou projít purifikací. Je založena na přidání nepurifikovaného 

vzorku k předem očištěnému, imobilizovanému cíli. Se zvyšující se koncentrací cíle se tudíž 

signál zeslabuje [114]. Původně byla tato metoda pro stanovení tetracyklinů v medu [115], 

ale z pohledu medicíny s ní lze detegovat například dopamin, který je užíván jako marker 

Alzheimerovy choroby. V tomto případě však musí mít ELASA inverzní konfiguraci. 

Do aptameru, který specificky váže dopamin, je předem konjugován biotin. Komplexy těchto 

aptamerů a dopaminu jsou pak díky vazbě mezi biotinem a streptavidinem zachytávány 

na destičce, čímž dojde k jejich inhibici. Po promytí dojde k enzymatické detekci [116]. 

Kolorimetrická ELASA dokonce umožňuje okometrické vyhodnocení přítomnosti 

či nepřítomnosti vzniklých vazeb [117]. Další variantou může být například propojení obou 

metod do systému ELISA-ELASA [118].  ELASA však může sloužit k mnohem širší 

diagnostice, než je uvedeno výše v této podkapitole. Pomocí metody ELASA je možné 

identifikovat, např. toxiny [119; 120], drogy třeba v rámci dopingových testů [121, 122], 17-

estradiol (E2) třeba v rámci gravidity [123], Alzheimerovu chorobu pomocí biomarkeru 

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

 ELISA ELASA 

Senzitivita srovnatelná s ELASA srovnatelná s ELISA 

Automatizace ano ano 

Požadovaná teplota 4C při použití protilátek bez omezení (do 60C) 

Trvanlivost krátká delší 

Cena vyšší nižší 

Opakovaná použitelnost ne ano 

 

5.1.5 Aptamerový multiplexní test 

Tato diagnostická a analytická metoda umožňuje současnou detekci a kvantifikaci několika 

cílových molekul za použití kombinace aptamerů se specifickou afinitou k jednomu z cílů. 

S její pomocí je tedy možné analyzovat několik analytů v jednom kroku [125]. Každý aptamer 

je značen jinak (např. fluorofory, enzymy) [126], což umožňuje jejich izolovanou detekci 

a kvantifikaci například průtokovou cytometrií [127]. K detekci může být tedy použit 

i tzv. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) fenomén. Je založen na vzniku 

fluorescence při přenosu energie mezi donorem fluoroforu a akceptorem fluoroforu, pokud jsou 

v dostatečné blízkosti. Některé aptamery (tzv. Light-Up) jsou schopné produkovat signál 

prostým omezením torzní rotace komplexu (otočení okolo osy) [128].  

5.1.6 Aptamery v zobrazovací technice 

Aptamery lze využít k vizualizaci cílů v rámci biologických systémů. Jak je již popsáno 

výše, může se jednat o přidání fluorescenční značky, aby bylo možné zachytit komplexy 

aptamerů a jejich cílů např. za použití fluorescenční mikroskopie [129]. V konjugaci 

s kontrastními látkami (např. nanočásticemi) je možné je využít v magnetické rezonanci (MRI), 

počítačové tomografii (CT) [130] nebo pozitronové emisní tomografii (PET) [131]. 

Umožňují tedy neinvazivní vizualizaci cílů v biologickém systému, tedy in vivo [130, 131]. 

5.1.7 Aptahistochemie 

Imunohistochemie, metoda užívaná v onkologické diagnostice, která spoléhá na použití 

monoklonálních i polyklonálních protilátek [132]. Vzhledem k výše uvedeným výhodám 

aptamerů oproti protilátkám a také z důvodů nekonzistentní čistoty komerčních protilátek 

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

Zda budou v terapii upřednostněny aptamery před protilátkami, závisí na několika faktorech. 

