APTAMERY - FUNKCE, VZNIK, CHARAKTERIZACE

1. UVOD

Aptamery jsou synteticky vytvotfené oligonukleotidy kyseliny ribonukleové (RNA) a
jednotetézcové deoxyribonukleové kyseliny (ssDNA), nebo peptidové molekuly, které se
mohou vazat na cilové molekuly s vysokou afinitou a specificitou diky jejich specifické
trojrozmérné strukture. RNA a ssDNA aptamery se od sebe mohou liSit jak sekvenci
nukleotidl, tak i strukturnim uspotfadanim, a to i kdyz se vazou ke stejnému cili. Koncepce
spojeni nukleovych kyselin s proteiny se zacaly objevovat v roce 1980 na zaklad¢ vyzkumu
viru lidské imunodeficience (HIV) a adenoviru. Je uvedeno, ze tyto viry kéduji mnozstvi
malych strukturovanych RNA, které se vazi k virovym nebo bunéénych proteinim s vysokou
afinitou a specificitou [1].

Od roku 1990, kdy byla poprvé popsana metoda syntetické vyroby oligonukleotidi SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), se studie na téma aptamert
staly velmi oblibenym tématem pro publikace[2, 3]. Vzhledem k rozvoji SELEXu, ktery je
nyni zékladni technikou pro izolaci aptamert, mohou byt rizné aptamery vybrany in vitro
pfimo proti nejriznéjSim cilim a to od malych biomolekul, pfes proteiny az po celé buiiky[4].

Aptamery byly studovany jako biomaterial pro diagnostické a terapeutické tucely,
biosenzorické sondy ve vyvoji novych 1€kt systémi podavani 1é¢iv apod. Cilem téchto studii
bylo vyhledat takové aptamery, které jsou specifické pro cilové buiiky ¢i molekuly typické
pro riznd onemocnéni, jako jsou onkologickd onemocnéni nebo virové infekce. V dnesni
dob& ma uplatnéni aptamert velky vyznam, jde o velmi Siroké pole plsobnosti, pfedev§im
v diagnostické sféfe jako terapeuticky nastroj[5].

2. CILOVE MOLEKULY APTAMERU

Synteticky vytvofené oligonukleotidy jsou navrzeny tak, aby vynikaly velkou afinitou a
naprostou specifitou k jednomu uréenému cili. Metodou zvanou SELEX je mozné vytvofit
aptamery pro neimunogenni a toxické cilové molekuly, coZ je velkd vyhoda ve srovnani
s protilatkami imunitniho systému, které na takové cilové molekuly nedokézou reagovat[6].
Do této chvile byly aptamery vyrobeny k celé fadé cild, véetné kovovych iontfl (napf. K,
Hg”" a Pb*"), malych organickych molekul (napt. aminokyseliny, ATP, antibiotika, vitaminy a
kokain) barviv, peptidl a proteinti (napf. trombin, riistové faktory a peptidy spojené s HIV), a
dokonce i k celym buitkdam nebo mikroorganismiim (napt. bakterie) [7-10]. Dostupnost tak
Sirokého spektra aptamert je velmi diilezitd a to zejména ve vyvoji novych nastroji v oblasti
BioAssay, coz zahrnuje Zivotni prostfedi, analyzu potravin a nastroje proti bioterorismu[11].
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Obr. 1.: Struktura aptameru proti hemaglutininu viru chfipky typu H5N1

3.

