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ANOTACE

Tato prace shrnuje informace o pokroku ve vyvoji biosenzori zaloZenych na aptamerech,
neboli aptasenzort. Dale se zamé&fuje na vyuziti aptasenzorii pro detekcei klinicky vyznamnych
biomarkeri v diagnostice. Primarné se zabyva biomarkery =z oblasti nadorovych,

kardiovaskularnich a neurologickych onemocnéni.

KLICOVA SLOVA

Aptasenzor, biosenzor, DNA, proteinovy biomarker, receptor, RNA

TITLE
Aptasensors for the detection of clinically important substances

ANNOTATION

This work summarizes information on progress in the development of aptamer-based
biosensors, or aptasensors. It also focuses on the use of aptasensors for the detection of
clinically significant biomarkers in diagnostics. It is primarily focused on biomarkers

associated with cancer, cardiovascular and neurological diseases.
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UVOD

V poslednich letech se velmi zintenzivnil vyvoj novych diagnostickych technologii. S tim
pfislo i zvySeni narokli na limit detekce a zvySeni citlivosti a selektivity diagnostickych
metod. Tyto metody jsou vyuzivany jak v bézné rutinnich stanovenich, tak i v oblasti
vyzkumu, se snahou o nasledné vyuziti v rutinni diagnostice. Jednou z oblasti vyvoje
diagnostiskych reagencii je vyuziti aptamert. Jednd se o kratké sekvence DNA
(jednovldkenné, ¢i dvouvlakenné) nebo RNA, jejichz specifickd vazebnost konkrétnich
sekvenci zajiStuje vysokou specifitu. Pokud je zaroveil zvolena vhodné citlivd znacka, je
mozné diky jejimu spojeni s aptamerem dosdhnout vysoké citlivosti. Aptamery mohou byt
pouzity k identifikaci molekuldrnich markeri onemocnéni nebo mohou fungovat jako 1éky,
systémy dodavani 1€kl a systémy fizeného uvoliovani 1é¢iva. Vyuziti nachazeji i v jinych
ulohach molekularniho inZenyrstvi. Vyvoj aptasenzort jako takovych zapocal kolem roku
1996, kdy vyzkumné tymy zacaly propojovat aptamery s nanocasticemi (NPs) a moznostmi

citlivéjsi detekce.

Pravé toto propojeni aptamer-NPs se ukdzalo jako velmi vhodné pro klinickou diagnostiku.
Rozpoznavaci slozka senzoru tvofend aptamerem se dokaze dokonale navazat na specificky
analyt, zatimco NP ¢ast zajiStuje vysokou citlivost techniky. Tato vlastnost aptasenzori je
vysoce zadouci napt. v diagnostice onemocnéni, kterd mohou zdsadnim zpisobem ovlivnit
Zivot pacienta. Jedna se primarné o nddorova onemocnéni a onemocnéni kardiovaskularniho a

neurologického systému.
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1. BIOSENZORY

Biosenzor je analytické zafizeni, které se pouziva pro detekci chemické latky kombinujici
biologickou slozku s fyzikdlné-chemickym pievodnikem [1]. Biologickym prvkem,
vykazujicim vysokou citlivost, je materidl neboli biomimeticka slozka, kterd rozpoznava nebo
interaguje se zkoumanym analytem. Pfevodnik neboli prvek detektoru, ktery transformuje
signdl biologického prvku naméfitelny, pracuje na fyzikalné-chemickém principu: optickém,
piezoelektrickém, elektrochemickém, elektrochemiluminiscencnim atd. Je podminén interakci
analytu s biologickym prvkem. Déle se biosenzor propojuje s pfidruzenou elektronikou, kterd

je primarné zodpovédnd za zobrazeni vysledki [2].

1.1 BIORECEPTORY
Bioreceptory jsou zodpovédné za specifitu biosenzoru. Zodpovidaji za navdzani analytu
k senzoru. Bioreceptory mohou mit vice podob. Obecné lze bioreceptory rozdé€lit do péti
hlavnich kategorii: protildtky/antigeny (Obrazek 1A), enzymy, nukleové kyseliny/DNA
(Obrazek 1B), bunécné struktury/buniky a biomimetika [3].

A

ANTIGEN (PRINCIP ZAMKU A KLICE) NHa KONCE

Fe —

0373134 MZ3L

ﬁ
r
—

COOH KONCE Dvouvidknové DNA Hybridiza€ni princip

Obrdzek 1 Schéma dvou typii bioreceptorii (4) protilatka IgG; (B) hybridizacni princip DNA. Prevzato a upraveno z [3]
1.1.1  PROTILATKY/ANTIGENY
Protilatky jsou biologické molekuly vykazujici velmi specifické vazebné schopnosti pro
specifické struktury. Molekuly protildtek jsou tvofené ze stovek aminokyselin uspofadanych
do tvaru organizované sekvence. Zpisob interakce specifické protildtky a antigenu, vici
kterému putsobi, lze analogicky chédpat jako kompatibilitu zamku a klie: specifickd

geometricka konfigurace jedine¢ného klice umoziiuje oteviit zdmek. Tato jedinecnd vlastnost
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antigenné specifickych protildtek je kli¢ova pro jejich vyuziti v imunosenzorech [3].
Biosenzory vyuzivajici protilatky jako rozpoznavaci ellement, oznaCujeme jako

imunosenzory.

Prvnim ddlkovym vldknovym imunosenzorem pro detekci in situ byl detekovdn karcinogenni
benzo[a]pyren [4]. Od tohoto vyvoje se protilatky staly béznymi bioreceptory a dnes se
vyuzivaji v biosenzorech [5-7]. Podle formy provadéného testu je mozné rozdélit
biomolekuldrni interakce do dvou kategorii: pfimé a nepiimé. V piipad€ pfimych interakci
interaguje imobilizovand cilovd molekula s molekulou ligandu nebo imobilizovany ligand
ptfimo s cilovou molekulou. U imunosenzori je nejjednodussi situace interakce in situ s
naslednym pfimym méfenim [4]. U systémi s nefluorescencnim analytem nasleduje inkubace
in situ s vyvolanim znaCeni druhé protildtky enzymem, radioizotopem, ale i chemickou
latkou. Vysledny signal je pfimo umérny mnozstvi navazaného antigenu. Nepiima forma
zahrnuje kompetici mezi znacenymi a neznacenymi antigeny. V tomto piipad¢ neznaceny

analyt soutézi s analytem znaCenym o omezeny pocet vazebnych mist na protilétce [7].

1.1.2 ENZYMY
Enzymy jsou Casto vybirdny jako bioreceptory s ohledem na jejich specifické vazebné
schopnosti a také jejich katalytickou aktivitu. S vyjimkou malé skupiny katalytickych molekul
ribonukleové kyseliny jsou vSechny enzymy bilkoviny. N&které enzymy nevyzaduji pro svou
aktivitu Zadné jiné chemickeé skupiny nez zbytky aminokyselin. Jiné vyzaduji dalsi chemickou
slozku, kterd se nazyva kofaktor a kterd muze byt jeden nebo vice anorganickych iontd,

vvvvvv

[8].

