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ANOTACE

Prace se zabyva molekulami miRNA a moznostmi jejich stanoveni pomoci elektrochemickych
metod. Pozornost je také vénovana biogenezi, vyznamu mikroRNA v fadé¢ onemocnéni a
moznostem stanoveni mikroRNA. Jsou uvedeny nékteré konkrétni piiklady konstrukce
biosenzori pro stanoveni mikroRNA.

KLICOVA SLOVA

mikroRNA, biogeneze, biomarkery, rakovina, biosenzory
TITLE

Determination of miRNA using electrochemical methods
ANNOTATION

The thesis studies miRNA molecules and the possibilities of their determination by
electrochemical methods. Attention is also focused on biogenesis, the importance of
microRNAs in many diseases and the possibilities of microRNA determination. Some specific
examples of biosensor design for microRNA determination are given.
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UvVoD

Molekuly miRNA byly objeveny v roce 1993 a ukézalo se, Ze hraji velmi dilezitou roli pfi
diferenciaci, proliferaci ¢i apoptoze. Bylo prokdzano, ze poruchy v expresi mikroRNA mohou
vést napt. k zavaznym posSkozenim imunitniho systému, nebo i ke vzniku nadorovych
onemocnéni. MikroRNA je proto v centru pozornosti védct a jeji vyzkum je velmi zadany.
Bylo nutno zavést spolehlivé metody pro analyzu exprese mikroRNA. V poslednich letech je

hlavnim trendem analyzu zjednodusit, ale hlavné zrychlit.

Tato préace pfinasi shrnuti dosavadnich poznatkii o centrdlnim dogma, DNA, RNA a hlavné o

miRNA, metodéch jejich analyzy a biosenzorech.

Zacatek této prace je zaméiena na historii nukleovych kyselin a centralnim dogma. Poté se

prace zaméfuje i na strukturu a druhy DNA a také i na transkripci, translaci a replikaci.

Dalsi ¢ast se zabyva RNA, a hlavné druhy RNA. Pot¢ je zaméfena na miRNA a to pfedevSim
na jeji vznik a moznosti miRNA jako biomarkeru pfi riznych onemocnénich. Také se tato Cast

zaméfuje na riizné moznosti stanoveni miRNA.

V zéavéru tato prace pojednava o elektrochemickych metodach, jejich vyuziti u miRNA a také
o nékterych elektrodach. Poté se zamétuje i na vyuziti biosenzord, jsou uvedeny piiklady

biosenzori pro detekci miRNA.
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1. Historie nukleovych kyselin

V Tiibingenu zah4jil svou vyzkumnou kariéru Friedrich Miescher, ktery se zabyval fyziologii
lidskych lymfatickych bunék. V roce 1868 hledal snaze dostupny material, zacal studovat bilé
krvinky obsazené v lidském hnisu. Po izolaci bunc¢k alkoholem je inkuboval surovym
ptipravkem pepsinu z praseciho zaludku a ziskal tak Sedou srazeninu ¢istych bunéénych jader
[1]. Jako prvni se Miescher zaméfil na typy proteinli. Proteiny povazoval za nejlepsi cile pro
pochopenti, jak bunky vlastné funguji. Miescher dokézal, Ze hlavnimi slozkami cytoplazmy byly
pravé proteiny (a lipidy), podrobné pak popsal jejich vlastnosti a pokusil se i o jejich
klasifikovani [2]. U¢inkem kyseliny a alkalie vznikla Miescherovi srazenina latky obsahujici
fosfor, kterou pojmenoval nuklein [1]. Tato latka méla sice podobné vlastnosti jako bilkoviny,
ale nebyla proteinem [2]. Pozdé&ji zjistil, Ze tento material je béznou slozkou kvasinek, ledvin,
jater, varlat a cervenych krvinek. [1]. Nuklein nasel i u spermii zvitat (kaprt, Zab, kufat a byk).
Po smrti Mieschera, Albrecht Kossel objevil, Zze se nuklein skldda z dalSich molekul, a to
sacharidu a 4 bazi [2]. V roce 1889 byl zaveden nazev "nukleova kyselina" [3]. V poslednich
letech pred druhou svétovou valkou L. W. Astbury a F. Bell publikovali studii o struktuie DNA
[4]. Mezi lety 1940-1950 Avery, MacLeod a McCarthy experimentalné prokazali, ze DNA je
nositelem genetické informace. Roku 1953 predstavili strukturu DNA Watson s Crick, a tim 1
poskytli prvni vhled, jak DNA funguje [2]. Navazali tak na objev od Rosalindy Franklinové,

ktera pouzitim rentgenové difrakéni analyzy urcila strukturu molekuly DNA [5].

Nukleové kyseliny maji v buiice dualezitou funkci. Jsou ulozistém genetické informace
odpovédné za prenos dédi¢nych vlastnosti z rodic¢i na déti a z jedné buiiky do druhé. Zajist'uji
syntézu bunécnych proteinit a jsou zodpovédné za spravné sestaveni aminokyselin v
definovanych sekvencich. Morfologicka a funkéni jedinecnost kazdé zivé bytosti je urena
informacemi obsazenymi v jejich nukleovych kyselinach. Obsahuji uhlik, vodik, kyslik, dusik
a fosfor, maji také kysely charakter a nachazeji se ve vSech zivych bytostech [6]. Nukleova
kyselina je schopna fidit proces syntézy bilkovin urcujici dédi€né vlastnosti kazdé zivouci véci

[7].
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2. Centralni dogma molekularni biologie

Pted vice jak Sedesati lety byl F. Crickem predstaven diagram nazvany centralni dogma (CD)
[8]. Popisuje pienos genetické informace z DNA na RNA a do proteinu. CD zahrnuje Ctyii
klicové procesy, kterymi jsou: replikace DNA (DNA na DNA), reverzni transkripce (RNA na
DNA), transkripce (DNA na RNA) a translace (RNA na protein). V CD je tedy geneticka
informace ptfenesena z DNA pies RNA na protein. DNA je z4sadni determinantou pfi regulaci
integrity a stability genomu [9]. Rychlost ctyt kliCovych procest CD je fizena raznymi
regulatory. Rychlost transkripce je fizena transkripcnimi faktory a remodelatory chromatinu.
Translace je dana proteiny, které vdzou RNA a nekddujici RNA [10]. DNA je nukleova
kyselina, ktera je dvoufetézcova a je nositelkou genetické informace. RNA je také nukleova
kyselina, kterd se sklada z vlakna nukleotidi a ty jsou navzajem spojené kovalentnimi vazbami
[11, 12]. RNA se d¢li na koédujici a nekddujici. Kodujici RNA je prekladana do proteinu.
Nekodujici RNA (ncRNA) jsou skupinou transkriptd, které nejsou pieloZzené do proteinu

procesu translace. Jsou déleny piedevsim na malé molekularni ncRNA a delsi ncRNA [13].

2.1. Chemicka struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny se pfirozené vyskytuji jako chemické slou€eniny, které se mohou rozkladat
za vzniku kyseliny fosforecné, sacharidu a smési organickych bazi, kterymi jsou puriny a
pyrimidiny. Nukleova kyselina je hlavni molekulou, ktera je schopna pfenaset informace buiiky
a dokaze i tidit proces syntézy bilkovin urcujici dédi¢né vlastnosti kazdého zivého organismu

[14].

Kazda nukleova kyselina je polynukleotidem. Jedna se o molekuly s dlouhym fetézcem, které
jsou slozené z tady stavebnich jednotek, nukleotidi. Kazdy nukleotid se dale sklada z
aromatické baze (nukleové baze), kterd obsahuje dusik ptipojeny k cukru (pentdza) a ten je

pripojen k fosfatové skupiné [7].

Zékladem kazdé nukleové kyseliny je péti-uhlikaty monosacharid: v pfipadé ribonukleové
kyseliny (RNA) je to B-D-rib6éza a jeji deoxyderivat 2-deoxy-B-D-ribéza v piipadé
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). U obou typti nukleovych kyselin jsou do struktury
zapojeny dale zbytky kyseliny fosfore¢né, fosfatové skupiny, které fosfodiesterovou vazbou
propojuji uhliky 3¢ a 5° ptisluSnych pentoz. Stiidajici se fosfatové skupiny a monosacharidové
jednotky tvofi pentdza-fosfatovou patet u obou typt nukleovych kyselin. Posledni sloZkou jsou
dusikaté baze, které jsou derivatem dvou heterocyklickych sloucenin, pyrimidinu a purinu,

majici slabé zasadity charakter (viz. obr. 1) [7, 15].
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Obradzek 1: Struktura polynukleotidového retézce nukleové kyseliny. Prevzato z: [16].

2.1.1.  Nukleové baze

Sefazeni bazi je dulezité, protoZe genetickd informace je uloZena v molekule DNA (RNA)
pravé diky spravnému fazeni bazi. Vlakna drzi pohromadé diky spravnému parovani bazi na
protilehlych vldknech, ktera se tidi dvéma komplementarnimi principy a to: velikosti a
komplementaritou bazi. Diky komplementarité se velka 9-atomové purinova baze (A=adenin,
G=guanin) miZze parovat smalou 6-atomovou kruhovou pyrimidinovou bazi
(U/T=uracil/thymin a C=cytosin) [17]. DNA se sklada z adeninu, guaninu, thyminu a cytosinu
[18]. RNA obsahuje baze adenin, guanin, uracil a cytosin (viz. obr. 2) [1].