APTAMERY VERSUS PROTILATKY

vvvvvv

vyuzivanou v molekuldrni biologii pro identifikaci nejriiznéjSich latek. Nyni jejich misto
zaCaly zaujimat synteticky vytvorené oligonukleotidy. Aptamery jsou vSeobecné znamé jako
mnohem lepsi obdoba protilatek, jelikoz je dokaZou nejen dokonale nahradit, ale také
piekonat jejich nedostatky[4]. V nasledujicim ptehledu jsou uvedeny nékteré vyhody

aptamerl ve srovnani s protilatkami.

a)

b)

Vysoka stabilita aptameri: Proteiny snadno podléhaji denaturaci a pii vysokych
teplotach ztraci svoji terciarni strukturu, naproti tomu oligonukleotidy jsou tepelné
stabilni a disponuji funkci zachovat si svoji strukturu i po opakovanych cyklech
denaturace/renaturace. Prvni vyhodou aptameru na bazi oligonukleotidu nad
proteinovou protilaitkou je tedy jeho stabilita pfi vySSich teplotach. Nativni
konformace aptamerti mize byt obnovena, zatimco protilatky snadno podlehnou
nevratné denaturaci[12].

Vyroba aptameriu: Identifikace a vyroba monoklonalnich protilatek jsou pracné a
velmi nakladné procesy zahrnujici screening velkého poctu kolonii. Navic klinické
komer¢ni uspéchy protilatek vedly k potiebé velkého rozsahu vyroby kultury sav¢ich
bunék [13]. Naproti tomu aptamery, pokud jsou jednou vybrany a vytvoreny, mohou
byt syntetizovany ve velkém mnoZstvi s velkou piesnosti a reprodukovatelnosti.



Aptamery mohou byt snadno upravovany rtiznymi chemickymi reakcemi slouzicimi
ke zvyseni jejich stability a odolnosti proti ptisobeni nukleaz. Do jejich struktury je
také mozné zavést rizné fluorofory a zhdSece, které usnadiuji nasledné zhotoveni
biosenzori[6, 14].

¢) Nizka imunogenicita aptamerta: U aptamert se pfedpoklada nizka imunogenicita a
nizka toxicita, jelikoz nukleové kyseliny nejsou typicky rozpoznavany lidskym
imunitnim systémem jako cizorodé latky. Naproti tomu, protilatky jsou vyrazné
imunogenni, coz vylucuje jejich opakované podani[15].

d) Ruzné cilové molekuly: V piipadech, toxini nebo molekul, které nevyvolavaji silné
imunitni reakce, je obtizné identifikovat a vyrobit protilatky, ale aptamery mohou byt
generovany v dostatecném mnozstvi. Kromé toho, aptamery vykazuji vysokou afinitu
a specifitu pro nékteré ligandy, které nelze rozpoznat pomoci protilatek, jako jsou
ionty nebo malé molekuly[6].

4. VYROBA APTAMERU - SELEX

Aptamery jsou chemicky syntetizovany a vybrany pro svou vysokou afinitou a specificitou
pro urcity cil prostfednictvim SELEX procesu. Tato metoda byla nezavisle objevena dvéma
skupinami védciti Goldem a Tuerkem, a Ellingtonem a Szostakem v roce 1990.

Pii zahajeni SELEX postupu pro izolaci aptameri je prvnim krokem vybér knihovny DNA
nebo RNA oligonukleotidi. Tady se nejprve nahodné generuje sekvence nukleotidii na
sttedové oblasti. Tyto oligonukleotidy jsou pak vystaveny cilové molekule za pozadovanych
podminek. Podmnozina oligonukleotidll je vdzana k cilovému objektu a je tedy potencialné
vytvaren poZadovany aptamer. V dalSim kroku jsou odseparovany oligonukleotidy, které
nevykazuji vazebné schopnosti k cilové molekule. Oligonukleotidy, které maji afinitu k cilové
molekule, jsou zmnoZeny pomoci polymerazové ftetézové reakce a je vytvofena dalsi
vystaveny cilové molekula a ty, které vykazuji afinitu a vazou se k cili, jsou opét zmnoZeny
metodou PCR. Tento proces je opakovan pétkrat aZ patnactkrat, aby byly vyizolovany
aptamery, které maji opravdu nejlepsi vazebné vlastnosti. Aby byla zajiSténa co nejvyssi
specifita vazby aptameru na cilovy objekt, je vyuzito procesu negativni selekce, pii kterém se
pouziva cil, které jsou strukturné podobné, ale ne identické. Aptamer, ktery se vaze
specificky a velmi citlivé na cilovou molekulu, se timto zplsobem mulze objevit a
amplifikovat. Aptamery vybrané prostfednictvim SELEX procesu maji disociacni konstanty v
rozmezi od pico-molérnich do nano-molarnich hodnot. Pokud je SELEX provadén rucné,
muZe dokonceni tohoto procesu trvat vice neZz nckolik mésicli, s pouZitim robotického
piistroje jsou v dnesni dob¢ védci schopni dokoncit experiment v horizontu né€kolika dni[2,
3].
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Obr. 2.: Obecné schéma metody in vitro selekce aptamerit SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by EXponential enrichment)