1.1.3 NUKLEOVE KYSELINY
Dal8i mechanismus biologického rozpozndvini zahrnuje hybridizaci deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) nebo ribonukleové kyseliny (RNA). V poslednich desetiletich se nukleové
kyseliny tési stale vétSimu zajmu jako bioreceptory pro biosenzory a bioCipové technologie.
Komplementarita adenin : thymin (A : T) a cytosin : guanin (C : G) v DNA tvofii zaklad pro
specificnost biorozpozndvidni v DNA biosenzorech, ¢asto oznacovanych jako genosenzory
nebo aptasenzory. Pokud je sekvence bazi tvofici urcitou ¢ast molekuly DNA zndma, poté
muze byt komplementarni sekvence, ktera se Casto oznacuje jako sonda, syntetizovdna a

oznacena opticky detekovatelnou sondou (naptf. fluorescencni znackou). Rozvinutim
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dvouvlaknové DNA na jedno vldkno, pfiddnim sondy se oznacena sonda hybridizuje se svou

komplementarni sekvenci na cilové molekule [9-12].

1.1.4 BUNECNE STRUKTURY
Bunééné struktury tvofi dal$i kategorii bioreceptorti, které jsou vyuzivany pii vyvoji
biosenzorii a bioCipi. Tyto bioreceptory jsou zalozeny na biorozpoznavani celou
bunikou/mikroorganismem nebo na specifickou bunécnou slozkou. Jednim z hlavnich piinost
spojenych s pouzivanim této tfidy bioreceptorl je, Ze ¢asto mohou byt detekéni limity velmi
nizké diky zesileni signdlu. Mnoho biosenzort vyvinutych s témito typy bioreceptori spoléha

na jejich katalytické nebo pseudokatalytické vlastnosti [13—17].

1.1.5 BIOMIMETICKE RECEPTORY
Receptor, ktery je vyroben a navrzen tak, aby napodoboval bioreceptor se ¢asto oznacuje jako
biomimeticky receptor. V pribchu nékolika let byly vyvinuty rizné metody konstrukce
biomimetickych receptorii. Tyto metody zahrnuji: geneticky upravené molekuly, uméle
vyrobené membriany a molekularni imprinting. Technika molekularniho imprintingu je
zalozena na tvorbé molekuldrnich dér, nebo vazebnych mist, kterd jsou komplementirni

k danému analytu [18-20].

1.2 PREVODNIKY
Druhou nezbytnou ¢asti biosenzoru jsou jiz zminéné prevodniky. Ty je mozné klasifikovat
podle zplsobu pienosu, ktery pouzivaji. Transdukce miiZze byt zjiSt€na pomoci nejriiznéjsich
metod. VétSinu forem transdukce 1ze zatadit do jedné ze tii hlavnich tiid. Témito tfidami jsou:
1) optické metody detekce, 2) elektrochemické metody detekce a 3) metody hmotnostni

detekce. Neustale vSak vznikaji nové typy pievodnikil pro pouZiti v biosenzorech. [3]

1.2.1 OPTICKE PREVODNIKY
Optické prevodniky nabizi nejvétsi pocet moznych podkategorii. Je to dano tim, Ze optické
biosenzory jsou zaloZeny na riznych typech spektroskopickych detekénich technik (napf.

absorp¢ni, fluorescencni, fosforescencni, Raman, SERS, refrakéni, disperzni spektrometrie,

atd.) [4, 7, 21-23].

1.2.2 ELEKTROCHEMICKE PREVODNIKY
Elektrochemickd detekce je dalSim moZnym zpisobem transdukce, ktery je vyuZzivan
v biosenzorech. Vzhledem k tomu, Ze fada stanovovanych analytli neni fluorescencni a nelze
tedy vyuzit optickou detekci, miize byt velmi uzitecna elektrochemicka detekce, jako je napf.

voltametrie, amperometrie, konduktometrie, elektrochemiluminiscence, impedimetrie a
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potenciometrie. Kombinaci citlivosti elektrochemického méfeni se selektivitou, kterou
poskytuje bioreceptor, lze dosdhnout detekénich limitd srovnatelnych s fluorescencnimi

biosenzory [24, 25].

1.2.3 HMOTNOSTNI PREVODNIKY
Dalsi forma transdukce, kterd je pro biosenzory vyuzivana, je méfeni malych zmén hmotnosti.
Princip méfeni spocivd v pouziti piezoelektrickych krystali. Tyto krystaly Ize piimét
k vibracim o specifické frekvenci pisobenim elektrického pole. Frekvence kmitdni je tedy
zavisld na velikosti elektrického napéti aplikovaného na krystal a také na hmotnosti krystalu.
Kdyz se tedy hmotnost zvysi v disledku vazby chemickych latek, frekvence krystalu se
zvySuje a vyslednou zménu lze zméfit elektrochemickym zdznamem a vyuzit ji k uréeni

dodate¢né hmotnosti krystalu, a tedy stanovované latky [26, 27].

2 APTAMERY

Aptamery lze klasifikovat jako malé ligandy nukleovych kyselin jednofetézcové
deoxyribonukleové kyseliny (ssDNA), ribonukleové kyseliny (RNA) a peptidové molekuly
[28]. Mohou se védzat na cilové molekuly vcetné virt, bunék, proteinti a né€kterych malych
organickych latek. Aptamery jsou dostatecné flexibilni, aby se mohly ohybat do ptesné

definovanych sekundéarnich struktur a vazat se na své cile s vysokou specifitou a afinitou [29].

Jejich afinita zdvisi na struktufe cilové molekuly [30]. Aptamery lze pfipravit chemickou
syntézou a mohou byt modifikovany nékterymi funkénimi skupinami a linkery [31]. Diky

tomu technologie spojené s aptamery nachazi uplatnéni v riznych oblastech [32].

Aptamery vykazuji vysokou chemickou stabilitu, vratnou tepelnou denaturaci a jsou odolné
vuci naro¢né preduprave, bez ztraty bioaktivity, coz z aptamerl ¢ini konkurenty pro bézné
vyuzivané protilatky. Je uvadéno, Ze aptamery maji, ve srovnani s protilatkami, fadu vyhod.
Jednad se o Ccisté specifické nukleové kyseliny tvotfené biologickym procesem. Syntéza
aptamerll nezahrnuje imunizaci hostitelskych zvifat, protoze jsou syntetizovany chemickou

cestou prostfednictvim selekce nukleovych kyselin [33].

Vyse uvedené vlastnosti vyznamné podporuji jejich vyuZziti jako soucést selektivnich
biologickych rozpozndvacich systémti pro rtizné aplikace souvisejici s biotechnologiemi.
Napftiklad jednu tifidu aptamerti, jimiz jsou modifikoviany magnetické kulicky, lze vyuzit

k purifikaci a koncentraci analytl z télnich tekutin [34]. Dale spojeni aptamera s kapalinovou
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chromatografii s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) biofluidi mize byt vyuzito v diagnostice
rozpoznavani patogent [35] nebo biomarkeri nadorovych [36], kardiovaskuldrnich (AMI

zdroj) a neurologickych [37] onemocnéni [38].

Pro vyvoj biosenzorti nabizeji aptamery moznosti exkluzivni detekce diky své mensi

velikosti, vysoké stabilité, a schopnosti funkcionalizace a strukturniho ptepinéani [39].

Konstantni Konstantni
sekvence sekvence
5 - . - 3/
Konkrétni sekvence
(30-60 mer)

Dalsi cyklus

Amplifikace &

sekvenace Knihovna konkrétnich

__aptamert

" Cyklus SELEX

Inkubace a
vazba

Vymyti
Extrakce nenavazanych
navazanych e ’ sekvenci

sekvenci 0 Analyty

Obrdzek 2 Schematické znazorneént procesu pro systematicky vyvoj aptamerii exponencidlnim obohacovdnim (SELEX).
Prevzato a upraveno z [36].