NH» 0
PURINY I
NH ﬁ/ NH N/ NH;
Adenin Guanin
PYRIMIDINY 0 NH, O|
H,C
3 3NH | XN | NH
TN S WP
NHLO NH ™0 NH ™0
Thymin Cytosin Uracil

Obrdzek 2: Purinové a pyrimidinové bdze. Prevzato a upraveno z: [19].
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Za nejvice se vyskytujici ribonukleotid v téle je povazovan adenosin 5'-trifosfat (ATP). Je
univerzalnim nosi¢em energie v Zivém organismu. Nukleotidy jsou také prekurzory ne¢kterych
koenzymt, pouzivaji se i v reakcich, kde dochazi napt. k pfeméné zivin na energii. Adenosin a
guanosin jsou nukleosidy, které v bunkéach maji funkci pfenosu vnéjsich signali na bunécnou
odpoveéd’ a také se podileji na syntéze proteinti. V nizkych bunéénych koncentracich jsou
zastoupeny pyrimidinové nukleotidy, které ale také mohou plnit rizné funkce. Uridin difosfat
(UDP)-glukéza a cytidin difostat (CDP)-lipid, jsou aktivnimi meziprodukty syntézy glykogenu
a membran [20, 21, 22].

Oligonukleotidy jsou kratké, jedno-vlaknové nebo dvou-vldknové DNA nebo RNA molekuly,
které zahrnuji i antisense oligonukleotidy, interferentni RNA a aptamer RNA. Oligonukleotidy

RNAI1 jsou urceny hlavné pro regulaci genové a proteinové exprese [23]. Oligonukleotidy se

v vy
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3. Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleova kyselina je nositel genetické informace a je to také zakladni material
biologické dédi¢nosti. Diky sekvencim nukleovych kyselin, které¢ se lisi v kazdém zivém
organismu, patogenu ¢i viru, dokdZeme rozpoznat a urit riizné druhy nemoci [25]. DNA

dokaze uchovat informace pro syntézu proteint [26].

3.1. Struktura

Struktura DNA poskytuje ochranu atomiim bazi pfed chemickou modifikaci [28]. DNA je
pravotociva dvousSroubovice neboli dvojita Sroubovice [12]. Ve stiedu dvojité Sroubovice se
nachazi jednotlivé baze. Fosfatova zakladna neboli patei nukleovych kyselin se nachazi na
vnéj§i stran¢ Sroubovice. Pro rtzné procesy, jako je replikace, transkripce, se
deoxyribonukleovd kyselina musi uvolnit, aby mohla poskytnout pfistup ke genetickym

informacim, které jsou ulozené ve stiedu dvojité Sroubovice [28].

Hlavni konformace dvojité Sroubovice deoxyribonukleové kyseliny je B-forma. Dale mame
konformace odlisné od B-formy a to: pravotoCivou A-formu DNA, ktera vznikd z B-formy
v prosttedi nizké aktivity vody [29]. Monokrystalickd rentgenova struktura fragmentu
deoxyribonukleové kyseliny, ¢imz byl samokomplementarni hexamer DNA d(CG)s, ukazala,
ze existuje i levotociva dvojita Sroubovice Z-DNA, ktera ma dva antiparalelni fetézce tvorené

bazemi (viz. obr. 3) [30].

Obrdzek 3: Druhy konformaci DNA. Prevzato a upraveno z: [31].
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3.2. Druhy DNA

Mitochondrialni (mtDNA) je sav¢i kruhovou dvouvldknovou molekulou, kterd koduje 13
proteintl, z nichz jsou vSechny podjednotky dychaciho fetézce, kdduje 1 24 slozek RNA (22
tRNA a 2 rRNA), které jsou nezbytné pro syntézu mitochondridlnich proteinti. Savci
mitochondrie dle odhadu obsahuji ptiblizné 1500 riiznych proteinti, z toho vyplyva, ze vétSina

mitochondrialnich proteint je kodovano geny jaderné DNA [32].

U plazmidové DNA (pDNA) jsou plazmidy dvouvldknové molekuly DNA kovalentné
uzaviené. Ty, co jsou uréené k terapeutické aplikaci obsahuji lidské nebo nelidské geny a ve
srovnani s proteiny jsou velmi velké. Plazmidy jsou extrachromozomalni, autonomné se
replikujici molekuly DNA [33]. Osa, kterou tvoii Sroubovice pDNA miize byt stocena i

v prostoru a vytvofit tak molekulu vyssiho fadu, kterd se nazyva supercoiled pDNA [34].

Dalsi druh DNA je Plastidovda DNA. Plastidy, také nazyvané jako chloroplasty, jsou
eukaryotické organely v typickém piipad¢ slouzici pii fotosyntéze [35]. Plastidy se podileji na
bunééném a energetickém metabolismu, na skladovani a reprodukci. Plastidova geneticka
technika je organizovana prokaryotickym zpisobem. Existence DNA v mnozstvi organel, které
jsou definované jako plastidy, je pravdépodobné univerzalni. DNA byla cytologicky prokdzana
ve vSech hlavnich rostlinnych kmenech, stejné jako ve vétSin€ vyvojovych modifikacich
organely. Diikazy jsou k dispozici z experimentii Oenothera a ty naznacuji, ze plastidovd DNA

(ptDNA) je ontogeneticky odlisna a je prenasena nezavisle na jaderné DNA [36].

3.3. Transkripce a translace

Vsechny Zivé organismy obsahuji systém replikace svého genomu. Pomoci DNA polymerazy,
ktera je pteloZzena z mRNA je genomova DNA replikovdna. Organismy mohou pfenést svou

genetickou informaci na své potomky diky transkripci a translaci [37].

Transkripce je postup, pii kterém je geneticky kod prepsan z DNA do molekuly mediatorové
RNA (mRNA) [38]. Transkripce probihd v jadfe a je zahdjena vazbou RNA-polymerdzy a
specidlnich proteint, které se oznacuji jako transkripéni faktory, k tzv. promotoru [39].
Promotor zahajuje transkripci, pfi které se RNA polymeraza a faktor transkripce verbuji do
promotoru, RNA polymeraza se zaktivuje a tim se rozvine dvousroubovice DNA [38]. Timto

.....

promotorova oblast pepisovaného genu), enzym RNA-polymeraza a transkripéni faktory [39].
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Poté se postupné pripoji baze na zakladé komplementarity, pficemz mezi molekulami
templatové DNA a novée syntetizované RNA dochazi k vytvareni parti adenin-uracil a guanin-
cytosin. Pfipojovani probiha az do okamziku, kdy dojde k dosaZeni specifické sekvence, kterd
je znamkou ukonceni celého procesu (stop kodon: UAA, UAG a UGA). Dojde tak k oddéleni
RNA-polymerasy od vlakna DNA. Vysledkem transkripce je molekula RNA, kterda musi jesté
projit specifickymi upravami, napt. sestithem a teprve poté miize plnit svoji funkci v cytosolu

bunky [39].

Translace, nebo-li preklad, je velmi dilezitym procesem zivota. Zodpovidaji za ni ribozomy,
které ¢tou zpravu zakédovanou v medidtorové RNA (mRNA) [26]. Pfi syntéze proteint je tedy
informace uloZzend v mRNA a pfekladana do sekvence aminokyselin v odpovidajicim
polypetidovém fetézci. Aminokyseliny, které jsou volné musi byt nejprve aktivovany reakci
s ATP a teprve poté mohou byt pieneseny na 3‘-konec odpovidajici transferové RNA (tRNA)
za tvorby aminoacyl-tRNA [39].

Proces translace je tvofen ve tfech stupnich: iniciace, elongace a terminace. Zahéjeni iniciace
aminoacylem-tRNA, ktery nese prvni aminokyselinu. U eukaryotli je tato aminokyselina
methionin a vznikd Met-tRNA. Ke komplexu se dale pfipoji guanosintrifosfat (GTP) a
ribosomalni podjednotka [39]. Velké ribozomalni podjednotka m4 tfi mista, na které se mohou
vazat molekuly tRNA a aminokyselinové misto, kde se aminoacyl-tRNA antikodonova baze
paruje s kodonem mRNA. To zajisti, Ze se spravnd aminokyselina ptfidd do rostouciho
polypeptidového tetézce. V polypeptidovém misté je aminokyselina pfenesena z jeji tRNA do
rostouciho polypeptidového fetézce. Misto vystupu je u transferové RNA, nez se uvolni do

cytoplazmy, aby mohla navéazat dal$i aminokyselinu a mohla tak opakovat proces [27].

Elongace nebo-li prodluzovani je proces, ktery zacind dodanim pfibuzné elongac¢ni transferové
RNA do aminokyselinového mista (A) ribozomu [17]. Kdyz se komplex aminokyselin
transferové RNA navaZze do mista A, tak se guanosintrifosfat (GTP) §tépi na guanosidifosfat
(GDP) a poté se uvolni. Po vytvofeni peptidové vazby mezi sousedici prvni a druhou
aminokyselinou, dojde k dalsimu posunuti nebo translokaci ribozomu. To zpiisobi obsazeni E
mista tRNA, kterd je pak uvolnéna do cytoplazmy, kde vyzvedne nasledujici aminokyselinu.

Tento proces se opakuje, dokud nedojde k ptecteni vSech kodoni v mRNA molekulami tRNA
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a dokud aminokyseliny ptipojené k tRNA nejsou spojeny dohromady v rostoucim fetézci ve

vhodném potadi [40]. (Viz. obr. 4)

CENTRALNI DOGMA
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Obradzek 4: Centralni dogma molekuldrni biologie. Prevzato a upraveno z: [41].

3.4. Replikace

U replikace dochazi k syntéze DNA, jejim vysledkem je vznik dvou identickych
dvouretézcovych molekul DNA. Timto stylem se zajisti uchovani a ptredani genetické

informace [39].

Nejprve se segment DNA z vysoce organizovanych nukleozomt uvolni z histond a dalSich
proteint, které zhusti jeho strukturu. Dvojita Sroubovice DNA se poté odvine, ob¢ vlakna se
oddéli a jsou zpiistupnéna pro nové parovani bazi. Nové nukleotidy jsou spojeny kovalentni
vazbou a sekvence rostouciho fetézce se provadi komplementarnim parovanim bazi s vlaknem
Sablony. Histony se poté pfidavaji zpet do obou duplext s piisluSnymi modifikacemi pro

zachovani epigenetickych signala [42].