Cell-SELEX

K velmi zajimavému rozSifeni klasické SELEX metody patii 1 Cell-SELEX. NejvétSim
rozdilem od tradi¢niho typu SELEXU je pouziti celé zivé buiiky jako cilového objektu. Cell-
SELEX se nejcastéji pouziva k nalezu a izolaci aptamert, které jsou specifické ke znamym
nebo nové nalezenym povrchovym znakiim bunék[16-18].

Cell-SELEX ma tu vyhodu, Ze pomoci této metody je mozné vytvofit specifické aptamery
proti pozadovanému typu bunék i v pfipadé, Ze cilem budou naprosto neznamé povrchové
bunécné znaky. Jak je zndmo, kazda buiika na svém povrchu exprimuje jisté bunéné markery
bilkovinného plvodu. Pfi nékterych onemocnénich, jako je napfiklad rakovina, mohou byt
hladiny nékterych povrchovych markerti zvySeny, popfipadé mulize nastat jejich modifikace a
mohou se znich vytvofit markery zcela jiné se zcela jinou funkci. Tyto zmnozené Ci
modifikované markery mohou byt pouzity k rozliSeni zdravych bun¢k a buné¢k poskozenych
¢1 pozménénych danou nemoci. Diky tomuto faktu, mohou byt a byly vytvafeny aptamery
specifické k povrchovym bunéénym markerdm bunék postizenych naptiklad T-bunénym
lymfomem, glioblastomem, nebo malobunéénym plicnim karcinomem.



Ani Cell-SELEX vSak neni bez nedostatkii. Béhem tohoto procesu mohou byt buiky
poskozeny, dokonce podlehnout bunééné smrti v pribéhu oddélovani navazanych aptamera
od nenavéazanych. Tyto mrtvé buiikky pak mohou nespecificky vazat aptamery a tim snizovat
specifitu skupiny aptamerd pro pozadovany proteinovy cil. V soucasné dobé je vyzkum
zaméfen na oddelovani zdravych bunck od téch, které podlehly bunétné smrti, nebo byly
mechanicky poskozeny. Tyto dvé populace bunék je mozné oddélit pomoci metody
vysokorychlostniho fluorescencné aktivovaného tiidéni (FACS). Problém nespecifické vazby
aptamerti ma pfic¢inu v existenci vétsiho mnozstvi povrchovych bunécnych znaki u mobilnich
bunék. Z tohoto diivodu mtze byt aptamer vazan na jiné proteiny bunééné membrany a diky
tomu projit SELEXem jako specificky navdzany aptamer. Proto je vySe zminéna negativni
selekce velmi dulezitym krokem pro celou metodu, coz vSak znamena zvySeni poctu kol
SELEXu a tim sniZeni u¢innosti procesu[ 16].
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Obr. 3.: Schéma priibéhu metody Cell-SELEX