Protilátky jsou na rozdíl od aptamerů získávány in vivo, a tudíž tento systém nelze použít tam, 

kde je toxicita cíle příliš vysoká, nebo dokonce letální. Aptamery mohou být využity 

k vytvoření pasivní imunity stejným způsobem jako imunoterapie s využitím sér nebo 

humanizované monoklonální protilátky, avšak jejich výroba je daleko levnější. Na rozdíl 

od diagnostických metod, malé rozměry aptamerů mohou v terapii působit problémy, 

jelikož molekuly menší než 50 kD bývají obvykle rychle vyloučeny ledvinami [38]. 

Pro terapeutické účely je možné využívat peptidové aptamery i ty na bázi nukleových kyselin 

[2, 136]. Dříve převládal názor, že RNA aptamery v terapii fungují účinněji, jelikož je jejich 

malá, specificky uspořádaná molekula schopná snáze proniknout buňkou, a tak dopravit léčivo 

na místo určení [137]. DNA aptamery však vykazují stejnou účinnost, a navíc i řadu výhod, 

jako například vynechání kroku transkripce, jednodušší způsob jejich přípravy [138] a vyšší 

stabilita díky přítomnosti deoxyribózy na pozici 2' místo ribózy [139], což z nich dělá časově 

i ekonomicky výhodnější variantu [136]. Použití aptamerů v terapii není bez rizik. 

Například syntetické nukleotidové sekvence mohou působit toxicky nebo vyvolávat 

nespecifické imunitní reakce [140]. 

Z důvodu omezeného rozsahu této práce byly do kapitoly vybrány jen základní poznatky 

z některých aplikačních oblastí. Nekteré cíle, pro něž je možné aptamery terapeuticky využít 

jsou shrnuty v tabulce 3 [137]. 
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Tabulka 3: Některé cíle pro terapeutické využití aptamerů. Převzato a upraveno dle [137]. 

Význam cíl 

Inhibice onkogeneze Platelet-derived growth factor  
αvβ3 integrin  
Tenascin C  
Gonadotropin-releasing hormone 1  
E2F transkripční faktor  
HER3 (ERBB3)  
Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4  
Cytohesin 2  
Ghrelin  
Receptor tyrosin kinázy RETC634Y  
Substance P  
Mucin 1  
Epidermal growth factor receptor variant III 

Léčba rakoviny slinivky Amylin 

Inhibice onkogeneze, virové regulace Protein tyrosin fosfatáza 

Prevence vzniku metastáz Plasminogen activator inhibitor 1 

Inhibice onkogeneze, modulace zánětu Lymphocyte function-associated antigen 1 

Modulace zánětu l-Selectin  
Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (IP-10)  
Neutrophil elastase 

Modulace zánětlivého procesu a imunitní odpověď Interferon-γ 

Modulace imunitní odpovědi CD4 

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

Prevence alergií Immunoglobulin E 

Léčba ARDS, septického šoku Fosfolipáza A2 

Prevence vzniku trombů α-thrombin  
Aktivovaný protein C  
Factor IXa 

Prevence angiogeneze Fibroblastický růstový faktor 2, základní  
Angiopoietin 1  
Angiopoietin 2 

Prevence neurovaskularizace Vascular endothelial growth factor 

Řízení neurotransmise Acetylcholine receptor 

Léčba myasthenia gravis Acetylcholin-specifické autoprotilátky 

Léčba migrény Calcitonin gene-related peptide 

Léčba bolesti Nociceptin 

Prevence virových infekcí Respirační syncytiální virus  
Neurotensin 1 

Inhibice infekčnosti viru HIV gp120 

Inhibice virové replikace HIV-1 reverse transcriptase  
HIV-1 Rev  
HIV-1 integrase 

Inhibice virové adheze P-selectin 

Léčba virové žloutenky typu C NS3 protease 

Léčba staphylokokových infekcí Staphylococcus enterotoxin B 

Léčba prionových infekcí, Alzheimerovy choroby Bovine prion protein 

Modulace genové exprese U1A 
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5.2.1 Konjugáty aptamerů v cílené léčbě 

 

Obrázek 11 Konjugát aptameru a léčiva. 