.....

rozvinuti dvousroubovice DNA a k vytvoteni replikac¢nich bublin. Kazdé rozvinuté vldkno
DNA je ptedlohou, nebo-li templatem, pro syntézu nového vldkna DNA. Zodpovédnost za
postupné piipojovani nukleotidii na principu komplementarity bazi méd DNA-polymeraza.
Zahgjeni uc¢inku DNA-polymerdzy je nezbytny tzv. primer, tj. kratky fetézec RNA, ktery je
v replikacni bubliné komplementarni k urcité ¢asti DNA. ProdluZovani syntetizovaného vlakna
lze provést pouze ve sméru 5' — 3', ke kontinualni syntéze dochazi jen u jednoho z fetézcii
(vedouci fetézec). U druhého, ktery nese oznaCeni jako opozd'ujici se fetézec, se replikace

uskutecniuje po castech (Okazakiho fragment), které jsou poté nasledné navzajem spojeny do
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souvislého vlakna. Replikace je ukoncena, jsou-li vytvoiena obé kompletni nova vlakna DNA

[39].
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4. Ribonukleova kyselina RNA
Struktury DNA a RNA jsou pfizptisobeny své roli informac¢nich molekul [43]. Ac¢koli RNA a

DNA jsou tvofeny podobnymi stavebnimi jednotkami, vysledné molekuly jsou zcela odlisné.
Pokud jde o slozitost a rozmanitost jejich trojrozmérnych struktur, RNA jsou mnohem vice

podobné proteinim nez DNA [44].

Vyskytuji se 3 nejznaméjsi typy RNA: tRNA, rRNA a mRNA. Tyto typy se od sebe lisi
primdrni a sekundarni strukturou, funkei i velikosti. Vesmés jde o jednovlaknové fetézce. Presto
nékteré RNA (rRNA, tRNA) vykazuji komplementarni vazby mezi bazemi, ale pouze v ramci
jednoho fetézce a jen v jistych tsecich. Na misté, kde se uplatiiuje komplementarita, se jedna
také o vodikové miistky mezi cytosinem a guaninem (stejné jako v DNA), ale s adeninem se
misto thyminu paruje také dvéma vodikovymi mustky uracil. Pomér mezi purinovymi a
pyrimidinovymi badzemi je rozmanity, nerovna se jedné jako u DNA, to plati pro vSechny typy

RNA. Spolecné pro vétSinu RNA je také to, ze se podileji na syntéze bilkovin [45].

4.1. Mediatorova (messenger) RNA

Mediatorova RNA (mRNA), informac¢ni, messengerova (messenger = posel), je upravenym
otiskem urcitého iseku DNA (strukturniho genu) a je pfenaSecem informaci z jadra k ribosomu
[45]. Ve srovnani s jinymi RNA jsou medidtorové RNA nejvétsimi molekulami, jejich

biologicky polocas se pohybuje v rozpéti desitek minut az hodin [39].

Ze vsech typti RNA jsou nejméné hojné pravé mRNA. Ve vétSiné bunck nevytvaii vice nez
5% az 10 % celkové bunécné RNA. Mediatorova RNA se tvorii, kdyz je potieba, fidi syntézu
proteintl a poté je degradovéna tak, aby nukleotidy mohly byt recyklovany [46].

Mediatorova RNA je uplatnéna v cytosolu jako matrice pfi syntéze proteinil. Pro kazdy protein,
ktery je tvofen bunkou, existuje specifickd mRNA. V nukleotidové sekvenci mRNA je
zakddovano potadi aminokyselin daného proteinu. Kazda z 20 kodovanych aminokyselin je ve
struktufe mRNA vyjadiend trojici (tripletem) po sobé jdoucich bazi, oznacovanou jako kodon

[39].

4.2. Transferova RNA

Transferovda RNA molekula (tRNA) umoznuje ¢teni genetického kodu. Funguje na zptisob

molekularniho adaptéru, ktery spojuje mediatorovy RNA kodon se specifickou aminokyselinou
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[44]. Jsou skupinou podobnych molekul, které pienaseji aktivované aminokyseliny

k ribozomiim a umoziuji tak pochod translace. Molekuly transferové RNA jsou malé [45].

Aminokyseliny mohou byt rozpoznany vice nez jednou tRNA, z ditvodu existence podobnych
kodonu. Piedpokladd se, ze ve skuteCnosti je v eukaryotickych buinikdch az 100 riznych

transferovych RNA [44].

4.3. Ribosomalni RNA

Molekuly ribosomalni RNA (rRNA) maji tendenci byt pomérné velké, na rozdil od transferové
RNA, v buiice existuje jen n€kolik typt ribosomalni RNA. Vzhledem k blizkému spojeni mezi
ribosomalni RNA a proteint, je uziteCnym piistupem k pochopeni struktury ribosomalni RNA

zkoumanim samotnych ribozomu [46].

Ribosomélni RNA se vyskytuji v nékolika typech, které se odliSuji velikosti (100-500
nukleotidl) 1 slozenim bazi a charakterizuji se pomoci specifické sedimenta¢ni konstanty (S).
Predstavuji az 80 % vSech RNA ptitomnych v buiice. Ribosomdlni RNA jsou strukturni soucast
podjednotek ribosomil, na nichz probiha syntéza proteinii [39]. Je také velmi slozitd a jeji

modifikované baze a rozsahlé sit€¢ bazi RNA ptispivaji k funkéni univerzalnosti [44].

Ribozomy jsou ribonukleoproteinové castice univerzalné konzervované, které umoziuji
dekddovani genetické informace prenasené v mRNA do aminokyselinovych fetézci, proteint
[47]. Ribozomy jsou hlavné mistem syntézy bilkovin a skladaji se ze dvou podjednotek (velké
a malé). Pocet, sloZeni a velikost ribosomli zdvisi na druhu a funkci bunck. Eukaryotni

ribozomy maji sedimenta¢ni konstantu 80S a jejich podjednotky 60S a 40S [45].

4.4, Mala jaderna RNA (Small Nuclear RNA)

Mala jadernda RNA (snRNA) se nachéazi, z ndzvu, v jadru eukaryotickych bunék. Tento typ
RNA je dlouhy asi 100 az 200 nukleotidti, ale neni molekulou tRNA ani malou podjednotkou
rRNA. Maléd jadernd RNA je v buiice komplexovéna s proteiny, které tvoii malé jaderné
ribonukleoproteinové ¢astice, obvykle zkracené snRNP. Maji funkci pomoct se zpracovanim

pocatecni mRNA piepsané z DNA do zralé formy, ktera je ptipravena k exportu z jadra [46].
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5. MikroRNA

Viktor Ambros soucasn¢ s Gary Ruvkunem vroce 1993 poprvé objevili mikroRNA u
Caenorhabditis elegans a nyni jsou zndmy uz u zivocichi, rostlin, a 1 nékterych vira [48].
MikroRNA (miR, miRNA) jsou malé nekddujici RNA pusobici jako post-transkripéni
regulatory genové exprese. Hraji dalezitou roli téméf ve vSech biologickych drahach, véetné

vyvoje, diferenciace, bunécného cyklu, proliferace a apoptozy [49].

MikroRNA jsou kratké molekuly RNA o velikosti 19 az 25 nukleotidi. Jedna mikroRNA miize
cilit na stovky mRNA, a tim ovliviiovat expresi mnoha gent. Bylo prokazano, ze mikroRNA
se podili na patogenezi napt. u alergickych onemocnéni [5S0]. MikroRNA jsou povazovany za
negativni regulatory genové exprese, které dokdzi inhibovat translaci. Také podporuji
degeneraci messenger RNA parovanim bazi s komplementarnimi sekvencemi v 3'-
nepfekladané oblasti transkripti messenger RNA, které obsahuji proteiny [51]. Hraji také

velkou roli jako biomarkery onemocnéni a mohou byt i terapeutickymi cili u nékterych chorob

[52].

U lidi bylo objeveno vice nez 2500 mikroRNA a mnoho z nich je zachovano 1 u jinych druhi
zivoCichl. MikroRNA se Ucastni téméf vSech zakladnich bunéénych funkci, véetné vyvoje,
nemoci a starnuti. V poslednich letech doslo k velkému nértstu znalosti biogeneze mikroRNA.

Terapie a markery zaloZzené na RNA maji klinicky vyznam [53].

5.1. Vznik mikroRNA

Vznik mikroRNA je zpocatku v jadte jako primarni transkript (pre-miRNA) RNA polymerazy
II [54]. Tyto transkripty maji schopnost tvofit vlasenkové smycky, které jsou rozpoznany
enzymem Drosha [55]. Endoribonukleolytické enzymy jsou zodpovédné za sestiih miRNA pii
jeji biogenezi. Po sesttihu se uvolni ~70 nt pre-miRNA. Ta se pomoci Exportinu-5 v komplexu
s Ran-GTP pfemisti do cytoplazmy, kde je upravena druhou endoribonukleolytickou reakci,
jejimz katalyzatorem je Dicer a ziska se ~22 nt RNA duplex, kterému vystupuji 3* pievisy na
obou koncich. Duplex se poté ucastni reakce s proteinem a vneseni zralé miRNA do miRISC

(miRISC- mikroRNA induced silencing complex), zbytek vldkna se uvolni a je degradovéano

(viz. obr. 5) [56].
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Obrdzek 5: Vznik mikroRNA. Prevzato a upraveno z: [57].

5.2. mikroRNA jako biomarkery onemocnéni

Rakovina je jednou zhlavnich pfi¢in Umrti na celém svét€. Védei v poslednich tfech
desetiletich identifikovali nové cilové molekuly specifické pro rakovinu. Ty umoznily vyvinout
cilenou protinddorovou terapii s vyznamnym snizenim vedlejSich G¢inkti. Molekuly miRNA
dokézou ovlivnit signalni transdukéni dradhy pro preziti a proliferaci rakovinnych bunék.
MikroRNA hraji roli jako modifikatory transkripce a translace kli¢ovych regula¢nich proteint,

podileji se na vyvoji a progresi rakoviny [58].