Prvni aplikace aptamerti ve spojeni s biosenzory byly ptedstaveny v roce 1996, kdy byly
popséany optické biosenzory zalozené na fluorescenéné znacenych aptamerech [40]. Poprvé
byl aptasenzor jako takovy predstaven vroce 2004. Pro konstrukci senzoru byly pouzity
aptamery znacené¢ enzymem  gluk6za  dehydrogendzou Kk vyvoji  sendvicového

amperometrického aptasenzoru [41].

Aptamery jsou pro cilové analyty (napf. proteiny, bunky a viry) vybirdny pomoci in vitro
screeningu zvaného SELEX (Obrdzek 2) [39]. Proces SELEX zacind inkubaci cilovych
analytd s vytvofenymi sekvencemi ndhodné DNA nebo RNA knihovny, které umoziuji vazbu
specifickych sekvenci na analyty. Sekvence, které se nenavazou jsou odstranény. Navazané
sekvence jsou extrahovany nebo eluovany a amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci
(PCR) nebo RT-PCR pro nésledny SELEX cyklus k identifikaci sekvence aptameru s nejvyssi
afinitou [42].
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2.1 USPORADANI TESTU VYUZiVAJICICH APTAMERY
Analogicky k imunosenzorim zaloZzenym na inetrakci antigen-protilitka mohou byt
iaptasinzory v rizném uspotadani. A to vzhledem k tomu, Ze aptamery jsou vybrany tak, aby
vazaly rozdilné analyty, od malych molekul az po makromolekuly, jako jsou proteiny. Ve
vétSin€ pripadd jsou déleny do dvou kategorii: zalozené na vazbé na jedno misto

(mikromolekul a makromolekul) a na dvojmistné vazb& (s dalSim aptamerem nebo

protilatkou) (Obrazek 3)[43].

=

= Aptamer
Mikromolekularni analyt

.} Makromolekularni analyt
~<  Protilatka

\

Obrdzek 3 Formaty testL?Ana bazi aptamerii. (4) %ﬂovd mala molekula skrytd ve vazebnych kapsdch aptamérovych struktur;
(B) format s jednim mistem, (C) vazebny formdat se dvema misty ,,sendvicovy format* se dvema aptamery a (D) ,,sendvicovy
vazebny formdt s aptamerem a protildtkou.

Prevzato a upraveno z [43].

Konstrukce aptasenzort se opird o rozdilné zplsoby rozpoznavani kazdého paru aptamer-
cilovd molekula. Pro malé molekuly potvrdila analyza nukledrni magnetickou rezonanci
(NMR), zZe jsou Casto skryty ve vazebnych kapsich aptamerovych struktur (Obrazek 3A), coz
ponechdva mélo prostoru pro interakci s druhou molekulou. Kvili tomuto omezeni jsou malé
molekuly obvykle zaloZeny na jedno-vazebném uspofadéani. Naproti tomu proteinové cile,
které jsou strukturné komplikovanéj$i umoznuji vzdjemné interdkce (napt. stohovani, tvarova
komplementarita, elektrostatické a vodikové interakce). V disledku toho mohou byt pro
proteinové cile uspofddani jak prostiednictvim vazby na jedno misto (Obrazek 3B), tak
prostfednictvim vazby na dvé mista (Obrazek 3C) [43]. Za zminku stoji, Ze dvojmistnd vazba

také zavisi na dostupnosti dvojice aptamerti, které se vaZou na riznd mista v riznych

oblastech proteinu [44].

Test dvojmistné vazby, zndmy také jako ,,sendvicovy* test, je jednim z nejpouzivangjSich
formath konfigurace testu. Pfi tomto pfistupu je analyt spojen parem aptamert (Obrazek 3C),

jeden zachytny aptamer a druhy detek¢ni aptamer. Zachytné sondy jsou Casto imobilizovany
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na povrchu pevnych nosict (napt. elektrod, sklenénych Cipti, nanocastic nebo mikrocastic),
zatimco detekéni aptamery jsou Casto konjugovany se signdlnimi znackami (napft. fluorofory,
enzymy nebo nanocasticemi). Obecné feceno, zdchytné a detekéni aptamery maji rizné
sekvence nukleovych kyselin, avSak v omezenych piipadech nckteré proteiny (napt. dimerni)
obsahuji dva identické vazebné fetézce a umoznuji tak pouziti jediného aptameru pro
sendvicovy test. V piipadech, kdy neexistuji zddné dva aptamery sdilejici identickou nebo
piekryvajici se vazbu na cili z4jmu, je mozné pouzit jako druhou slozku protilatku misto

aptameru (Obréazek 3D) [43].

2.2 METODY DETEKCE VYUZiVANE V APTASENZORECH
Aptasenzory se v zasad€ rozde€luji, stejné jako ostatni biosenzory, podle zpisobu detekce
signalu do tfi hlavnich kategorii: 1) elektrochemické aptasenzory, 2) optické aptasenzory a 3)

hmotnostni detekce aptasenzort [43].

2.2.1 ELEKTROCHEMICKE APTASENZORY
Za ptedpokladu, Ze aptamery jsou imobilizovany na vodivém povrchu nosice, umoziiuje
flexibilita aptameru redoxné aktivnim ¢astem vazbu a identifikaci tvorby komplext aptamer-
cil méfenim pienosu elektroni redoxnich ¢astic pevnych 3D komplext. Na zaklad¢ této

strategie byla vyvinuta fada elektrochemickych aptasenzorii [43].

Xiao a kol. (2005) zkonstruovali elektrochemicky aptasenzor pro stanoveni trombinu
zalozeny na imobilizaci atitrombinového aptameru znaceného redoxné aktivni methylenovou
modii (MM) na elektrodu. Flexibilni konformace aptameru vedla po vazbé trombinu

k uspotadani aptameru do G-kvadruplexu a stinéni signalu MM (Obrazek 4A) [45].

OFF / Fe

Obrdzek 4 Schéma elektrochemickych senzori "signal-off" a "signal-on". (A) Po navdzdni na trombin se aptamer znaceny
MM sdm sestavi do podoby G-kvadruplexové struktury a chrdni MM pred prenosem elektronii 7 elektrody, coz vede k
negativnimu signdlu; (B) tvorba komplexu trombinu a aptameri cini konfiguraci G-kvadruplexu rigidni a vede k orientaci
ferrocenovych jednotek v blizkosti elektrody, coz vede ke snadnému prenosu elektronii mezi elektroaktivnimi ferrocenovymi
Jjednotkami a elektrodou a vytvari pozitivni signal
Prevzato a upraveno z [43].
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Proto bylo uspotadani pozdéji modifikovano. Jeden z pfistupli vyuzival bifunkcionalizovany
antitrombinovy aptamer oznaeny termindlni elektroaktivni ferrocenovou skupinou jako
redoxni znackou a thiolovou skupinou na druhém konci. Dlouhy, flexibilni, modifikovany
fetézec aptameru zabranoval elektrickému kontaktu ferrocenové znacky s elektrodou. Vlivem
vytvoreni komplexu trombinu s aptamerem doSlo ke zméné konfigurace G-kvadruplexu
aptameru a orientaci ferrocenovych jednotek smérem k elektrodé¢ (Obrazek 4B) a byl
generovan signdl. V této konformaci byla méfena koncentrace trombinu metodou impendaéni

spektroskopie v rozmezi 5,0-35,0 nM s limitem detekce (LOD) 0,5 nM [46].