Konjugáty aptamerů a léčiv (aptamer-drug conjugates (ApDCs)) jsou rozmanitou skupinu 

terapeutik s širokým spektrem použití, např. v oblasti genové terapie, fototerapie, 

chemoterapie, vývoje vakcín aj. [136]. Představují jakousi obdobu konjugátů protilátek a léčiv 

(antibody-drug conjugates (ADCs)), přičemž protilátka je nahrazena aptamerem. Ten zde 

funguje jako ligand spojený s léčivem prostřednictvím linkeru (viz obrázek 11) [141]. 

Při konjugaci se využívá různých strategií, např. fyzikální konjugace, kovalentní párování 

apod. [142]. V rámci konjugátů aptamerů a chemoterapeutik se díky aptameru může konjugát 

vázat na specifické struktury nádorové tkáně. Například u lidské lymfoblastické leukemie, 

či rakoviny tlustého střeva se na povrchu nádorové tkáně hojně objevuje protein tyrosin 

kináza 7 (PTK7), a tudíž je vybrán aptamer s touto specifitou. Takto lze působit na nádorové 

tkáně prostřednictvím chemoterapeutik (např. konjugovaný doxorubicin (Dox), Epirubicin, 

Daunorubicin aj.) [141]. Mezi aptamery s možností využití v konjugátech s léčivy při léčbě 

rakoviny patří například P19 (rakovina slinivky [143]), Sgc8c (lidská lymfoblastická leukemie 

[144], akutní myeloidní leukemie [145]), AS1411 (rakovina ledvin, akutní myeloidní leukéme 

[146]), A10 (karcinom prostaty) [147], HER2 RNA (rakovina prsu) [148]. Jako konjugované 

léčivo při infekcích multirezistentními bakteriemi mohou být použity např. nejrůznější 

antimikrobiální peptidy (AMPs) společně s nanočásticemi [149, 150]. 

Konjugáty lez použít také v genové terapii různých onemocnění (např. HIV, onkologická 

onemocnění), a to kombinací aptameru a nukleové kyseliny [141]. Konjugáty se siRNA 

(small interfering RNA) umožňují blokovat expresi určitých genů (např. virového genomu 

při virových infekcích) [151], inhibovat angiogenezi při nádorových onemocněních, aktivovat 

imunitní buňky apod. [142]. Velký potenciál pro terapii a vývoj vakcín má spojení aptamerů 
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s proteiny nebo peptidy, které (s výjimkou protilátek) jinak nemají schopnost specifické vazby 

na cíl. Konjugáty aptamerů a fotosenzitivujících látek se uplatňují také ve fotodynamické terapii 

(PDT). Fotosenzitivující látky jsou schopné za určitých okolností iniciovat vznik cytotoxického 

reaktivního kyslíku (ROS) z kyslíku tkáňového.  Konjugáty aptamerů a fototermálních činidel 

mohou být použity ve fototermální terapii (PTT). Určité materiály jsou po elektromagnetickém 

ozáření schopné emitovat teplo, a tak působit cytotoxicky. V tomto případě se aptamery spojují 

s nanočásticemi zlata, polyamidu, uhlíku aj. s navázanou účinnou látkou [141]. 

Aptamerová PTT účinně působí i na methicilin-rezistentní Staphylococcus aureus (MRSA) 

[152]. Systémů, v nichž jsou konjugovány aptamery a nanočástice (NPs) je více a taktéž 

nacházejí široké uplatnění. Při použití nanočástic QDs (nanoscale semiconductor nanocrystals) 

je možné efektivně vázat nejen léčiva (např. Dox) nebo je použít ve zobrazovacích technikách. 

Nanočástice zlata (Au NPs / GNPs) lze krom fototermálních systémů využít i k přenosu léčiv 

nebo ve fotodynamické terapii. Podobně i uhlíkové nanočástice mohou být použity 

ve fototermálních systémem a jako nosiče léčiv. Lipozomy jsou díky své lipidové dvouvrstvé 

membráně schopny účinně enkapsulovat hydrofilní léčiva a zvýšit cirkulaci léčiva v cílové 

tkáni a mohou být využity i ve fluorescenčních zobrazovacích technikách [142]. 