U vice druht rakoviny byla zjisténa dysregulovana mikroRNA, kde pisobi jako onkogeny i
nadorové supresory. Prvni souvislost mezi dysregulaci mikroRNA a rakovinou byla popsana
Calinem a kol. (2002) studiem chromozomu 13q14 [49]. MikroRNA, které souviseji s lidskym

onemocnénim na 13q14 chromozomu jsou: miR-15a a miR-16-1 [59].

Za normalnich fyziologickych podminek funguji mikroRNA tak, Ze chrani klicové biologické
procesy vcetné bunécné proliferace, diferenciace a apoptoézy. Dysregulace jedné nebo malé
podskupiny mikroRNA ma vliv na expresi nékolika stovek messenger RNA, které pohdni
bunky k transformaci [59]. Chybna exprese miRNA muze narusit fadu bunéénych signalnich

drah a vyrazné tak ovlivnit vznik a vyvoj rakoviny [49].

MikroRNA se podili na komunikaci mezi nadorovymi buiikkami a okolnim nédorovym
mikroprostiedim (TME). Interakce mezi slozkami okolniho nadorového mikroprostiedi a

nadorovymi buntkami muze piimo ovlivnit vSechny aspekty biologie rakoviny [58].
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Dysregulaci mikroRNA zpisobuji rizné mechanismy. Jeden z nich popsali Nawaz a kol.
(2017), kteti zjistili, ze mikroRNA-4484 je down regulovany tumor supresor u glioblastomu.
Nachazi se na kiehkém lokusu u chromozomu 10, ktery prochézi somatickymi zménami v poctu

kopii prostiednictvim odstranéni sekvence mikroRNA [58].

MikroRNA jsou také dilezitymi ukazateli 1ékové rezistence, protoze exprese mikroRNA
v chemorezistentnich rakovinnych buitkdch se casto li§i od exprese v jejich rodiCovskych
chemosenzitivnich buitkdch. Nedavné studie zjistily vyskytujici se odliSnou expresi cirkulujici
mikroRNA v séru pacientli s rakovinou, coz je objev, ktery oteviel nové pole v prevenci
rakoviny a v¢asné detekci [49]. Pfitomnost urCitého typu cirkulujicich mikroRNA silné€ koreluje
s projevem, invazi a metastazami rakoviny, coz znaci, ze cirkulujici mikroRNA mohou slouzit

jako tfida novych biomarkerti pro v€asnou detekci a prognézu rakoviny [60].

Yin Yang 1 (YY1) je transkripcni faktor, ktery hraje klicovou roli v riznych biologickych
procesech, vcetné bunécné proliferace, diferenciace a vyvoje [61]. Zhang a kol. (2013)
naznacili, ze miR-7 potlacuje tumorgenezi kolorektalniho karcinomu tim, Ze se zamétfuje ptimo
na onkogenni gen Yin Yang 1. Prokazalo se, ze exprese Yin Yang 1 je spojena se Spatnym

prezitim u pacientt s kolorektalnim karcinomem [62].

Uloha miR-25 na rakovinu miZe byt onkogenni nebo nador supresivni u riznych druhd
rakoviny, napf. u adenokarcinomu plic [63] ¢i rakoviny zaludku [64]. MiR-25 inhibuje
proliferaci bun€k karcinomu Stitné zlazy tim, ze cili na EZH2 [62]. EZH2, histonova
methyltransferazova podjednotka polykombového represorového komplexu, je opakované
mutovana v nékolika formach rakoviny [65]. EZH2 funguje jako podjednotka v ramci
polykombinacniho represivniho komplexu 2 (PRC2). EZH2 reguluje trimethylaci histonu (H3)
pfi lysinu 27 (H3K27me3). EZH2 je hlavni regulator epigenetickych modifikaci [62].

Dysregulace miR-26a se zapojuje do riznych biologickych procesii, véetné proliferace,
migrace, invaze, angiogeneze a metabolismu, prostfednictvim cileni na vice mRNA. Bylo také
zjiSténo, Ze snizend exprese miR-26a mize zpisobit rezistenci k cisplating€ a u lidi podporovat
rust a migraci rakoviny plic. EZH2 je cilem miR-26 [66]. Bylo prokdzano, Zze miR-26a mé
potlacujici roli u riznych typi rakoviny, jako je renalni karcinom [67] rakovina prostaty [69].
MiR-26a vykazuje nadorové supresivni u¢inky u nasofaryngealniho karcinomu, tim Ze potlaci

EZH2 [62].

Bylo prokazano, ze rodina miR-29 hraje klicovou roli v regulaci virové replikace. Rodinu miR-

29 tvori Ctyfi blizké miRNA, miR-29a, miR-29b-1, miR-29b-2 a miR-29¢ [68]. Cili na DNA
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methyltransferazu 3A (DNMT3A) a DNA methyltransferdizu 3B (DNMT3B) piimo
v karcinomu plic a glioblastomu a nepiimo cili na DNA methyltransferdzu 1 (DNMTT1) u akutni

myeloidni leukémie [62].

MiR-30d-5p funguje jako nddorovy supresor u nemalobunééného karcinomu plic
(NSCLC=Non-Small Lung Cancer) [70] a karcinomu Stitn¢ Zlazy [62]. Navic ektopicka exprese
miR-30d potlacuje proliferaci bun¢k karcinomu §titné Zl1azy regulaci EZH2 [62].

U rakoviny zaludku byla identifikovana skupina mRNA cilena na miR-34, ktera je potencialnim
naslednym mediatorem uc¢inku exosomalni miR-34 u rakoviny zaludku [71]. Pravé okogenni
gen Yin Yang 1 se piimo zaméfuje na rodinu miR-34 (miR-34a, miR-34b a miR-34c) u

rakoviny zaludku [62].

Studie uvadéji, ze miR-101 je snizena u riiznych typt rakoviny a potlacuje progresi rakovinnych
bunck, jako je rakovina mocového méchyie [72], rakovina prsu [73], rakovina zaludku a
rakovina plic [62]. Pfi genomové ztraté¢ miR-101 u rakoviny dojde k nadmérné expresi EZH2,

coz vede k progresi rakoviny [62].

MikroRNA-138 piisobi jako nadorovy supresor u nemalobunééného karcinomu plic, karcinomu
zlucéniku a osteosarkomu. Prokazalo se, ze mikroRNA-138 ma funkci potlacujici nador tak, ze

se zamétuje na EZH2 a zvySuje apoptdzu indukovanou cisplatinou u osteosarkomu [62].

Ukazalo se, Ze mikroRNA-185 (miR-185) hraje kritickou roli v tumorgenezi a progresi nadoru
u lidskych nadort, jako je melanom, kolorektalni karcinom, rakovina vaje¢nikt [74]. Zhang a
dal$i oznamili, Ze mikroRNA-185 je down regulovan v gliomovych bunikéch a cili na DNA
methyltransferazu 1. U gliomu mikroRNA-185 lokus na chromozomu 22q11.2 vykazuje ztratu
heterozygotnosti a ektopickd exprese mikroRNA-185 inhibuje globalni methylaci DNA a
indukuje expresi promotorovych hypermethylovanych genti [62].

5.3. Moznosti stanoveni miRNA

Detekce miRNA je dulezita pro zékladni vyzkum v biologii a pro molekularni diagnostiku a
1é¢bu nemoci. Jedine¢né vlastnosti miRNA, jako je mala velikost, nizky obsah v tkénich a
buiikach a podobné sekvence, zejména clend rodiny miRNA, piedstavuji vyzvu pro metody
detekce. V poslednich letech se zvySujicim se rozvojem vyzkumu miRNA bylo vyvinuto vice
metod pro detekci miRNA, liSicich se z hlediska citlivosti, multiplicity, specificity, zobrazovani

in situ atd [75].
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Vétsina metod detekce miRNA, jako je kvantitativni polymerazova fetézcova reakce v readlném
case (QRT-PCR) nebo northern blotting a microarray, umoziuji detekci miRNA v roztocich
nebo bunéénych lyzatech [76]. I kdyz tyto metody ukézaly velkou vyuzitelnost pro detekci
miRNA, tak stale existuji ur€ité slabiny. Northern blotting vyzaduje velké mnozstvi detekéniho
vzorku a je ¢asov€ narocny. Tato metoda nemulze kvantitativné detegovat miRNA s vysokou
citlivosti a specificitou. Microarray ma navic nizkou rozliSovaci schopnost prekurzoru miRNA
a zralého miRNA. Pro qRT-PCR je reverzni transkripce z miRNA do cDNA pomérné obtizna

kvtli malé velikosti miRNA, ktera vyZaduje navrh sofistikovanych sekvenci [77].

5.3.1. Northern blotting

Northern blotting byl povazovan za zlaty standard mezi dobfe zavedenymi analytickymi
technikami. Ty byly tradicné pouzivany pro detekci konkrétni skupiny RNA z celé skupiny
RNA pomoci frakcionace dle velikosti [78].

Jedna se o semikvantitativni techniku, kterd mize byt pouzita k vyhodnoceni genové exprese v
ruznych ¢asech, mezi riiznymi tkanémi nebo napii¢ druhy. Nejenze pomaha urovat velikost
transkriptu, ale zaroven identifikuje jeho alternativné sestfihané varianty [78]. Northern blotting
vSak obecné vyzaduje separaci pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE),
pfenosem z gelu na membranu a detekci pomoci oligonukleotidovych sond znacenych napf.

radioaktivnim znacenim s n¢kolika promyvacimi kroky [75].