Tissue-SELEX

Dalsi variace SELEXu se nazyva Tissue-SELEX. V tomto procesu dochézi k izolaci aptamert
specifickych k ¢asti nadorové tkan€. Tyto aptamery se mohou vazat na rizné komponenty
nadoru, v€etn¢ extracelularni matrix, bunééné membrany a intracelularni slozky [16]. Tohoto
procesu je dosazeno vystavenim fezll tkdn€¢ pochdzejicim z nemoci zasazené oblasti smési



aptamerti. Zdrava tkan je taktéz vystavena smési aptamerti a slouzi jako kontrolni vzorek.
Poté je mozné identifikovat aptamery vazici se pouze na poskozené tkan€. Tato metoda byla
v neddvné dobé rozsifena o aplikaci in vivo do laboratornich mysi trpicich onkologickym
onemocnénim. Diky tomu je mozné identifikovat RNA aptamery, které rozpoznaji bunééné
markery rznych nemoci, jako je rakovina tlustého stieva ¢i metastazy pii rakoviné jater[19].

SELEX zaloZeny na afinitni chromatografii a magnetickych ¢asticich

Afinitni chromatografie je metoda slouzici pro oddélovani slozek z biochemické smési.
Pouziva se predevSim pro ¢isténi rekombinantnich proteinti, na zékladé vysoce specifické
biologické interakce mezi receptorem a ligandem nebo antigenem a protildtkou. Imobilni faze
se obecné sklada z kulicek na bazi agardzy, kulicky jsou umistény v koloné kde plni funkci v
promyvacich a elu¢nich procesech. Afinitni chromatografie je v metodé¢ SELEX pouzita ve
vazebnych a separacnich krocich pfi vybéru knihoven oligonukleotidi s afinitou k cilové
molekule a pii imobilizaci cilovych molekul k magnetickym kulickdm. Nevyhodou této
metody je to, Ze nemiZze byt pouzita v piipadé, ze cilova molekula postrada afinitni tag nebo
funkéni skupiny potfebné pro spojeni s magnetickymi kulickami. Magnetické kulicky jsou
také pouzivany pro imobilizaci cilové molekuly prostfednictvim interakce nebo chemické
reakce mezi afinitni znackou a substratem na kuli¢ce. Pouziti magnetickych kulicek je
obzvlasté u¢inny nastroj pro snadnou a rychlou separaci cilovych objektl navazanych na
kuli¢kéch pomoci vnéjsiho magnetického pole[20-22].
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Obr. 4.: (a) Schématické zndzornéni selektivniho kroku s pouzitim afinitni kolony; (b)
selektivni krok s pouzitim magnetickych kuli¢ek; (¢) nékolik typt funkénich skupin, které
jsou schopné aktivovat magnetické kulicky.



5. POUZITi AP TAMERU —- APTAMEROVE BIOSENZORY

Biosenzor zalozeny na aptameru jako rozpoznavacim prvku se nazyva APTASENZOR.
Biosenzory na bazi aptamert nabizi vyhodu v moznosti znovu pouziti povrchu elektrody, na
rozdil od protilatek. Navic, jejich mald velikost a univerzalnost umoziuje efektivni
imobilizaci pii vysoké hustote, kterd mé zasadni vyznam pro miniaturizované systémy (napf.
bioarrays nebo bio-Cipy). Biosenzory na bazi aptamert se daji rozdélit do n¢kolika skupin.

a) Elektrochemické aptasenzory

Aptamery jednotetézcovych nukleovych kyselin jsou flexibilni a disponuji funkci
slozeni jejich fetézce do dobte definovanych 3D struktur. Tato 3D struktura je schopna
se navazat na cilovou molekulu, takze pokud jsou aptamery imobilizovany na
vodivém povrchu, je mozné pomoci jejich redoxné aktivnich zbytki sledovat
formovani komplexi aptamer — cilova latka.

Na zaklad¢ této strategie bylo vivynuto nékolik elektrochemickych aptasenzord.
Napiiklad konformacni piechod anti-trombinového aptameru pii vazbé na molekulu
trombinu. Elektrochemicky trombinovy aptasensor byl sestrojen imobilizaci aptameru
oznac¢en¢ho redoxné-aktivni methylenovou modii (MB) na elektrod€. Flexibilni
konformace aptameru umoznila elektrickou komunikaci MB s elektrodou. Po navazani
trombinu na aptamer se struktura aptameru zméni do tzv. G-quadruplexu a brani
kontaktu MB s elektrodou a tim i elektrotransferu[23].