5.2.2 Využití aptamerů v onkoterapii 

Aptamery se v onkoterapii používají se buď jako antagonisté, kteří blokují interakce 

specifických onkologických cílů, nebo jako agonisté s opačným účinkem. Aptamery je možné 

využít jako inhibitory checkpointů [136]. Tyto checkpointy jsou specifické molekuly, 

které imunitního systému, které iniciují a udržují jeho odpověď – v tomto případě tedy blokují 

nadměrnou odezvu organismu na nádorové bujení. Nádorové buňky mohou navíc samy 

způsobovat destrukci těchto molekul. Z tohoto důvodu je výhodné použití inhibitorů 

checkpointů, a tak zintenzivnit imunitní odpověď. Příkladem těchto checkpointů může 

být například protein programované smrti 1 (programmed death protein 1 (PD-1)) 

vznikající v T-lymfocytech a jeho ligand (DP-L1) na povrchu nádorové tkáně [153] nebo 

cytotoxický T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4), což byl také historicky první 

checkpoint, k němuž byl vytvořen RNA aptamerový inhibitor. Tehdy však použité aptamery 

vykazovaly nižší efektivitu in vivo než protilátky. Bylo sice možné ji zvýšit úpravou aptamerů, 

respektive jejich použití s oligonukleotidovým skeletem, ale přesto byla tato metoda stále 

značně neefektivní pro klinickou praxi [154]. Imunitní odpověď lze však stimulovat mnohými 

dalšími způsoby za použití aptamerů. Například T buňky, které hrají zásadní roli v rozpoznání 
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a likvidaci nádorových buněk, potřebují ke své aktivaci celou škálu signálů. 

Primárním signálem je vytvořen histokompatibilní komplex I (MHC-I), tedy navázání antigen 

prezentujících molekul na TCR receptor T buněk. Sekundární signály zahrnují reakce mezi 

stimulačními molekulami CD80 a CD86, které jsou na povrchu antigen prezentujících molekul 

a CD28 na povrchu T buněk. V prostředí nádorové tkáně však často zcela chybí ligandy CD80 

a CD86, čímž jsou T buňky inhibovány. V tomto případě se tedy využijí aptamery specifické 

k vazebnému místu CD28 T buněk k jejich stimulaci [136] Některé peptidové aptamery jsou 

schopny vázat se na cyklin-dependentní kinázy (CDKs), která se uplatňuje př proliferaci 

nádorových buněk [2]. 

V rámci terapie je možné aptamery využít také jako blokátory cytokinů. Cytokiny 

(existuje několik kategorií včetně interleukinů) jsou malé signální molekuly, které také hrají 

klíčovou roli v regulaci imunitní odpovědi. Fungují jako messengery zprostředkovávající 

komunikaci mezi imunitním systémem a různými typy buněk. Cytokiny mohou podporovat 

proliferaci nádorových buněk, angiogenezi (tím přívod živin k nádorové tkáni) a imunosupresi 

[155]. Aptamer R5A1 se specificky váže na interleukin IL-10R. Ten se za normálních okolností 

váže na odpovídající místo v nádorové tkání a spouští její růst, avšak spojením s aptamerem 

se stává neaktivním a signál nemůže dále přenášet [136].  

Při nádorovém bujení dochází k nadměrné expresi nukleolinu (jadérkový protein), 

který se pak nachází u některých typů rakoviny na povrchu nádorových buněk. 

Aptamer AS1411je schopen se na tento protein vázat, a tím regulovat procesy, do nichž 

se zapojuje. Nukleolin tak nemůže interagovat s proteiny a nukleovými kyselinami, díky čemuž 

se brzdí angiogeneze v místě tumoru, proliferace nádorových buněk a spouští se programovaná 

buněčná smrt [136]. 