Voltametricka detekce

Cyklické voltametrie (CV) je béznou elektrochemickou detekéni metodou v biosenzorech a
aptasenzorech zalozenych na mechanismu redoxnich reakci [47]. Poskytuje informace o
reverzibilité elektrodového déje. Lze urcit nejen koncentraci stanovované latky, ale také ziskat
informace o termodynamice redoxnich déja, kinetice pfenosu elektroni nebo adsorpci a
desorpci molekul na povrch elektrody. Je zaznamenavidn proud prochézejici pracovni

elektrodou v zavislosti na vklddaném potencidlu [48].

U diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) je potencidl na elektrodu vklddan v podobé¢ pulzil a
v danych casovych intervalech je zaznamendvan proud. Tim se snizuje nabijeci proud
vznikajici v diisledku polarizace elektrody, a zvySuje se tak citlivost stanoveni a snizuje se

detekéni limit [36].

Vyhody metody square-wave voltametrie (SWV), v porovnani s klasickymi voltametrickymi
metodami spocivaji ve zvysSené citlivosti a vysoké rychlosti, ¢imz se zlepSuje pomér signalu

k Sumu. M4 Siroky dynamicky rozsah a nizké hodnoty LOD [36].

Amperometricka detekce

Amperometrie v chemii je detekce iontd v roztoku na zaklad¢ elektrického proudu nebo zmén
elektrického proudu. Pouziva se v elektrofyziologii ke studiu udalosti uvoliiovéani vezikul
pomoci elektrody z uhlikovych vldken. Na rozdil od techniky ,,patch clamp* se elektroda
pouzivand pro amperometrii nezavadi do burky ani se k ni nepfipojuje, ale pfivadi se do tésné
blizkosti buniky. Méteni z elektrody pochézeji z oxidacni reakce obsahu vezikulu uvolnéného

do média. [49]
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Konduktometricka detekce

Pro vyvoj konduktometrickych aptasenzori neni potfeba specifickd chemicka reakce
k detekci signali. Kromé toho tento typ elektrochemickych senzorG poskytuje vysokou

citlivost a je cenové vyhodny [36].

Elektrochemiluminiscen¢ni detekce

Detekce elektrochemiluminiscenéniho signdlu mé znatelnou vyhodu, jako je jednoducha
kontrolovatelnost, nizky LOD a rychld detekce. Vzhledem k vnitinim vlastnostem
elektrochemiluminiscence nékterych nanostruktur, jako jsou kvantové tecky (QDs), jsou

Siroce pouzivany pro detekci a méteni [50].

Impedimetricka detekce

Ptitomnost nadorovych bunék zplsobuje zmény v odolnosti pfenost elektronl, coz je
zakladem procesu méteni v oblasti impedimetrickych aptasenzord, které jsou zvlasté vyhodné

v ptipad¢ pfitomnosti mediatort, jako jsou enzymy [51].

Potenciometricka detekce

Potenciometrické snimani v biosenzorech a aptasenzorech je zaloZzeno na registraci
ndbojového potencidlu pracovni elektrody v nepfitomnosti proudu. Tyto systémy poskytuji

velmi nizky LOD diky pouziti iontové selektivnich elektrod [36].

2.2.2 OPTICKE METODY DETEKCE APTAMERU
Aptamery se také hojn¢ pouzivaji jako biologické rozpozndvaci prvky v optickych
biologickych testech. Z téchto formath testl jsou fluorescence a kolorimetrie dvé

nejpouzivanéjsi detekeni techniky [43].

Fluorescencni detekce je Siroce vyuZivana diky snadnému znaeni aptamert fluorescenénimi
barvivy a snadné dostupnosti mnoha riznych fluoroforti, zhaSec¢i. Bylo vyvinuto né&kolik
hlavnich strategii pro zna¢eni aptameri na fluorochromy (Obrizek 5). Casto vyuZivanym
formatem je tzv. molekuldrni majdk na bazi aptameru (,,aptabeacon‘). Ten umist'uje sekvenci
aptameru do vldsenkové struktury, kterd je na konci znacena fluoroforem a zhaSeCem. Vazba
s cillovou strukturou (analytem) naru$i stopku, ¢imz se oddé¢li fluorofor od zhasedla a je

generovan fluorescencni signal (Obrazek 5A) [52].

Dalsi Casto pouzivany format vyuziva fluoroforem znaceny aptamer v duplexni struktuie

s komplementérni sekvenci DNA znacenou zhaSecem. Pritomnost cilli nuti komplementéarni
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fetézec uvolnit aptamer, coz vede ke zvySeni fluorescence (Obrdazek 5B). Doposud
umoziovaly vySe uvedené fluorescencni testy, zalozené na zhasecich, pouze kvalitativni nebo

semikvantitativni biologické testy [53].

Monomer pyrenu

(_ ) C ] Q [ SN ) \ ( r
—_— E — F —
F

Excimer pyrenu
Q

B

Obrdzek 5 Molekuldrni majdk na bdzi aptameru. (A) Sekvence aptamerii ve viasenkové strukture podobné molekularnimu
majaku na konci oznacena fluoroforem (F) a zhasecem (Q) a princip vazby cile s oddélenim F od Q a produkci signdlu, (B)
fluoroforem znaceny aptamer v duplexni strukture s komplementarni sekvenci DNA znacenou zhasecem je po vazbé oddélen
od komplementarni sekvence DNA znacené zhasecem vedouct k nariistu fluorescence; (C) aptamer znaceny jednim pyrenem

na kazdém konci prepinal svou fluorescencni emisi a vytvarel stabilni signaly po navazani analytu.
Prevzato a upraveno z [43].

V posledni dobé jsou vyuzivany misto organickych fluorescen¢nich barviv QDs, které
umoznuji zlepSeni u€innosti testu a k detekci dodéani 1é¢iv do bunék. Alternativnim formatem
je pouziti fluorescenéniho rezonanéniho pienosu (FRET (fluorescence resonance transfer)),
ktery se opira o tzv. pienos energic mezi dvéma fluorescenénimi molekulami (donorem a
akceptorem). Nicméng, i pres velké usili, které se v minulosti vynaklddalo na optimalizaci
dudlné znacenych oligonukleotidli, bylo dosazeno jen malého pokroku v kvantifikaci pomoci
techniky FRET. To je pravdépodobné z toho divodu, Ze zlepSeni metody FRET zdvisi na
mnoha faktorech (napf. povaha barviv, délka aptameru nebo na vztahu barvivo-barvivo).
Dulezitéjsi je, ze fluorescencéni zhaseni nebo FRET jsou obtizné pouzitelné pro piimou

analyzu cile v jeho pfirozeném prostiedi, kviili ruSivému signalu pozadi [54].

Dals$i moznosti je aptamer s posunem vilnové délky pro rychlou a citlivou detekci rustového
faktoru odvozeného z krevnich desti¢ek (PDGF). Aptamer je na kazdém konci oznacen
jednim pyrenem a tim piepind svou fluorescencni emisi ze ~400 nm (pyrenovy monomer
s dobou fluorescence =5 ns) na =485 nm (pyrenovy excimer s dobou fluorescence =40 s) po
navdzani PDGF (Obrdzek 5C). V disledku toho tato konstrukce obchizela vyznamny

problém pozadi signalu, ktery je vlastni sloZitym biologickym vzorkiim [55].