Obr. 5.: Schéma elektrochemického aptasenzoru. Po navazani trombinu probéchla
zména struktury aptameru a tim také stinéni MB, které zabranilo komunikaci
s elektrodou, coZ vedlo k negativnimu signalu.

Z obecného hlediska jsou elektrochemické analyzy velice atraktivni diky jejich vysoké
citlivosti, kompatibilité¢ s novymi mikrotechnologiemi, vlastni miniaturizaci a nizkym
nakladim. Proto byly nékteré elektrochemické aptasenzory vytvofeny pomoci
n¢kolika technik, véetné EIS, potenciometrie s ISE, ECL, CV a DPV [24-27]. Pro
zvySeni citlivosti mohou byt pouzity AuNRs nebo AuNPs modifikované vodivé
polymery, které se pouzivaji jako material pro imobilizaci na elektrodé [28]. Velmi
dalezitou soucasti téchto metod jsou také elektroaktivni reportéry, jako jsou



b)

methylenova modi (MB), ferrocen, komplexy zeleza a ruthenia, které se pouzivaji pro
ptenos signalu.

Optické aptasenzory

Aptamery mohou byt pouzity jako sondy v bio-optickych senzorech zalozenych na
zaClenéni fluoroforu nebo nanocCastice. V pfipadé¢ fluorescencni detekce je
nejjednodussi oznacit aptamery jak zhasecem, tak fluoroforem. Optické aptasenzory
jsou tedy sondy, které mohou monitorovat pfitomnost cilové molekuly v roztoku
pomoci paru fluorofor — zhaSeC. S navazanim cilové molekuly se miize ménit
struktura aptameru — napf. konformace vlasenky, nebo hybridizac¢ni forma. Existuji i
slozit&j$i formy piestavby, které vyuzivaji zmény v kvartérni struktuie zplsobené
otevirdnim a zavirdnim aptamerd, tyto pfestavby taktéz souvisi s fluorescenéni
signalizaci. V nedavné dob¢ byla zkoumana fluorescence a zhaSeci efekt u mnoha
nanomateridlll, napf. kvantové tecky, zlaté nanocéstice, uhlikové nanotrubky, oxidy
grafenu, rizné koordina¢ni polymery atd. Tyto nanomateridly by mohly byt
v budoucnosti pouzivany namisto tradicniho zhasece [29].

Dalsi aptasenzory

SPR - surface-plasma resonance - SPR senzory jsou zafizeni schopné zaznamenavat
hmotnostni zmény zpiisobené¢ zménou indexu lomu na jejich povrchu. Vzhledem k
tomu, ze SPR metoda muze stanovit vazebné konstanty aptamerd s jejich cilovymi
molekulami, je tato technologie casto pouzivan v SELEX procesu, kde funguje ptresné
a rychle. Metoda SPR se také pouziva pii snimacich aplikacich zaloZzenych na
aptamerech. V tomto ptipad¢ je selektivni plocha tvofend imobilizaci aptameru na
povrchu. Cilova molekula je pak vstfikovéana pii konstantnim pritoku, zatimco pfistroj
méti zmény rezonan¢niho thlu na povrchu zatizeni. Jakmile se cilovd molekula
navaze na aptamer, povrchovy uhel se zméni. Bylo zjiSténo, Ze ziskany signal je
umérny poctu navazanych molekul, coz umoziuje detekovat zménu signalu bez
dalSiho znaceni. V nedavné dobé byla metoda SPR vyuzita k imobilizaci aptameru
specifickému pro HIV-1Tat protein pomoci avidin-biotinového mistku. Vysoka
specificita testu byla potvrzena pouZzitim kontrolniho proteinu Rev, ktery je biologicky
srovnatelny s proteinem Tat. Pomoci dvoustranné vazebného modelu mohou byt
vyvinuté vysoce citlivé a velmi specifické SPR biologické testy.