5.2.3 Využití aptamerů v terapii kardiovaskulárních onemocnění 

Aptamery mají potenciál i v léčbě některých kardiovaskulárních chorob, například akutní 

koronárního syndromu (ACS) [156]. Terapie spočívá zejména v ovlivňování procesu 

koagulace. Aptamer ARC1172 a jeho modifikace blokují vazbou na von Willebrandův faktor 

(vWF) jeho interakci s krevními destičkami, a tak snižuje i riziko vzniku trombů v srdečních 

a mozkových tepnách, což je jedna z nejčastějších kardiovaskulárních komplikací [157]. 

Vznik trombů lze ovlivnit i jinou cestou pomocí aptamerů přímo se vážících na trombin 

(např. thrombin-binding aptamer (TBA)) [158]. PCSK9 aptamery přináší možnost účinné 
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terapie hypercholesterolemie [159]. V konjugátech mohou také sloužit k dopravování účinných 

látek [160]. 

5.2.4 Využití aptamerů v terapii infekčních chorob 

Důvodem k hledání alternativní léčby v podobě aptamerů jsou nežádoucí účinky antivirotik 

[161] a rychlé zastarávání vakcín z důvodů mutací virů [162]. Aptamery mohou bránit 

k přichycení viru na hostitelskou buňku, například přes navázání aptameru AS1411 

na nukleolin přítomný na jejím povrchu. Vazba viru s tímto proteinem totiž mnohým virům 

umožňuje jejich průnik buňkou (např. dengue) [163]. Aptamer HA12-16 blokuje vstupní 

glykoprotein HA proti navázání viru chřipky [164] apod. Aptamery mohou také inhibovat 

replikaci virů svou vazbou na specifické enzymy nebo substráty, které do replikace vstupují 

[165, 166].  

V terapii mikrobiálních infekcí se taktéž uplatňuje vícero přístupů s použitím aptamerů. 

Jedním z velkých problémů jsou biofilmy, kterými se mikrobiální kolonie přichycují k povrchu, 

a které nelze účinně odstranit použitím antibiotik. Aptamery zacílené na konkrétní bakterie 

brání jejich shlukování tím, že zvyšují elektrostatický odpor mezi buňkami a povrchy. 

Navíc jsou tyto bakterie více citlivé na působení antibiotik [167]. Příkladem mohou být 

aptamery Lyd-1, Lyd-2 a Lyd-3 zaměřené na Streptococcus pneumoniae [168]. Další cestou je 

inhibice uvolňování bakteriálních toxinů, které slouží k narušování hostitelských buněk 

a umožňují perzistenci a šíření infekce. Například aptamery AT-27 nebo AT-33 účinně brání 

lýze buněk účinkem alfa-toxinu, který produkuje Staphylococcus aureus [169, 170]. V terapii 

se uplatňují také nejrůznější konjugáty aptamerů s léčivy (viz výše). 

Parazitózy představují další oblast, v níž by se aptamery mohly uplatnit. Možné mechanismy 

zahrnují blokaci interakce mezi parazitem a hostitelskou buňkou blokací vazby mezi 

receptorem a ligandem (např. blokace adhezních receptorů Trypanosoma cruzi) [171] nebo 

inhibicí nejrůznějších klíčových funkčních proteinů [172, 173]. 

5.2.5 Využití aptamerů v terapii autoimunitních onemocnění 

Aptamery je možné použít v terapii autoimunitních onemocnění. Diabetes mellitus prvního 

typu způsobuje inzulinovou deficienci následkem napadení beta-buněk pankreatických 

ostrůvků imunitním systémem. U těchto pacientů hrozí nejen hypoglykemie, ale při dysbalanci 

systému inzulin-glukagon také hyperglykemie. Aptamery se tedy mohou uplatnit jako 

inhibitory glukagonu snižující riziko vzniku hyperglykemie (např. aptamer NOX-G15) [174]. 
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Aptamery mohou pomoci i pacientům trpícím diabetem druhého typu. U nich vzniká inzulinová 

rezistence následkem nadbytku protilátek proti lidskému inzulinovému receptoru. 