Slozité postupy a nizka citlivost omezuji jeho Siroké uplatnéni. Byly proto vyvinuty rizné
piistupy ke zlepSeni detekce miRNA zaloZené na northern blotu. Pro zvySeni citlivosti a
specificity analyzy byly vyuzity oligonukleotidové sondy modifikované uzamc¢enou nukleovou
kyselinou (LNA) a zesitovani miRNA, zprostiedkované 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
karbidimidem [75]. Valoczi a kol. (2004) ve své studii prokazali, ze detekce miRNA sondami
modifikovanymi LNA v northern blotech byla asi 10krat citlivéjsi nez detekce sond DNA [79].

Northern blotting ma slibné&jsi piistup pro studii malych RNA. Zobrazuje distribuci velikosti
miRNA prekurzorti a zralych forem, v rozmezi od ~1000 nukleotidii (nt) pro pri-miRNA, 120-
160 nt pro pre-miRNA a 20-25 nt pro zralé miRNA [78].

5.3.2. Microarray

MiRNA microarray je hlavni technika pro realizaci analyzy profilovani miRNA. Microarray
analyza se obvykle provadi fixaci znamé sekvence DNA sond s vysokou hustotou na pevny

povrch jako je sklenéna nebo nylonova membrana. Nasleduje interakce s rtiznymi cilovymi
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molekulami miRNA na zaklad¢ hybridizace nukleovych kyselin mezi cilovymi miRNA a jejich
odpovidajicimi komplementarnimi sondami s detekci intenzity signalu hybridiza¢nich sond

[75].

Microarray mohou detekovat jednonukleotidové polymorfismy, mapovat exonové spoje a
detekovat fuzni geny, ale pouze s Cipy navrZzenymi pro tyto ucely [80]. Microarray mtize
realizovat analyzu vice miRNA soucasné. Néklady na vyrobu a detekci jsou vSak vysoké.
Selektivita metody microarray mize byt nizka kvili vysoké podobnosti sekvenci a kratké
sekvenci miRNA. Je proto velmi diilezité, aby analyza miRNA microarray vyuzivala citlivou a
specifickou detek¢ni metodu, jako je fluorescencni, chemiluminiscenc¢ni, elektrochemicka

detekce [75].

Alhasan a kol. (2012) vyvinuli ¢ip Scanometric MicroRNA (Scano-miR) za pomoci konjugata

sférické nukleové kyseliny (SNA) a zlatych nanocastic, jak je zndzornéno na obrazku 6.
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Obrdzek 6: Schéma Scano-miR Cipu. Pfevzato a upraveno z: [75].

Test vyuziva univerzalni sondu pro enzymatickou vazbu izolovanych miRNA s naslednou
hybridizaci na miRNA microarray. Po odmyti nenavazanych druhtt miRNA byly nasledné
hybridizovany univerzalni konjugaty nanocastic zlata (SNA-AuNPs), které slouzi k detekci

zachycené miRNA. Dale byla intenzita signalu rozptyleného svétla zesilena nanesenim zlata.

Diky amplifikanimu protokolu srozptylem svétla a vysokou specificnosti a
reprodukovatelnosti dokazal systém Scano-miR detekovat miRNA s nizkou hodnotou jiz od
30fM. To znamend, Ze ve srovndni s detekénimi systémy zaloZenymi na molekularnich
fluoroforech poskytuje vyssi citlivost pro cilové miRNA. Uplatnéni platformy Scano-miR ve
formatech ¢ipti s vysokou hustotou demonstrovalo jeji uziteCnost pro vysoce vykonné a

multiplexované profilovani miRNA z riznych biologickych vzorka [75].
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5.3.3. Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je popularni technikou molekularni biologie pro
enzymatickou replikaci DNA bez pouziti Zivého organismu [81]. Pfichod PCR radikaln¢ zménil
biologickou védu od doby, kdy byla poprvé objevena. Umoznila specifickou detekci a produkci
velkého mnozstvi DNA [82]. Tato technika poskytuje mnohonasobné zesileni malého mnozstvi
molekuly DNA exponencidlnim zpiisobem. Tuto techniku vyvinul v roce 1983 Dr. Kary Mullis.
[81]. Je velice citlivd a mlZe vytvaret miliony az miliardy kopii urcitého produktu pro

klonovani, sekvenovani gent a analyzu [82].

PCR je jednoduchy, ale elegantni enzymaticky test umoZznujici amplifikaci specifického
fragmentu DNA z komplexni skupiny DNA. PCR je provadéna pomoci DNA z rtznych
organismil a tkani, véetné periferni krve, kiize, vlast, slin a mikrobli. PCR vyuziva pouze
stopové mnozstvi DNA, aby se vygeneroval dostatek kopii, které by mohly byt analyzovany

konven¢nimi laboratornimi metodami. Diky tomu je PCR citlivym testem [82].

Kazdy test PCR vyZaduje pfitomnost Sablony DNA, primerti, nukleotidii a DNA polymerazy.
DNA polymeréza je kliCovym enzymem spojujicim jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku
produktu PCR. Piesny produkt DNA, ktery ma byt amplifikovan, urcuji primery v reakci.
Primery jsou kratké fragmenty DNA, které obsahuji definovanou sekvenci komplementarni k
cilové DNA, ktera ma byt detekovana a amplifikovdna. VSechny uvedené slozky jsou poté

smichany ve zkumavce nebo 96jamkové desticce a umistény do stroje neboli termocykleru.

vvvvv

Yan a kol. (2013) detekovali pomoci qRT-PCR miRNA let-7a. Vysledky vykazovaly Siroky

linearni rozsah od 0,1 amol do 10 fmol s detek¢nim limitem 12,6 zmol pro miRNA let-7a [83].

Pro cely postup detekce jsou nutné Ctyfi primery: RP1 (reverse primer/reverzni primer), RP2,
P1 a P2. RP1 obsahuje P1 a 11bazovou sekvenci Rlc, ktera je shodna s 3‘- koncem cilové
miRNA. RP2 obsahuje P2 a 11bdzovou sekvenci R2, ktera je identicka s 5‘-koncem cilové
miRNA. Termocykler zahrnuje celkem tfi fdze: Faze jedna je proces reverzni transkripce.
V této fazi dochazi k hybridizaci ¢asti R1c RP1 s cilovou miRNA a poté k jejimu prodlouZeni
za  pritomnosti  reverzni  transkriptizy @ M-MLV ~ (RNazy H-) a  dNTP
(deoxyribonukleosidtrifosfat). Kvili teploté tani 11bazové sekvenvcee, kterd se blizi k 37°C,
probiha tato faze pti teploté 37°C. Ve druhé fazi se po denaturaci pii 95°C ¢ast R2 RP2
hybridizuje s cDNA miRNA pii 37°C a poté se obé sekvence prodlouzi za piitomnosti
polymerazy Taq s tzv. hot-startem (HS-Taq) a ANTP pii 60°C. Faze tfi je klasicky proces PCR
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s primery P1 a P2 (viz. obr. 7). Amplifikace cDNA se sleduje v systému PCR v redlném Case
pomoci SYBR green I. Byla vyuzita miRNA let-7a ve vzorcich RNA extrahovanych
z nadorovych bunék a metodou qRT-PCR byla uspésné detegovana [83].
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Obrdzek 7: Schematické znazornéni jednostupriové detekce miRNA pomoci gRT-PCR. Prevzato a upraveno z: [83].

Kvantitativni real-time PCR (qQRT-PCR) udavé informace nad ramec pouhé detekce DNA [82].
RT-PCR je metoda, ktera se pouziva k izolaci, amplifikaci a identifikaci zndmé sekvence z
knihovny RNA bunék nebo tkéni. Je to v podstaté¢ normdlni PCR, které ale ptedchazi
transkripce reverzni transkriptazou (pro konverzi RNA na ¢cDNA). Je Siroce pouzivana pii
mapovani exprese a urCovani, kdy a kde jsou urcité geny exprimovany [81]. qRT-PCR
znazoriuje, jaké mnozstvi specifické DNA nebo genu je pfitomno ve vzorku [82]. gRT-PCR je

nejcastéji pouzivanou technologii diky své vysoké citlivosti, prakti¢nosti a presnosti [84].

UmozZiuje jak detekci, tak kvantifikaci produktu PCR v redlném ¢ase, zatimco je dany produkt
syntetizovan. Vyuzivaji se dvé bézné metody ke zjiSténi a kvantifikaci produktu, které zahrnuji:
A) fluorescencni barviva, ktera nespecificky interkaluji s dvouvlaknovou DNA a B) sekvenéné
specifické sondy DNA sestavajici z fluorescencné znac¢enych zprav. Ty umoznuji detekci pouze

po hybridizaci sondy s jejim komplementarnim DNA cilem [82].

Tyto metody jsou velice ucinné. Pokryvaji velky dynamicky rozsah, ale maji problémy
zahrnujici vysoké experimentalni ndklady a reakeni slozitosti. Detekce miRNA, ktera je

zaloZena na qRT-PCR zahrnuje reverzni transkripci miRNA na cDNA [84].

Poté byla provedena PCR pomoci cDNA vézané sondy s kmenovou smyc¢kou jako Sablona pro
PCR a TagMan sonda pro detekci fluorescence v realném cCase, ktera dosahla uspésné detekce

miRNA s vysokou citlivosti a specificitou [75].
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Pro dosazeni vysoké citlivosti a reprodukovatelnych vysledkti detekce miRNA je tieba vzit v
uvahu rizné parametry. Jedna se hlavné o kontrolu integrity RNA, spravny navrh primeri a

syntézu DNA [84].
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6. Elektrochemicka detekce

Obrovsky pokrok v bio mediciné v poslednich letech ma souvislost i s vyvojem nové metody
analyzy a detekce nukleovych kyselin, bilkovin i polysacharidf. Jsou to metody, které by byly
levnéjsi, vyzadovaly jednodussi vybaveni a pomoci metod by mohly byt stanoveny rychle a
paralelné co nejmensi objemy vzorkd. Tyto diivody v bio medicinském vyzkumu vedou k tomu,
ze se ¢im dal vic pouzivaji i metody zaloZené na elektrochemické detekci, které maji nadéji tato

kritéria splnovat [85].

