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1. UVOD

Studium biomolekularnich interakci je dulezitou soucasti vyzkumu v oborech jako
je medicina, molekuldrni biologie, farmaceuticky primysl, potravindfstvi, klinicka
biochemie, apod. Cilem je zefektivnit moZnou diagndsu, vyvinout nové 1éky a rozkryt
nami dosud nepoznané molekuldrni pochody, které by vedly k rychlejsi detekci jak
chemickych tak biologickych latek. Dnesni doba vyZaduje rychlou a pfesnou detekci
latek.

Tématem bakalarské prace je studium molekuldrnich interakci pomoci optickych
biosenzord a jejich vyuZiti pro vyvoj novych 1éCiv, v tomto pifipad¢ antisensnich 1€Civ.
Pro realizaci této prace byla pouZita metoda rezonance povrchovych plasmoni, ktera
umoziiuje detekovat interakce biomolekul. Tato metoda rezonance povrchovych
plasmonii byla vyvinuta v Ustavu fotoniky a elektroniky AVCR,v.v.i. védeckym
vyzkumnym tymem Doc. Ing. Jiftho Homoly, CSc., DSc. V ramci této prace byla
pozorovana hybridizace komplementarnich oligonukleotidi v redlném case, které se
pouzivaji v ramci mnoha vyzkumi antisensni terapie.

Bakalarska prace je rozdélena do dvou Casti — reSerSni a experimentdlni. ReSerSni
¢ast obecné popisuje biosenzory, predstavuje jejich historii a principy, na kterych jsou
tyto pfistroje zalozeny a uvadi zde jejich rozdé€leni. Vzhledem k tomu, Ze v naSem udstavu
UFE AVCR,v.v.i. se zabyvdme optickymi biosenzory, je tato price v dalsich &astech
soustfedéna pouze na tento typ biosenzorl. Zde je detailné popsan z pohledu konstrukce,
principu funkce a moznosti vyuZiti. DalSi ¢ast pojednava o antisesnich oligonukleotidech.
Antisensni oligonukleotidy jsou zde predkldddny jako moZné terapeutikum, které na
zékladé mnoha vyzkumt bude v budoucnu mozné vyuZzit jako 1éCivo, které zabrani
vzniku riznych druhli onemocnéni zapfi¢inénych napiiklad genovou dysregulaci, tvorbou
nadorovych onemocnéni na zdkladé nekontrolovaného déleni bunck ¢i dokdzi zamezit
pienosu virovych ndkaz. V rdmci experimentdlni ¢asti bakalaiské prace byl vyzkouSen
opticky biosenzor s povrchovymi plasmony pro sledovani hybridizace antisensnich

nemodifikovanych i modifikovanych oligonukleotidd.



2. TEORETICKA CAST
2.1. BIOSENZORY A JEJICH DRUHY

Podle definice IUPAC je biosenzor integrované zafizeni, které pievadi fyzikaln,
chemickou nebo biologickou veli€inu na vhodny vystupni signdl a poskytuje tak
specifickou kvantitativni nebo semikvantitativni analytickou informaci. Biosenzor je
zpravidla tvofen dvéma zdkladnimi prvky: biologickym rozpoznavacim systémem neboli
receptorem a fyzikdln¢ chemickym pievodnikem (viz obr. 1) [1].

Prvni zminka o biosenzoru se objevila v ¢lanku L. C. Clarka z roku 1956 [4] o
pouziti kyslikové elektrody pro detekci ubytku kysliku.

Podle typu receptoru délime biosenzory na biokatalytické nebo bioafinitni.
Biokatalytické biosenzory vyuZivaji pfemény analytu v priibéhu chemické reakce a analyt
je zéroven substritem samotné enzymové reakce. Jako receptory slouzi enzymy,
organely, buniky nebo tkan€. Druhou skupinu tvoii bioafinitni biosenzory, kde je analyt
specificky vdzan na receptory. Jako receptory se pirevazné pouzivaji nukleové kyseliny
nebo protilatky [2, 3].