Aptamer MA20 je schopen přímé interakce s autoprotilátkami těchto pacientů za snížení jejich 

účinnosti [175]. Aptamery lze řešit i diabetickou nefropatii (např. duální zrcadlový CCL2-

CXCL12) [176]. Dalším autoimunitním onemocněním, kde se aptamery mohou uplatnit je 

roztroušená skleróza (MS), a to například aptamerovou neutralizací růstového faktoru MK 

[176, 177]. V terapii revmatoidní artritidy může pomoci aptamer ADR58, který se váže na OSM 

(Oncostatin M), a tím narušuje jeho působení v patologickém procesu tohoto onemocnění 

[178]. Byla provedena i řada experimentů s aptamery, které cílily na další autoimunitní 

onemocnění, např. myasthenia gravis (MA) [179] nebo systémový lupus erythematodes (SLE) 

[180]. 

5.2.6 Využití aptamerů v terapii neurodegenerativních onemocnění 

Různé druhy aptamerů lze použít např. v terapii Alzheimerovy choroby, a to například 

snížením produkce A, jehož aglutinace onemocnění způsobuje. Aptamer A1 se specificky 

váže na enzym (BACE1), který do produkce A vstupuje [181]. Terapie Parkinsonovy choroby 

může využít např aptamer M5-15 nebo ASYN (1-5), které brání hromadění presynaptického 

proteinu -Syn v mozku [182, 183]. Vědci se zabývali i využitím aptamerů v terapii 

transmisivní spongiformní encefalopatie (TSE) (např. SAF-93) [184] a Huntingtonovy choroby 

(např. MS3) [185].  
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6 Některé komerčně dostupné aptamery 

O aptamery roste zájem nejen ve sféře experimentální, ale i aplikační [186]. Na trhu 

zaměřeném na výzkum a vývoj existují firmy, které zákazníkovi na základě poptávky vyberou 

jím požadovaný aptamer z knihovny a popřípadě jej i podle potřeb upraví, např. společnosti CD 

Bioparticles Drug Delivery nebo Creative Biolabs, kde je možné procházet i databázi 

dostupných aptamerů.  

K diagnostickým účelům jsou komerčně dostupné například preparáty uvedené v tabulce 4. 

Každý komerční nabízený diagnostický kit musí projít sérií klinických testování [186].  

 

Tabulka 4: Některé komerčně dostupné aptamery pro diagnostiku. Převzato a upraveno dle [187]. 

Aptamer Aplikace Metoda Společnost 

OTA-Sense ochratoxin A fluorescenční metody NeoVentures 

Biotechnology 

AflaSense aflatoxiny fluorescenční NeoVentures 

Biotechnology 

AptoCyto škála biomarkerů* průtoková cytometrie Aptamer 

Science Inc. 

AptoPrep škála biomarkerů* fluorescenční metody, polyakrylová 

gelová elektroforéza (PAGE) 

Aptamer 

Science Inc. 

SOMAscan detekce 

bronchogenního 

karcinomu (SCLC) 

SOMAmerová detekce a kvantifikace 

biomarkerů 

SomaLogic 

CibusDx alimentární 

patogeny 

elektrochemická CibusDx 

OLIGOBIND aktivita trombinu fluorogenic activity assay Sekisui 

Diagnostics 

Hot Start Taq 

DNA 

polymeráza 

Hot start PCR reverzní inhibice Taq DNA polymerázy New England 

Biolabs 

*Biomarkery: receptor hepaticárního růstového faktoru (HGFR), molekula intracelulárního adhesinu 

(ICAM-2), receptor epiteliálního růstového faktoru (EGFR), adhezní ́ molekula endoteliálních buněk 

krevních destiček (CD-31), receptor lidského epidermálního růstového faktoru (HER-2) a receptor 

vaskulárního endoteliálního růstového faktoru (VEGFR-2)  
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Macugen byl prvním aptamerovým léčivem, který bych schválen FDA (Food and Drug 