Po objevu struktury dvojité Sroubovice DNA se zvysil zajem o chemické i biologické vlastnosti
DNA. Roku 1957 Berg popsal, ze polymerni DNA a RNA jsou polarograficky inaktivni.
Stejnou dobou experimenty, které provadél Emil Pale¢ek na Biofyzikalnim ustavu CSAV
v Brn¢ (BFU), ukazovaly, Ze viechny baze DNA i RNA jsou polarograficky aktivni. Tyto baze
1ze i elektrochemicky stanovit pfi nizkych koncentracich [86]. Prace Emila Palecka, ktera byla
publikovana v prestiznim Nature de facto, polozila zaklad elektrochemie NK. Trvalo to jesté
dalSich 30 let nez se diky pokroku v genomice, hlavné v sekvenovani lidského genomu, zacalo

o elektrochemii NK zajimat vétsi pocet laboratofi po celém svéte [88].

Od roku 1990 pocet praci na téma elektrochemie nukleovych kyselin exponencialné vzrostl a
za rok, byla, Ze elektrochemicka analyza se velmi dobie hodi ke zjistovani sekvenci nukleotidl
v DNA a miize byt vyhodna pfi jejich decentralizované analyze v mensich nemocnicich. Tato
analyza je vhodna 1 pro dalsi ucely, jako napft.: interakce DNA s proteiny, detekce poskozeni

DNA, stanoveni mikroRNA, atd. [87].

Elektroanalyza je obor aplikované elektrochemie sdruzujici instrumentdlni méfeni, jimiz je
spolecné, ze je tidi elektrochemické principy, popt., Ze vyuzivaji elektrické a elektrochemické
zakonitosti a veli¢iny [86]. Pti elektrochemické detekci se zkouma pienos elektroni mezi

sledovanou latkou v roztoku a elektrodou, tedy jeji oxidace nebo redukce [87].

Tento ptenos elektront se projevi zménou sledovaného signalu (obvykle vznikem tzv. piku).
Diky tomu lze zjistit napt. pfitomnost dané latky v prostfedi (a dle velikosti signalu i

koncentraci) nebo lze studovat i jeji strukturu ¢i interakei s jingymi molekulami [85].

Nejenom jednodussi latky s nizkou molekulovou hmotnosti (kovy a jejich komplexy, rtizné
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biomakromolekuly véetné bilkovin nebo NK [88].
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Elektrochemické detekéni techniky zahrnuji  potenciometrické, konduktometrické,
impedimetrické a amperometrické metody. Potenciometrie je zaloZena na polymernich

membranovych iontove selektivnich elektrodach (ISE) [89].

Zanejdilezitéjsi detekéni metody se povazuje diferenéni pulzni voltametrie (DPV), voltametrie
¢tvercovych  vin - (SWV) a elektrochemickda impedan¢ni  spektroskopie  (EIS),

elektrochemiluminiscence (ECL), a dale také amperometrické a voltametrické méteni [90].

6.1. Pracovni elektrody

V elektrochemii NK se vyuzivaji rizné pracovni elektrody [91]. Volba pracovni elektrody
muze ovlivnit vétSinu parametri dané elektroanalytické metody. Hlavné volbu vhodnych

analytq, citlivost a selektivitu, mez detekce 1 stanovitelnost [93].

Prvni vysledky v oblasti vyzkumu elektrochemie NK byly zaznamenany na rtutovych
elektrodach (Hg elektrody). Kapajici rtutova elektroda (DME) a visici rtutova elektroda
(HMDE) jsou ptiklady Hg elektrod [91].

HMDE je na konci uzké kapilary slozena ze znovuobnovitelné kapky rtuti. Sklidila velky
uspech, ale 1 tak ma nedostatky. Potiebuje ptitomny zdsobnik rtuti, je rozmérna a vyzaduje i
pravidelnou tdrzbu kapilary. Jako dalsi z velkych problémil je pouziti kovové rtuti. To vede
k riziku otravy a kontaminaci ¢i uvolnéni rtuti. Nékteré nedostatky, co tu byly zminény lze
odstranit pouzitim rtutovych filmovych elektrod (HgFE), ptipravenych pokrytim vhodného

substratu tenkym filmem kovové rtuti [93].

Dalsi pracovni elektrodou, kterd neobsahuje rtut’ je naptiklad uhlikova elektroda. Vyuziva se
vice typu téchto elektrod lisicich se v chemickych, adsorpcnich a vodivostnich vlastnostech,
diky prostorové konfiguraci uhlikovych atomt. Mezi uhlikové elektrody patii naptiklad pastové
uhlikové elektrody (CPE), elektrody z pyrolytického grafitu (PGE) a elektrody ze skelného
uhliku (GCE) [91].

6.2. Iontové selektivni elektrody (ISE)

ISE jsou iontové selektivni elektrody, nebo-li elektrochemické iontové senzory. Maji schopnost
prevadét aktivitu cilového iontu na elektricky potenciél jako métitelny signal. V potenciometrii

se spojuji s referen¢nimi elektrodami a pouzivaji se za podminek blizkych nule [94].
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Jsou to v principu indikaéni elektrody, jejichz zdkladem je membrana. Membranou je schopen
proniknout urcity ion nebo iontovy utvar z vnéjSiho (méfeného) roztoku do prostiedi tvorici

vnitini elektrolyt a stejny ion o znamé koncentraci [86].

ISE se za posledniho ptlstoleti vyvinuly v dobfe zavedené a rutinni analytické nastroje, které
obsahuji senzory pro vice nez 60 analytl. Z velké ¢asti jsou pouzivany v riznych oblastech,
véetné klinické analyzy, fyziologie a fizeni procest [93]. ISE maji jedine¢né vlastnosti jako je
napf., ze poskytuji informaci o koncentraci volnych iontii (iontova aktivita), kterd se odliSuje

od jinych analytickych metod udéavajici celkovou koncentraci [89].

Sloukovi a kol. (2015) se povedlo vyvinout jednoduchou, levnou mikrofluidni platformu, bez
znaceni a PCR, pro méfeni miRNA u rakoviny dutiny ustni s vyuzitim komeréné dostupnych

heterogennich iontovée selektivnich nanoporéznich membran [92].

6.3. Voltametrie a polarografie

Termin voltametrie je obecny pro vSechny techniky, u kterych je proud méfen jako funkce
potencialu elektrody. Vyndlezce Jaroslav Heyrovsky stoji na pocatku vyvoje voltametrické

techniky, kterou pojmenoval polarografie [95].

Voltametrie a polarografie jsou elektroanalytické metody, pii kterych se také pouzivaji
elektrochemické ¢lanky. Clanky jsou tvofeny pracovni polarizovanou elektrodou a referentni

nepolarizovanou elektrodou [91].

Jaroslav Heyrovsky pouzil kapkovou rtutovou elektrodu jako pracovni elektrodu. Voltametrie
s polarografii se pouZzivala jako synonyma. Ted’ se ale termin polarografie pouziva pfedevsim

pro "voltametrii s kapkovou rtutovou elektrodou® [95].

Podstata méteni pii polarografii je vnéjsi elektrolyza na pracovni elektrodé, jejiz povrch se méni
s casem a dokaze se i eventualné periodicky obnovovat. Voltametrie je méteni jehoz podstatou
je opét elektrolyza na pracovni elektrod¢, ktera ale ma konstantni povrch nemeénici se s Casem

[86].

Druhy voltametrie jsou: cyklicka voltametrie, linearni voltametrie, pulsni voltametrie, square-
wave voltametrie (SWV), AC voltametrie a dal$i. Vysledny zdznam u polarografie i voltametrie
se nazyva polarograficka vina/voltametricka kiivka, kdy se sleduje zavislost proud vs. potencial

(86, 91].
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6.4. Amperometrické a voltametrické biosenzory

Biosenzory urené k detekci miRNA, které jsou zalozené na amperometrickém nebo
voltametrickém méfeni, maji za cil monitorovani zmény proudu pii hybridizaci cilové miRNA
s jeji komplementarni sekvenci [96]. Voltametrie umoziluje méteni proudu pii zvySovani
potencialu danou rychlosti. Amperometrické méteni umoznuje detekci analytu méfenim proudu

pii konstantnim potencialu a vztaZzeni naméfeného proudu ke koncentraci analytu [96, 97].

Voltametrie i amperometrie vyZzaduji dvou nebo tiielektrodové elektrochemické cely spolecné

s potenciostatem, ktery umoznuje aplikaci potencialu a méfeni ziskaného proudu [98].

Obecna funkce amperometrickych biosenzori je, Ze nejprve je protilaitka oznacCena
elektroaktivni latkou, napiiklad enzymem [98] nebo nanocasticemi [97], struktura tohoto
slozeni se muze dale spojit s analytem prostfednictvim mezilehlé primarni protilatky, a poté se
koncentrace analytu kvantifikuje pomoci potencialu a méteni vysledného proudu. Biosenzory
u amperometrie jsou velmi zavislé na vlastnostech elektrody, protoze signalova odezva vznika

v blizkosti povrchu senzoru a elektrody [98].

6.5. Diferencni pulzni voltametrie (DPV)

Diferen¢ni pulzni voltametrie je elektrochemickd metoda, ktera je zalozena na impulsnim
souctu linedrniho potencidlu nebo stupiiovitého potencidlu. Je to derivacni metoda zalozena na
amperometrickém a voltametrickém méieni. Vzorkovani proudu se provadi dvakrat, pfed a na
konci impulzu. U DPV lze také diky sniZzenému rozdilu proudii vyrazné sniZit pozadi redoxniho
proudu necistot. Jde o detekéni metodu typickou pro stanoveni miRNA, kterd miize vyrazné

zvysit citlivost [99].