Velkd pozornost byla pfed patnécti lety vénovana pouziti tzv. nanomaterialt (napt. AuNP),
které¢ umoznuji vyvinout jednoduché kolorimetrické forméaty biologickych testl. V jednom
z téchto postupli byly nemodifikované AuNP pouzity k rozliSeni rozlozené a slozené DNA.
To poskytlo novy ptistup k biologickému rozpoznavani aptameri kolorimetricky (Obrazek

6A). DNA aptamer je v roztoku podobny nahodné spirdle, kterd se mliZze pevné vazat na
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AuNP a stabilizovat je proti agregaci vyvolané soli. Po pfidani analytu a navazani vytvofil
aptamer 3D struktury (napt. G-kvadruplex) a jiz nechranil AuNP pied agregaci. Disledkem

toho se projevily barevné zmény nemodifikovanych AuNP viditelné pouhym okem. Tato

strategie byla spésné€ pouZita k detekci proteinii [56].
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Obrdzek 6 Schéma aptasenzoru zaloZzeném na kolovimetrické zmené AuNPs na zdkladeé jejich agregacniho stavu. (A) Po
navdzdni na analyt vytvoril aptamer 3D strukturu a vedl k agregaci AuNP; (B) fialové zbarveny DNA modifikovany agregdt
AuNP byl v pritomnosti cilovych molekul rozptylen do cervené zbarvenych jednotlivych AuNP; a (C) AuNP
funkcionalizované krdtkou komplementdrni ssDNA a aptamery byly po navdzdni analytu nestabilni vii¢i agregatiim
vyvolanym soli, coz vedlo ke zmené barvy z cervené na fialovou.

Prevzato a upraveno z [43].

Aptamery byly pouZity také k seskupovani nanocéstic a provadéni biosenzorickych testi.
V souvisejici  studii  byly aptamery pouzity jako linkery k sestaveni ssDNA
funkcionalizovanych AuNP [57]. V pfitomnosti cilovych molekul pfizptisobil aptamer svou
strukturu a NP se disociovaly (Obrazek 6B). Vysledkem bylo, Ze se fialové zbarvené agregaty
rozdélily na Cervené zbarvené jednotlivé NP. Tento format testu je aplikovatelny k analyze
riznych typt molekul jednoduchou zaménou aptamerovych sekvenci. Byl pouzit k detekci

adenosinu a kokainu v séru pomoci jednoduchého ,,prouzkového* testu [58].

V jiném testu byl aptamer DNA nejprve hybridizovan s kratkou komplementarni ssDNA
znacenou AuNPs. Smés byla v roztoku dobte dispergovana a castice vypadaly cervené. Po

navazani analytu doSlo u aptamerovych vlaken ke zmén¢ struktury, kterd vedla k jejich
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disociaci od AuNP. V piipad¢ pfitomnosti stejné koncentrace soli byly nehybridizované
AuNP nestabilni a okamzité agregovaly, coz vedlo k rychlé zméné barvy z Cervené na

fialovou (Obrazek 6C) [59].

Aptamery znacené AuNPs byly také vyuzity pro zesilenou optickou detekci proteinil
v sendvicovém uspofaddani. Na maleimidem funkcionalizovanou siloxanovou monovrstvu byl
kovalentné navazan antitrombinovy aptamer, ktery vdzal stanovovany trombin. Na néj byl
ddle navdzdn druhy antitrombinovy aptamer znaceny AuNP. Viditelné rozhrani AuNP bylo
poté zesileno v roztoku obsahujicim HAuCly, cetyltrimethylamonium bromid, jako
povrchové aktivni latku, a redukéni Cinidla (Obrdzek 7A). ZvétSeni AuNP vyrazné zlepsilo

citlivost kolorimetrické detekce, kdy bylo mozné detekovat 2 nM koncentrace trombinu [60].
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Obrdzek 7 "Sendvicovy" typ kolorimetrie na bazi aptamerii s amplifikaci zlatem (4) a stribrem (B).
Prevzato z [43].

Na podobném principu sestavili aptasenzor i Li a kol. (2007), ktefi vyuzivali zvyraznéni
sttibra (Obrazek 7B). Jejich test soucasné¢ vyuzival AuNP znaCeny aptamer a biotinovy
aptamer, ktery se vdzal na PDGF-BB (homodimer PDGF), ktery dosdhl extrémé nizkého
LOD 83 aM [61].

2.23 HMOTNOSTNI DETEKCE
Biosenzor s hmotnostni detekci je definovan jako jakékoli zafizeni, které méfi vlastnost, ktera
se m&fi umérné hmotnosti spojené s jeho citlivym povrchem nebo s nim vazané zichytné
sondy. Hmotnostn¢ citlivé biosenzory zalozené na aptamerech jsou tfidou tzv. label-free
senzort zaloZenych napf. na povrchové plasmonové rezonanci (SPR), akustickych vlnach
(napt. kiemenné mikrovazky (QCM) & povrchové akustické vIng (SAW)). Casto se oznaduji
jako ,,hmotnostné¢ citlivé* techniky z diivodu méteni jejich hmotnosti nebo tloustky u tenkych

vrstev [43].

Senzory SPR jsou zafizeni schopna registrovat hmotnost na zéklad¢ souvisejici zmény indexu

lomu pii povrchu. Protoze SPR muze urcit vazbu konstanty aptamert a jejich cill, vyuziva se
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tato technologie v procesu SELEX. Metoda SPR se rovnéz pouziva pro diagnostické aplikace
vyuzivajici aptamery. Pfi tomto diagnostickém formatu je selektivni povrch vytvoien
imobilizaci aptameru. Analyt je poté pfidan, zatimco pfistroj mé&fi zmeény rezonan¢niho uhlu,
ke kterym dochazi na povrchu. Uhel se méni, kdyZ se aptamer vaZe na analyt (Obrazek 8A).
Bylo zjisténo, Ze signdl je imérny navazanym molekuldm, coz umoznuje tzv. label-free

detekci v konfiguraci s vazbou na jedno misto [62].

Mascini a kol. (2005) vytvorili potup, kde byl aptamer specificky pro protein HIV-1 Tat
imobilizovan na SPR c¢ipy pomoci avidin-biotin interakce. Vysokd specifita testu byla
potvrzena pomoci kontrolniho proteinu HIV-1 Rev, ktery byl podobny proteinu HIV-1 Tat.
Pti pouziti dvou-vazebného modelu bylo zjiSténo, Ze zesileni signalu systému lze zapojit do

vyvoje vysoce citlivych a specifickych biologickych testii SPR [63].
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Obrdzek 8 Hmotnostné citlivé aptasenzory. (4) Aptasenzor na bazi SPR; (B) aptasenzor na bdzi QCM; (C) aptasenzor na
bdzi SAW a (D) mikromechanicky konzolovy aptasenzor na bdzi SAW.
Prevzato a upraveno z [43]

Mikrogravimetrickd analyza na QCM byla pouzita k detekci interakce aptamert a jejich cilt.
Frekvence kifemenného krystalu je fizena zmé&nami v hmotnosti spojené s krystalem, a proto
asociace analytu na krystalech modifikovanych aptamery zvySuje hmotnost na snimaci, coz

md za ndsledek snizeni rezonancni frekvence krystalu (Obrazek 8B). Byly pouzity dvé
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podobné metody vyuzivajici biotinylovany aptamer imobilizovany na krystalu Au/kfemen pro

mirkogravimetrickou detekci trombinu a HIV-1 Tat proteinu s hodnotami LOD 1 nM a 0,25

ppm [63].