Administration / Úřad pro kontrolu potravin a léčiv – vládní agentura Spojených Států 

Amerických) [188]. Jedním z onkologických aptamerů je NOX-A12. Jedná se o zrcadlový 

RNA aptamer, tedy o L-RNA oligonukleotid neboli zrcadlový obraz přirozeně se vyskytující 

molekuly D-RNA (Spiegelmer). Je vyvinutý biotechnologickou společností Noxxon Pharma 

v Berlíně. Aptamer NOX-A12 je antagonista CXCL12 (chemokinový ligand), který se váže 

na chemokin a narušuje navádění a akumulaci buněk CLL (chronická lymfocytární leukémie) 

v kostní dřeni, čímž tyto buňky senzibilizuje na cytotoxická léčiva [189, 190]. Účinek dalšího 

aptameru s komerčním využitím, A1411, je již popsán výše. Příklady aptamerů schválených 

k terapii či v různém stádiu klinického testování jsou uvedeny v tabulce 5. 

 

Tabulka 5: Příklady aptamerů schválených k terapii či v různém stádiu klinického testování. Převzato a upraveno dle [187]. 

Název Cílové onemocnění 

Pegaptanib sodium (Macugen) Věkem podmíněná makulární degenerace (VPMD) 

E10030 Věkem podmíněná makulární degenerace (VPMD) 

REG1 (RB006 and RB007) Onemocnění koronárních tepen 

ARC1905 Věkem podmíněná makulární degenerace (VPMD) 

AS1411 Henoch-Schönleinova purpura 

ARC1779 von Willebrandova choroba / trombocytopenie /  

NOX-E36 Chronická zánětlivá onemocnění / diabete mellitus II. 

typu / lupus erythematus 

NOX-A12 Mnohočetný myelom / non-Hodgkinův lymfom / 

transplantace kmenových buněk 

NU172 Srdeční choroby 

NOX-H94 Anémie / konečné stádium onemocnění ledvin / zánět 

ARC19499 Hemofilie 
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7 Závěr 

I když si protilátky stále drží dominantní a nezastupitelnou pozici mezi afinitními 

molekulami, aptamery se ukazují jako slibný nástroj v oblasti biomedicíny a nejen zde. Z jejich 

srovnání s protilátkami vyplývá, že aptamery skýtají značné výhody, ať už svou snadnou, 

rychlou, a v mnoha ohledech etičtější, přípravou či vysokou specifitou a afinitou k cíli.  

Na rozdíl od protilátek, které, až na výjimky, vyžadují využití laboratorních zvířat, aptamery 

se selektují na základě své specifity a afinity k danému cíli z velkých sekvenčních knihoven. 

To přináší do oblastí získávání afinitních molekul další výhodu – nižší produkční náklady. 

Zatímco někteří autoři se přiklání k hypotéze, že aptamery jednou zcela nahradí protilátky, 

jiní nabádají k obezřetnosti a poukazují na to, že i aptamery mají své nevýhody a svá rizika.  

Vývoj aptamerů postupuje dopředu už přibližně tři desítky let. Za tu dobu našly aptamery 

mnoho způsobů uplatnění – některých oblastech zatím jen experimentálně, jiné přešly do praxe. 

Na poli biomedicíny jsou aptamery klíčové v řadě diagnostických metod, včetně těch 

zobrazovacích, umožňují objevování nových biomarkerů a léčiv, detekci toxinů, a dokonce 

i gravidity. V rámci prevence se mohou využít například k ekonomicky efektivní výrobě 

účinných vakcín a v terapii samotné nabízejí již schválená aptamerová léčiva úlevu například 

pacientům s věkově vázanou makulární degenerací. Další léčiva budou jistě v brzké době 

pronikat na trh, stejně jako nově objevené možnosti využití aptamerů v klinické praxi. 
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