6.6. Voltametrie s polarizacnim napctim obdélnikového tvaru/Square

Wave Voltammetry (SWV)
SWV spolecné s DPV patii mezi voltametrické techniky pouZzivajici fizené napéti a analyzuji
vysledny proud [90, 100]. Jejich citlivost je kolem nanomol (nmol). SWV metoda vyzaduje
mén¢ ¢asu nez DPV a je také o néco citlivejsi, diky minimalni pfitomnosti proudu pozadi. Je
také tieba poznamenat, Ze pouZiti a analyza vysledka DPV je jednodussi nez SWV [90]. SWV

je povazovana za jednu z nejpokrocilejSich forem voltametrickych technik [101].
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Pribéh SWV se mize povazovat za zvlastni ptipad pribéhu DPV, kde perioda pted
elektrolyzou (T) a perioda impulzu (tp) maji stejnou délku (viz. tab. 1). Proud je vzorkovéan

dvakrat za cyklus, a to na konci kazdého impulsu [100].

DPV |

Hp~am-=0oN

HR=aZE-0N
é

8

i e

CAS

Tabulka 1: Priibeh DPV a SWV. Prevzato a upraveno z: [100].

SWYV metoda, diky tomu, Ze je schopna pracovat pii vysoké frekvenci, je také ¢asto pouzivana
pii stanoveni mikroRNA. Experimenty, které vyuZzivaji ¢tvercové viny, mohou byt provedeny

rychle [100].

6.7. Elektrochemiluminiscence (ECL)

ECL je velmi citlivd, selektivni metoda analytické chemie [99]. ECL muze byt pouzita stejné
jako fluorescence k vytvoreni detekovaného optického signalu, ktery je umérny koncentraci
miRNA ve vzorku [102]. ECL patii mezi nejlepsi metody v komercni klinické diagnostice, a
proto je velmi doporucovana [90]. Tato metoda ma alternativni pfistup k excitaci, ktera je
zalozend na lampé nebo laseru. Elektrochemické excitace mize vytvofit luminiscen¢ni odezvu
v pritomnosti ECL reportérové molekuly. Pti tomto pfistupu k excitaci, ktery je obecné reakci
na zapnuti, nevyzaduje pouziti laserti specifickych vlnovych délek k selektivni excitaci

fluorescen¢niho barviva [102].

Wang a kol. (2020) uspésné vyvinuli platformu pro snimani BPE-ECL na bazi papiru, ktera
umoziuje detekcei vice druht miRNA, jako jsou napi. miRNA-155 [103].
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Li a kol. (2022) uspésné vyvinuli novou platformu ECL pro testovani miR-21 s vyuzitim
technologie CHA (sestava katalytickych vlasenek) a SPR (povrchova plasmova resonance) s

vysledkem vynikajici citlivosti a selektivni detekci miR-21 s LOD 0,06 aM [104].

6.8. Elektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS)

EIS je Siroce pouzivana technika v nejriiznéjSich oblastech, jako je napt. vyuziti v medicing.
EIS je zeyjména diky dvéma faktorim povazovéna za atraktivni metodu. Jako prvnim faktorem
je, ze data EIS lze pouzit k ziskani fyzikalnich vlastnosti, jako jsou difuzni koeficienty a
rychlosti chemickych reakcich, a mikrostrukturdlni charakteristiky zkoumaného
elektrochemického systému (EC). Faktor dvé znaci, Ze provedeni experimentu EIS je relativné
jednoduché. EIS je technika métici impedanci elektrochemického systému v Sirokém rozsahu

frekvenci [90, 105].

Konkrétné odhaduje ptenosovou funkci mezi proudem a potencidlem. Méfeni EIS se systém
EC vystavi malému sinusovému napéti nebo proudu pro danou sadu frekvenci. Soucasné se

zaznamena vysledna sinusova proudova nebo napét'ova odezva [105].

Deng a kol. (2014) pftipravili biosenzor pro profilovani exprese miRNA. Diky kombinaci
nabojové neutralnich PNA (peptidova nukleova kyselina) CPs (snimaci sondy) a fizenych
depozicich PAn (polyanilin) vedlo k unikatnimu zesileni bezznackového EIS biosenzoru pro
miRNA. Bez potfeby znac¢eni miRNA byl postup analyzy zna¢né zjednodusen. Pomoci vyuziti
fizené depozice, PAn poskytuje vhodny prostfedek ke zvySeni citlivosti. Navrzeny biosenzor
schopny analyzy redlné¢ho vzorku bez tepelného cyklovani a s minimalni ptipravou vzorku, je
atraktivnim uchazecem pro vyvoj jednoduchého a citlivého néstroje pro profilovani exprese

miRNA v rtiznych onemocnénich [106].
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7. Elektrochemické biosenzory miRNA

V biomedicinské diagnostice jsou za inovativni a u¢inné nastroje povazovany elektrochemické
signalu, ty zachycuji cilové analyty a mohou tak ptrevadét biologické signaly na elektrické [98,
99]. Diky schopnosti hybridizace a zachycovani analytii je biorozpoznavaci prvek slozen z
jedné nebo vice sekvenci DNA. Elektrochemicka bioanalyza potiebuje k provedeni pfitomnost

redoxniho ¢inidla [90].

Pti porovnani elektrochemickych metod s ostatnimi analytickymi, maji elektrochemické
metody véEétsi vyhody diky své nizké cené a selektivité, proto maji Siroké vyuziti v
potravinaistvi, zeméedélstvi, 1€karstvi a v oblasti Zivotniho prostiedi [96]. Vyvoj biosenzort se
v poslednim desetileti zaméfil na miRNA [102]. Ptfi detekci miRNA se vétSina
elektrochemickych  biosenzorit  spoléhd na  komplementarni  hybridizaci  mezi
oligonukleotidovymi vldkny a na zlepSeni signdlu pomoci modifikaci napf. nanomateriala.
Biosenzory vyuzivaji nanomateridly jako znaCky sond, ale také jsou nanomateridly
modifikatory pracovnich elektrod v biosenzorech. Diky tomu umoziuji citlivou detekci analytu
jiz pfi nepatrné koncentraci. Nanomateridly také hraji dtlezitou roli pfi vyvoji
elektrochemickych biosenzorti riznych analytt, jako jsou napt. nddorové miRNA biomarkery

[107].

Khodadoust a kol. (2022) sestrojili elektrochemicky biosenzor s funkcéni thiolovanou
vlasenkouvou sondou, ktera byla na bazi dvouvrstvého nanokompozitniho filmu (GO-CS/PVP-
Au). Tento biosenzor zkonstruovali k mefeni miR-141 pro v¢asnou detekci u rakoviny plic.
Byla pouzita elektroda ze skleného uhliku (GCE/GO-CS/PVP-AuNUs), ktera byla
modifikovana nanokompozitni vrstvou GO-CS/PVP-AuNUs, jako vysoce stabilni a vysoce
vodivostni substrat pro imobilizaci thiolované sondy [107]. Vyuzili elektroaktivni znacku MB
(methylenova modf), ale také pouzili hematoxylin (HEM) jako pomocny elektrochemicky
indikéator, aby mohli méfit mnoZstvi hybridizace i s jakou pfesnosti biosenzor méii. Byla
pouzita metoda SWV. Tato metoda byla provedena pomoci tiielektrodového systému, ktery
zahrnoval pracovni elektrodu (modifikovana GCE), referentni Ag/AgCl elektrodu a pomocnou
elektrodu, kterou byla platinova elektroda. V prvnim pfipad€, u imobilizace a hybridizace,
provedli redukovani disulfidické vazby MB-HCP dle metody Tang a kol. (2019). Pro zabranéni
vzniku dipolymeru, zachytnou sondu oSetfili v bain-marie, a poté ji nafedili v imobilizacnim
pufru a nechali inkubovat. Elektroda byla i zakryta plastovym vickem, aby zabranili odpatovani

roztoku. DNA-biosenzor byl pfipraven po rozsahlém oplachnuti promyvacim pufrem. Provedli
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EIS a CV analyzu pro potvrzeni modifikaci elektrody. Provedli i akumulaci HEM na biosenzoru

DNA. Na obrazku 8 je znazornéno schéma uspoiadani navrhovaného biosenzoru [108].
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Obrdzek 8: Schematické zndzornéni procesu konstrukce DNA-biosenzoru. Prevzato a upraveno z: [108].
Diky vyznamné roli v€asného monitorovani a detekce pfi 1é€bé rakoviny plic, byl navrzeny
DNA-biosenzor pouzit k méfeni miR-141 ve vzorcich krevni plazmy. Uzite¢nost vyvinutého
zafizeni se vyhodnocuje na zacatku celého analytického procesu, a to inkubaci ptipraveného
DNA-biosenzoru v nefedéném slepém vzorku a ve vzorku plazmy obsahujici miR-141. Tim,
ze koncentrace miR-141 v nenadorové plazmé je, stejné jako u ostatnich miRNA, na nizké
hodnoté nebo i1 nedetekované urovni nizsi nez detek¢ni limit pfipraveného DNA-biosenzoru,
byla poc¢atecni koncentrace miR-141 ve vzorku plazmy nizsi nez detek¢ni limit metody. Proto

byly ptidany rizné koncentrace miR-141 do desetkrat zfedéného vzorku plazmy (s fosfatovym

pufrem bez RNazy) [108]. (Viz. tab. 2)
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“DNA-biosenzorovi inkubace v nefedéném slepém vzorku plazmy

“DNA-biosenzorovi inkubace ve ziedéném slepém vzorku plazmy

-DNA-biosenzorovi inkubace v nefedéné plazmé obsahujici 0,1 nM
miR-141

Hematoxylin

Tabulka 2: Typické odezvy SWV behem inkubace DNA-biosenzoru v nefedéném slepém vzorku plazmy, inkubace v redéném
slepém vzorku plazmy a inkubace v neredéné plazmeé obsahujici 0,1 nM miR-141. VSechna data SWV byla ziskdna pri
potencidlech v rozmezi od -0,5 V do 0,5V. Prevzato a upraveno z: [108].