Parametry aptasenzorii zalozenych na QCM byly také vyhodnoceny a optimalizovany s cilem
zlepsit jejich analytické vlastnosti [64]. Kromé aplikaci v QCM se piezoelektrické kfemenné
krystaly vyuZzivaji také k vyrob¢ aptasenzorti typu SAW. Specidlni typ SAW, Love-wave, byl
vyvinut k detekci serinové protedzy trombinu a peptidu Rev [65] (Obrazek 8C). Jeho LOD
byly piiblizng 72 pg/cm? pro trombin a 77 pg/cm? pro peptid Rev. Dale byl pouzit aptasenzor
Love-wave, zalozeny na stejném principu, pro sledovani tvorby komplexi v procesu srazeni

krve [66].

Mikrobiosenzory maji nizky Sum a vysokou Skalovatelnost (schopnost pracovat s ndhlymi
zménami) diky jejich malym rozmérim. Nizky Sum poskytuje vyssi rozliSeni, zatimco
Skalovatelnost umozinuje pouZziti mnoha senzorii paralelné pro systémy v mist¢ meéteni.
V takovychto aptamerovych testech jsou aptamery navdzany na horni povrch mikrokonzole.
Vazba aptamerti s cilovymi molekulami vede ke sterickému vytésnéni, které nuti konzolu k

ohybu. Tento ohyb lze detekovat opticky nebo elektronicky (Obrazek 8D) [43].

3 APTASENZORY V DIAGNOSTICE
3.1 APTASENZORY V DIAGNOSTICE NADOROVYCH
ONEMOCNEN{

Rakovina je zhoubny nddor, ktery ohrozuje lidsky Zivot rGznymi zpusoby a vice nez 60
lidskych organtit mize byt ovlivnéno rlznymi typy rakoviny. Proto rostou pozadavky na
v€asnou, piesnou a efektivni detekci biomarkerti nddorovych onemocnéni a nésledné prevenci
malignit. Biomarker je biomolekula, kterd se nachazi v té€lnich tekutinach (napt. v krvi, moci,
slindch) nebo tkanich, slouzi jako indikator fyziologickych nebo patogennich procesi a

vytvaii farmakologickou odpovéd nebo terapeuticky ucinek [67].

Vzhledem k tomu, Ze rakovina je multifaktoridlni onemocnéni a Ze mnoho biomarkerti se na
ném podili, byly zavedeny rtizné metody detekce biomarkerti jako napi: Mikrofluidni
proteinové Cipy a pole, nanocéstice, oligonukleotidové mikroCipy, nanobiocCip. Kromé toho se
pouzivaji imunoanalytické indikdtorové metody, jako je ELISA (enzymovd imunoanalyza na
pevné fazi), Luminex a Nanosphere. Jednd se o konvencni metody detekce biomarkera
rakoviny. Kviili dlouhotrvajicimu postupu, koliséni afinity protildtek a nizké Uc¢innosti jsou

vyZadovana nakladna ¢inidla, coz ¢ini protildtky celosvétove obtiznymi a nespolehlivymi pro
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ptesnou detekci. V poslednich letech se jako jedna z metod pro vCasnou diagnostiku

nadorovych biomarkert objevilo pouziti aptasenzorti [68—73].

3.1.1 ELEKTROCHEMICKE APTASENZORY
Kompatibilita mezi biomolekulami a elektrochemii umoziiuje citlivou detekci. Pouziti
pevnych elektrod se specifickymi nanostrukturami obsahujicimi elektroaktivni znacky
otevielo novou oblast detekce biomolekul. Elektrochemické aptasenzory pro detekci markert
konduktometrie, elektrochemiluminiscence,

nadorovych onemocnéni jsou: voltametrie,

impedimetrie a potenciometrie [74].

Tabulka 1 shrnuje nékteré ptiklady elektrochemickych aptasenzorti vyvinutych pro detekci

nadorovych biomarkerti s vyuzitim aptasenzorti.

Tabulka 1 Priklady aptasenzorii vyvinutych pro detekci nadorovych biomarkerii.

Typ rakoviny Biomarker Uspoiadani Znacka Detekéni LOD  Ref. Ref.
metoda rozmezi
Kolorektalni Karcinoemb sendvicové AuNP Amperometrie 5 fM 50 fM — [75]
karcinom, ryondlni 500pM
rakovina antigen
prsu, plic, (CEA)
vajefniku a
jater
Pritomnost VEGF sendviCové Bimetalické Amperometrie 4,6 6,0-20 [76]
nadoru nanoklastry pmol/l  pmol/l
Ag/Pt
Leukemie HL-60 jednovazebné  AuNP Electrochemilu 56 0-5,6-10°  [77]
miniscence bun¢k/ bunék/ml

ml
Pritomnost VEGF jednovazebné  CdS:Eu Electrochemilu 0,2 1 pM-20 [78]
nadoru nanokrystal miniscence pM nM
Pritomnost Mucin 1 jednovazebné 2D zirkoniové Impedimetrie  0,12a 0,001-0,5 [79]
nadoru nanolisty 0,65 ng/ml

pg/ml
Pritomnost BRCAI jednovazebné  AuNP Impedimetrie 1 pM 1 pM — [80]
nadoru 500 nM
Hepatocelula HepG2 sendvicove AuNP Impedimetrie 15 1-10% - [81]
rni karcinom bunék/ 1-10’

ml bunék/ml
Pritomnost PDGF jednovazebné  Uhlikové Potenciometrie 5 fM - [82]
nadoru nanovldkno
Pritomnost VEGF jednovazebné  Polypyrrolové  Potenciometrie 400 - [83]
nadoru nanotrubicky fM
Rakovina MCE-7 sendvicové AuNP/GO Voltametrie 8 10-10° [84]
prsu bun¢k/ bunék/ml

ml
Myeloidni Bunky sendviCové Au nanokvét Voltametrie 10 -—- [85]
leukemie K562 bunck/

ml
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Rakovina HER2 jednovazebné GO Voltametrie 0,21 0,5-2 [86]
prsu, ng/ml  ng/mla?2-
Zaludku, 75 ng/ml
vajecniki,
délohy a plic
Leukemie Leukemické jednovazebné  Magnetické Voltametrie 10 10-10° [87]

buiiky NP bunek/ bunék/ml

ml

3.1.2 OPTICKE APTASENZORY

Pro detekci biomarkert, jako jsou proteiny a ionty kovl souvisejici s pfitomnosti nadorovych

bun¢k, byly vyvinuty optické aptasenzory. Optické aptasenzory jsou zalozeny na absorpci a

luminiscen¢nich zménach v dasledku interakce s cilovym analytem. Tyto aptasenzory

zahrnuji jednoduché znaceni i rychlé a efektivni postupy [88]. Existuji rizné typy optickych

aptasenzoru jako jsou fluorescencni, kolorimetrické a chemiluminiscen¢ni [89].

Tabulka 2 shrnuje nékteré ptiklady optickych aptasenzorii vyvinutych pro detekci nadorovych

biomarkert s vyuzitim aptasenzort.

Tabulka 2 Priklady aptasenzorii vyvinutych pro detekci nadorovych biomarkerii.