QCM - Quartz Crystal Microbalance - Mikrogravimetrické analyzy na QCM byly
taktéZz pouZity k detekci interakce mezi aptamery a jejich cilovymi molekulami.
Frekvence kiemenného krystalu je fizena zménami v hmotnosti spojené s krystalem,
tedy spojeni cilové molekuly s krystalem modifikovanym aptamerem zvySuje
hmotnost na snimaci, coz ma za nasledek snizeni rezonan¢ni frekvence krystalu. V
posledni dobé byly publikovany dvé podobné metody, které pouzivaly biotinylovany
aptamer imobilizovany na Au / kiemenny krystal pro mikrogravimetrické stanoveni
trombinu a HIV-1 Tat proteinu s LOD 1 nm a 0,25 ppm [30].



6. VYUZITI APTAMERU PRO CIiLENY PRENOS LECIV

Aptamery, které se specificky vdzou na receptory na povrchu bun¢k, byly vyuzity k cilenému
pienosu léka a jinych latek do vnitiniho prostoru bun¢k. Naptiklad, prostaticky specificky
membranovy antigen (PSMA) je dualezity marker rakoviny prostaty. Byly vytvotfeny dvojité
aptamerové sondy - A10 aptamer pro PSMA (+) bun¢k karcinomu prostaty a DUP-1 aptamer
pro PSMA (-) bunék karcinomu prostaty, do jejichz struktury byl uzavien doxorubicin, ktery
ma cytostatické U¢inky na rakovinou napadené bunky. Diky tomuto objevu muze byt
doxorubicin zaveden piimo do bun¢k karcinomu prostaty, aniz by pfitom doslo k poskozeni
bunék okolnich zdravych tkani.

V posledni dobé je pozornost védcii vénovana malym interferujicim molekuldm RNA
(siRNA), které mohou vytvaret novou tiidu 1é¢iv u riznych onemocnéni. Funkci siRNA je
navodit RNA interferenci drahy, kterd reguluje expresi ur¢it¢ho genu. Velmi dilezitym cilem
je dosahnout efektivniho a bezpe¢ného prenosu siRNA do specifické buiiky tak, aby nésledny
terapeuticky vliv byl co nejvice efektivni. V neddvné dob¢ byl piedstaven konjugat siRNA
s aptamerem spojenym prostfednictvim streptavidinového mustku, byl pouzit anti-PSMA
aptamer pro bunky karcinomu prostaty. Tento konjugat byl zaveden do rakovinnych
prostatickych bunék béhem 30 minut a ucinkem siRNA byla genova exprese téchto bunck
ucinné inhibovana[31-33].

7. ZAVER

Synteticky vytvofené oligonukleotidy s ndzvem aptamery jsou velmi dilezitym terapeutickym
nastrojem pfitomnosti a hlavné budoucnosti. Tyto kratké fetézce DNA nebo RNA mohou byt
vyrobeny pro velké mnoZstvi cilovych molekul od iontl az po celé buriky. V souboji s dodnes
pouzivanymi proteinovymi protildtkami maji navrch diky jejich tepelné stabilité, ochoté
podl¢hat opakované denaturaci a denaturaci a jednodussi, cenové vyhodnéj$i vyrobé. Ve
spojeni s elektrochemickymi ¢i optickymi metodami mohou vytvafet velmi citlivé
aptasenzory s potencionalné velkym vyuzitim v diagnostické a terapeutické oblasti. Mohou
taktéz slouzit jako pfenasSeCe pii cileném transportu 1é€iv a dalSich latek, coz nabizi nové
moznosti pii 1é¢be vaznych, zatim ne zcela vylécitelnych onemocnéni.
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