Vysledky prokazaly, ze HEM pouzity jako pomocny indikator ma vétsi interakei s dsSDNA nez
ssDNA. Pomoci SWV bylo dosazeno Sirokého linearniho rozsahu koncentrace a nizkého
detekéniho limitu pro komplementarni DNA (miR-141) na povrchu navrzeného DNA-
biosenzoru. Pfi pouziti komplementarni sekvence (miR-141), byl detegovan naruast proudové
odezvy MB a pokles odezvy kumulovaného HEM, ve srovnéani s nekomplementarni sekvenci.
Khodadoust a kol. potvrdili, Ze navrZzeny DNA-biosenzor lze pouzit k detekci miR-141 v ¢asné

klinické diagnostice nadorovych onemocnéni [108].

Hossain-Ali a kol. (2016) predstavili vyhodnou a bezznackovou platformu pro citlivou detekci
miRNA na zakladé MB jako hybridiza¢niho indikéatoru. Pti vyrobé biosenzoru byla GCE
(elektroda ze skleného uhliku) nejdiive vyleSténa suspenzi oxidu hlinitého, poté byla
sonikovana ve smési (ethanol/voda). Suspenzi MWCNT-COOH nakapali na vycisténou GCE
a ponechali zaschnout. Poté provedli adsorpci zdchytné sondy v imobilizaénim pufru. Upravené
elektrody poté oplachli PBS, aby doslo k odstranéni veskerych prebytktt MB. Zjistili, Ze ziskany
elektrochemicky signal odpovida pouze MB navazanému na sekvenci miRNA. Zavérem
zm¢éfili oxidacni proud MB pomoci DPV v PBS. Elektrochemicky signal MB porovnali pied
hybridizaci a po ni. Podstatné zvySeni vrcholového proudu se pficitd koncentraci cilové
miRNA. Na obrazku 9 je znazornén princip analyzy bezznackového elektrochemického

biosenzoru miRNA [109].
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Obrdzek 9: Schéma moznych zpusobi reakce MB ET s povrchem (A) ss-DNA/MWCNT-COOH/GCE, smérovd a (B) miRNA/
DNA/MWCNT-COOH/GCE, zprostiedkovand miRNA/DNA. Prevzato a upraveno z: [109].

Pro specifickou detekci miRNA-21 byl pouzit rozdil elektrochemické odezvy MB na
modifikovanych elektrodach imobilizovanych ss-DNA pted a po hybridizaci. Timto postupem
dosahli linearniho rozsahu od 0,1 do 500,0 pM s detek¢nim limitem 84,3 fM metodou DPV
(viz. tab. 3). Navrhovany test vyluCuje pouziti jakéhokoli znaceni ss-DNA nebo miRNA,
enzymu, slozitého procesu nebo drahych bioreagenci, tudiz je tento postup vyrazné
zjednoduSen. Z vysledkd vyplynulo, Ze tento elektrochemicky biosenzor miRNA predstavuje
pozoruhodné vyhody, jako je levna jednoduché ptiprava, relativné rychly a $ir$i linedrni rozsah

[109].
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Tabulka 3: Histogramy s chybovymi tuse¢kami oxidacnich signdl MB. (A) DPV kfivky pro oxidaci MB na (a) DNA/MWCNT-
COOH/GCE (Epa=-0,338) a (b) miRNA/ss-DNA/MWCNT-COOH/GCE (Epa=-0,358). (B) Vztah mezi Al a logaritmem
koncentrace miRNA-21. Datové body predstavuji tfi opakovdni. Prevzato z: [109].
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Cardoso a kol. (2016) popsali jednoduchy biosenzoricky design umoznujici vytvoreni
ultrasenzitivniho elektrochemického biosenzoru pro detekci biomarkeru rakoviny u miR-155.
MiR-155 vybrali pro svou nadmérnou expresi u rakoviny prsu. Pfi této studii pouzili
biorozpoznévaci prvek, komplementarni oligonukleotid, ktery byl syntetického ptivodu a byl
také jednoduse imobilizovan na Au-SPE (zlata tiSténa elektroda). Biosenzor syntetizovali ve
dvou krocich. V prvnim kroku provedli inkubaci anti-miRNA-155 s DTT (dithiotreitol) na
pevné plose Au-SPE. Ve druhém kroku byly nespecifické vazebné oblasti blokovany inkubaci
senzorového povrchu s MSA. Hybridizaci sondy s cilovou miRNA-155 provedli s vice
standardnimi roztoky miRNA-155, které ptipravili v pufru nebo ve slepém séru [110]. (Viz.

obr. 10)
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Obrdzek 10: Obrazek elektrochemického biosenzoru pro detekci miRNA-155. (A) Imobilizace Anti-miRNA155 na zlatém
povrchu; (B) Blokovdni nespecifické vazby a (C) Hybridizace s miRNA-155. Prevzato a upraveno z: [110].

Z hlediska analytického, byl biosenzor schopen detekovat i velmi nizké koncentrace miRNA-
155, ato az 1-10 aM na pozadi séra (viz. tab. 4). To brali jako dtlezitou vlastnost vyrobeného
biosenzoru, nebot’ umozuje vyssi stupenl fedéni vzorku, a tedy pfekonani interference jakékoli
nezadouci biomolekuly vzniklé, v disledku abnormdlniho fyziologického stavu. Navic, by
zatizeni mohlo byt opakované pouzito pii po sobé jdoucich odectech novych roztokil, zejména
pii odectech EIS. Vykazovalo by pfitom vynikajici selektivitu vii¢i ostatnim proteinim v
biologickych tekutinach a bunécnych extraktech z jiné nadorové choroby. Tuto snadnou a
citlivou metodu povazuji za slibny piistup pro soucasnou kvantitativni analyzu vice miRNA-
155 ve fyziologickych tekutinach, v biomedicinském vyzkumu a v diagnostice POC (point-of-

care) [110].
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Tabulka 4: Méfeni EIS (A) a SWV (C) a odpovidajici kalibraéni kfivky (B a D) v 5,0x103 M [Fe(CN)e]* a 5,0x103 M [Fe(CN)s]*
ve standardnich roztocich pripravenych na pozadi slepého lidského séra, pH 7,4, s riznou koncentraci miRNA-155. Prevzato
a upraveno z: [110].

Li a kol. (2014) se pokouseli o vyvinuti jednoduchého a citlivého elektrochemického
biosenzoru pro detekci miR-24 sledovanim oxida¢niho signalu guaninu. K vyvoji biosenzoru
vyuzili vicesténné uhlikové nanotrubicky (MWCNT) [110]. Pomoci DPV v PBS obsahujici
guanin, Li a kol. zkoumali elektrochemickou oxidaci guaninu na MWCNTSs/GC elektrodé v
rozsahu potencialt 0,5-0,9 V. DPV parametry jim vychézeli nésledovné: ptirtistek potencialu
4 mV; amplituda 50 mV; perioda pulzu 0,2 s. Pro srovnani byla zkouména také elektrochemicka

oxidace guaninu na GC elektrodé [111]. (Viz. tab. 5)

[ = sonda
=onda + miRNA /\_/

i/u.-\cm"
2 2

g &

A A A A

04 0s 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1
E / Vvs.SCE

w
<
3
.

Tabulka 5: DPV kfivky sonda/MWCNTs/GC elektrody pred (¢ernd ¢dra) a po (Cervend Edra) hybridizaci s miRNA-24.
Elektrolyt, Cisty PBS (pH 7,38); koncentrace sondy a miRNA-24 jsou 1 uM a 10 nM. Prevzato a upraveno z: [111].
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Li a kolektiv nakonec dokazali vyvinout jednoduchy a citlivy elektrochemicky biosenzor
miRNA-24 na bazi MWCNT. Piipravené¢ sonda/MWCNT/GC elektrody mé za optimalnich
podminek dobrou citlivost, specificnost 1 pfijatelnou vytéznost, nizky detekéni limit (1pM) a
reprodukovatelnost pro stanoveni miRNA-24. Oproti stavajicim metoddm detekce miRNA je
biosenzor na bazi MWCNT zalozen pfimo na zméné signalu oxidace guaninu, coz eliminuje
potfebu specifické zachytné sondy, hybridizacnich znacek a pouziti drahého kitu nebo
toxickych chemikalii. Navrzeny biosenzor na bazi MWCNT muze nalézt Siroké uplatnéni pii

rutinni detekci miRNA [111].
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ZAVER

Pred tiiceti lety byly objeveny malé nekddujici molekuly RNA, které maji potencial regulovat
vice nez polovinu lidskych kédujicich gena. Jejich studiem se ¢im dal vice zabyvaji rizné
laboratote po celém svété. Bylo zjisténo mnoho druhlt mikroRNA, které souviseji "napf.

s onemocnénim rakovinou.

Stanoveni mikroRNA je dulezité, velky rozvoj detekénich metod pro jejich detekci stale roste
a zdokonaluje se. Za standardni metody se povazuji Northern blotting, Microarrays nebo také

RT-PCR.

Cim déal &astéji pouzivané metody jsou elektrochemické metody a biosenzory. Mezi
voltametrické diagnostické techniky. Biosenzory vyuzivaji biologicky prvek spojeny
s elektrochemickou metodou za vzniku signalu. Je vyvinuto a stale se vyviji nové biosenzory
pro detekci miRNA. Biosenzory uskuteciiuji citlivou detekci a také v nékterych ptipadech
vyuzivaji jako znacky sond, nanomaterialy. Biosenzory, které byly uspésné vyvinuty pomoci
modifikace riznych elektrod jsou napt. DNA-biosenzory s funkéni thiolovanou vlasenkovou
sondou pro miR-141 nebo byl vyvinut bezznakovy biosenzor pro detekci miRNA, diky
kterému je detekce rychlejsi.
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