Typ Biomarker Usporadani Znacka Detekéni LOD Ref. Ref.
rakoviny metoda rozmezi
Rakovina  MCF-7 Jednovazebné  SiO,NP Fluorescence 62 180-8-10"  [90]
prsu bunek/ml  bunék/ml
Leukemie  HL-60 Jednovazebné  SiO,NP Fluorescence 70 210-7-10"  [90]

bun¢k/ml  bun¢k/ml
Myeloidni K562 Jednovazebné  SiO,NP Fluorescence 65 200-7-10"  [90]
leukemie bunek/ml  bunék/ml
Rakovina CD44 Jednovazebné  AuNP Fluorescence 1-10' 1-10'- [91]
prsu a CFU/ml  1-10’
prostaty CFU/ml
Rakovina  SK-BR-3 Jednovazebné  ZnO/grafen Fotoelektro 58 1-10°- [92]
prsu chemie bunék/ml  1-10°

bun¢k/ml
Pritomnost miRNA a Sendvicové AuNP SPR 0,6 fM - [93]
nadoru nadorové
bunky

Rakovina  MCF-7 Jednovazebné Au SPR 100 1-10%- [94]
prsu nanotyce bunék/ml  1-10°

za 30 bunék/ml

minut
Rakovina  MCE-7 Sendvicové Magnetické SPR 500 -—- [95]
prsu NP bunék/ml
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3.2 APTASENZORY V DIAGNOSTICE KARDIOVASKULARNICH
ONEMOCNEN{
Kardiovaskularni onemocnéni (CVD) a onemocnéni koronarni artérie, srdecni selhani a
hypertenzni srdecni choroby jsou onemocnéni srdce a cév. Toto je hlavni pfi¢inou nemocnosti
a invalidity a pfedCasnych imrti na celém svété. Mezi CVD patii také ischemicka choroba
srdecni (napf. akutni infarkt myokardu (AMI), nestabilni angina pectoris a srdecni selhani).
Pro zvladnuti AMI je zasadni v¢asné a presné odhaleni tohoto fatalniho onemocnéni a s nim
spojeného rizika umrtnosti. Elektrokardiografie (EKG) a meéfeni koncentraci srde¢nich
biomarkerti (napf. srdecnich troponini (cTn), kreatinkindzy-MB, myoglobinu (Mb) a C-
reaktivniho proteinu (CRP)) jsou béZnymi diagnostickymi metodami [96, 97]. Zejména EKG
je nejucinngjsi a oblibenou diagnostickou metodou AMI; n¢kdy vSak vykazuje nediagnostické
nebo nevyrazné signaly, které ztézuji diagnézu, vzhledem k pfitomnosti blokady levé
svazkové vétveé. Proto je nejucinnéjsi metodou pro diagnostiku AMI vysoce presné a citlivé

méteni koncentraci srdecnich biomarkert v lidskych télesnych tekutinach [98].

Nékolik  analytickych  metodik, vcetn¢ optickych metod a ELISA metod,
elektrochemiluminiscenci nebo na metoddch piezoelektrické imunoanalyzy, jakoz i
optomagnetické nebo elektrochemické metody, pro detekci koncentraci srdecnich biomarkert,
jiz bylo vyvinuto. Elektrochemické snimaci/biosnimaci metody nabizi vyhodu nizkych
naklad, kratkou dobu snimani, pfenosnost a pozadavek na maly objem vzorkd (cca 1 ul)
[99—-104]. Kromé¢ toho elektrochemické metody nabizeji téZ schopnost rozliSovat malé zmény
v proudu, potencidlu a odporu redoxniho indikdtoru (napf. [Fe(CN)6]3‘/4‘ a [Ru(NH3)6]3+)
indukovaného molekulou vyskytujici se na povrchu elektrody, ¢imZ je label-free detekce
srdeCnich biomarkert stejné dobra, jako detekce dalSich biologickych slou€enin, kterych jiz
bylo dosazeno [105, 106]. Tyto vyhody elektrochemickych senzorli/biosenzorti umoziuji
vlastni monitoring testovani v misté péce a v misté potfeby, ackoli dlouhodobou stabilitu,
pfesnost a spolehlivost téchto senzori je tfeba jeSté urcit pro praktické pouziti detekce

biomarkert [104].

Tabulka 3 shrnuje nékteré ptiklady elektrochemickych aptasenzort vyvinutych pro detekci

biomarkerat AMI s vyuzitim aptasenzort.
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Tabulka 3 Priklady aptasenzori vyvinutych pro detekci biomarkerii souvisejicich s AMI.

Biomarker Uspoiadani Znacka Detekéni LOD Referencni  Ref.

metoda rozmezi

cTnl Jednovazebné AuNP DPV 4,32 0,024 —26,4 [107]

pg/ml ng/ml

c¢Tnl Jednovazebné AuNP/In,0; DPV 60 pg/ml  0,1-1-10°  [108]

ng/ml

c¢Tnl Jednovazebné Au nanodesticky DPV 8 pg/ml 0,05 -500 [109]

ng/ml

cTnl Jednovazebné MoS, EIS 25,26 0,24 — [110]

pg/ml 24-10°
ng/ml

cTnl Jednovazebné 7ZnFe,O4 NP SWV 1 pg/ml 1-10° - 200 [111]

ng/ml

cTnl Jednovazebné Au@SiO,@AuNP SWV 29,52 0,24 — [110]

pg/ml 24-10"
ng/ml

c¢TnT Jednovazebné MPAuN DPV 23 pg/ml  0,05-5 [112]

ng/ml

Mb Jednovazebné AuNP/BNNS DPV 34,6 100-1-10° [113]

ng/ml ng/ml

Mb Jednovazebné PEI-rGO DPV 0,97 1107 - [114]

pg/ml (v 1-10° ng/ml
PBS)

2,1 pg/ml

(v

lidském

séru)

CRP Sendvicové (se  Magnetické DPV 54 fg/ml  1-10° - [115]
znacenou nanokuli¢ky potazené 5-10* ng/ml
protildtkou) streptavidinem

CRP Jednovazebné pRhNP EIS 0,814 0,23 -23 [116]

ng/ml pg/ml

3.3 APTASENZORY V DIAGNOSTICE NEUROLOGICKYCH
ONEMOCNENI

Neurologické poruchy (ND) jsou onemocnéni mozku, michy a nervl, které je spojuji a

predstavuji druhou pticinu tumrti a hlavni pfi¢inu invalidity, pfi¢emz postihuji Siroké spektrum

spolecnosti na celém svéte [37].

ND jsou jako Alzheimerova choroba, schizofrenie, traumatické poranéni mozku, migréna,

roztrouSenad skler6za, demence, epilepsie, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba,

tauropatie a mnoho dalSich vede k né€kolika patologickym staviim. Ty jsou charakterizovany

poskozenim neuronil, které nakonec zpusobuje smrt neurond [117]. Patofyziologie

neurologickych onemocnéni zahrnuje agregaci nespravné slozenych proteint, jako je
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amyloid B, a-synuklein a prionovych proteini v mozku. Ackoli vztah mezi chybné slozenymi
proteiny a neurodegenerativnimi onemocnénimi je dosud neznamy, uvadi se, zZe genetické
mutace, starnuti, metabolické pfiCiny a faktory zivotniho prostiedi mohou vést ke vzniku

onemocnéni [118].

Za poslednich 25 let incidence, prevelance, mortalita a mira postizeni neurologickymi
poruchami celosvétov€é vzrostla navzdory zavadéni novych diagnostickych strategii a
ochrannych programt [119]. Kromé toho jsou k dispozici informace o nadkladové efektivnich
metodach zlepSeni diagnozy zlstavaji omezené. V soucasné dobé spociva diagnostika ND v
hodnoceni klinickych pfiznakd, vyuziti zobrazovacich metod [120], snimdnim pohybu
pacienta [121] a stanoveni specifickych biomarkerit [122]. Vzhledem k obtizim pfi
identifikaci ND je zasadni objevit spolehlivé a slibné biomarkery pro v€asnou diagnostiku a
cilenou 1écbu ND. Biomarkery pouzivané pii diagnostice nebo 1é¢b¢ onemocnéni by mély
zahrnovat specificnost, selektivitu, dédi¢nost a ko-segregaci s neurologickymi poruchami
v rdmci rodiny [123]. Zasadni vyhody biomarkert z nich ¢ini vysoce pfesné a spolehlivé pro
potencidlni pfipravu rGznych typi aptasenzort pro ND [124]. Tyto biomarkery by mohly byt
ucinn¢é stanoveny pomoci protilditkovych platforem s vysokou afinitou k jejich ciliim.
Nicmén¢ tyto protilatky vykazuji nékteré nevyhody, jako je nizka stabilita, nizka
imunogenicita a zvySena toxicita. S aptamery, které jsou také definovdny jako syntetické

biorozpoznavaci latky, predstavuji zasadni volbu namisto protilatek [125].

V posledni dobé bylo vyvinuto mnoho aptasenzort zalozenych na riznych technikach jako je
fluorescence, chemiluminiscence, Kkolorimetrie, elektrochemie, mikromechanické a
hmotnostné citlivé metody [126—129]. Z nich elektrochemické aptasenzory pro diagnostické
piistupy v biologickych vzorcich zaznamenaly diky svym vynikajicim vlastnostem vyznamny
pokrok, v€etné miniaturizace elektrochemickych pfistroji, vysoké citlivosti a jednoduchého
ovladani [130]. Elektrochemické aptasenzory kombinuji funkéni vlastnost aptameru

s citlivosti elektrochemickych technologii pro stanoveni riiznorodosti biomarkert [131].

Tabulka 4 shrnuje nékteré ptiiklady elektrochemickych aptasenzorii a Tabulka 5 shrnuje
nékteré priklady optickych aptasenzord vyvinutych pro detekci biomarkertt ND s vyuZzitim

aptasenzord.
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Tabulka 4 Priklady aptasenzori vyvinutych pro detekci biomarkerit ND.

Onemocnéni Biomarker Usporadani Povrch Detekéni LOD  Ref. rozmezi Ref.
elektrody metoda
Parkinsonova 0-syno Jednovazebné  Apt/ERGO/GC  DPV 0,64 1fM-1nM [132]
choroba E fM
Parkinsonova 0-Syno Jednovazebné  Apt/-PPy- EIS 1-10°  1-10%-0,1 [133]
choroba COOH/SPCE pM nM
Alzheimerova APy Jednovazebné  Apt/AuPt/CFP DPV 0,16 0,5-10000 [134]
choroba pg/ml  pg/ml
Alzheimerova ABo Jednovazebné =~ MCH/Apt/Au EIS 3,25 10 ftM - 0,1 [135]
choroba elektroda fM uM
Alzheimerova APy Jednovazebné  TA/GNPs- DPV 05ftM 1fM-10 [136]
choroba STP/Apt/Au pM
elektroda
Alzheimerova APBo Sendvicové Apt/AuNP/Cu-  DPV 0,45 I1nM-2uM [137]
choroba MOF/GCE nM
Autismus BCM-7 Jednovazebné  BSA/Apt/AuNR DPV 334 1fM -25 [138]
/SPCE aM nM
Autismus BCM-7 Jednovazebné  Apt/NiONP DPV 166,6 0,5-10°-1,5 [139]
/SPCE aM uM
Autismus BCM-7 Jednovazebné  BSA/Apt/AuNP EIS 350 1ftM -0,6 [140]
@7ZnSQDs/GCE aM uM
Alzheimerova Trombin Jednovazebné  Apt/Au DPV 0,126 0,18 pM — [141]
choroba, elektroda pM 1,8 nM
autoimunitni
encefalomyelitida
Alzheimerova Trombin Jednovazebné  Apt/Hemin/ITO DPV 42fM 0,1 pM—-100 [142]
choroba, elektroda nM
autoimunitni
encefalomyelitida
Tabulka 5 Priklady aptasenzorii vyvinutych pro detekci biomarkerit ND.
Onemocnéni  Biomarker Usporadani Rozpoznavaci Detekéni LOD Referencni Ref.
prvek metoda rozmezi
Alzheimerova A Jednovazebné Ru(Il)-Apt-Af  Luminiscence 50nM  0—80 uM [143]
choroba
Alzheimerova A Jednovazebné PDANS/Apt Fluorescence 12,5nM 0,02 -10uM  [144]
choroba
Alzheimerova A Jednovazebné Apt-GO Fluorescence 0,1 nM 0,1 -40nM [145]
choroba
Alzheimerova A4y Sendviové Apt@AuNP Kolorimetrie 10nM  35-700 nM [146]
choroba (cyklické)
Alzheimerova Tau Jednovazebné Biotin- Kolorimetrie 153 300 — 600 [147]
choroba Apt/Tau/strep- pg/ml pg/ml

MBs/strep-HRP
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ZAVER

Diulezitym podkladem pro tuto praci bylo nastudovani informaci o principech stanovovani
klinickych biomarkerii, obzvlasté¢ pak zplisoby detekce testli a jejich uspotfadani. Déle pak
nastudovani vyuziti aptamert jako takovych v biosenzorovych aplikacich a jejich vyuziti
v klinické diagnostice pro stanoveni vyznamnych klinickych biomarkerd. Motivaci
k vytvoteni tohoto shrnuti byla snaha o sjednoceni informaci ziskanych v oblasti vyuziti
aptamertt v klinické diagnostice ndadorovych, kardiovaskuldrnich a neurologickych

onemocnéni.

V prvni Casti bakalafské prace byly popsdny biosenzory. Primarné zde byla zaméfena

pozornost na jejich zakladni strukturu a moznosti slozeni Cisté z obecného pohledu.

Druha ¢ast byla zamétena na aptamery a jejich usporadani v testech. Ddle se pak podrobnéji

vénovala zptisobtm jejich detekce.

Posledni kapitola byla zaméfena na vyuziti aptasenzort v klinické diagnostice biomarkert.
Tato kapitola byla rozdélena podle typu onemocnéni (nddorové, kardiovaskularni a
neurologické). V této kapitole byly shrnuty nékteré aplikace detekénich metod a jejich

vysledky.

Vysledkem této prace je, Zze se aptasenzory jevi jako velmi progresivni ndstroj detekce
biomarkert spojenych s vyskytem nadorti, neurologickych a kardiovaskularnich onemocnéni.
V poslednich letech byl vyvinut velky pokrok smérem k aplikaci téchto technik v klinické
diagnostice. Aptasenzory by jednou mohly plnohodnotné nahradit dnes bézné vyuzZivané
protilatkové biosenzory jako levnéjsi a citlivéj$i nastroj pro detekci vyznamnych klinickych

biomarker.
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