Podle metody transformace chemického signdlu na fyzikdlni, tedy podle typu
pouzitého fyzikdlné chemického pievodniku, délime biosenzory na elektrochemické,
optické, piezoelektrické, akustické a kalorimetrické.

V dneSni dob& se biosenzory vyuZivaji v oblastech jako je farmakologie a

medicina, monitorovani Zivotniho prostiedi, potravinafsky primysl apod. [5].
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Obr.1: Schématické zndzornéni biosenzoru.

Elektrochemické biosenzory vyuZivaji rizné elektrochemické principy, podle
nichZ se dé¢li na potenciometrické, amperometrické, impedimetrické, piezoelektrické a
kalorimetrické.

Roku 1975 firma Springs Instruments (Yellow Springs, OH, USA) uvedla na trh
prvni komer¢né vyrobeny elektrochemicky biosenzor. Toto zafizeni se stalo pomocnikem
rychlého stanoveni glukosy u diabetikd. V soucasné dobé¢ jsou dostupné komeréni

biosenzory, které umoznuji detekovat nékolik latek zaroven.



Potenciometrické biosenzory jsou zaloZeny na principu mefeni pomoci referencni
a métici elektrody. Zakladem je zména potencidlu, kterd je vyvolana akumulaci ndboje na
rozhrani elektrody s roztokem [7]. Receptor je imobilizovany na vnéjSim povrchu nebo
uvniti elektrody. Ptikladem muze byt pH elektroda s ukotvenou glukosooxidasou.
Glukosa samotnd mé na pH jen minimdlni vliv, ale po strdnce enzymatické dochézi k
tvorbé glukondtu, ktery zpusobuje acidifikaci. V minulosti byla sklenéna pH elektroda
pouzivana jako fyzikdlni senzor. V dnesni dobé se pH elektrody pouZivaji pfi zjiStovani
pH roztoki.

Amperometrické biosenzory poskytuji jako vystupni signdl proud, ktery vznika
elektrochemickou reakci pii konstantnim napéti pracovni elektrody. Tento proud je
umérny koncentraci analytu ve vzorku. Amperometrické biosenzory jsou pomérné citlivé
a pro detekci vétStho poctu vzorka vhodnéjs$i nez biosenzory potenciometrické. Pracovni
elektroda amperometrického biosenzoru je obvykle tvofena z uslechtilého kovu na némz
jsou ukotveny receptory [8].

Elektrochemickda impendacni spektroskopie (EIS) je elektrochemickd analyza
zalozend na odezvé elektrody na vloZeny napétovy nebo proudovy signdl o malé
amplitudé pifi raznych frekvencich [9]. Impenda¢nim systémem lze skenovat Siroky
rozsah frekvenci stfidavého proudu. Impendacni spektra slouzi pro charakterizaci
ruznych biomolekuldrnich vzorki [10].

Koncem 19. stoleti byl objeven piezoelektricky jev. Tento jev se vyskytuje u
krystali, které maji schopnost generovat elektrické napéti pii jejich deformaci. Vyskytuje
se pouze u takovych krystall, které nemaji stfed symetrie. Nejzndméjsi je
monokrystalicky kifemen (kfist’al).

Tento druh biosenzorti patii v dneSni dob¢ k nejcitlivéjSim a méfi thrnou
hmotnost molekul, které jsou zachycené na povrchu.

Kazdy krystal ma pfirozenou vibracni frekvenci. Vibraci vznikda oscilujici
elektrické pole o stejné frekvenci. Pokud je piezoelektricky krystal zapojen do
oscilujiciho obvodu, za¢ne vibrovat. Stabilni vibrace vSak nastdva pouze pfi pfirozené
rezonan¢ni frekvenci, kdy je umoznén efektivni pfenos energie z elektrického pole.
Specifi¢nost stanoveni je dosaZena ukotvenim vhodného bioreceptoru na povrch krystalu

[11,12].



Piezoelektrické biosenzory se vyuzivaji predev§im v mediciné jako imunosenzory
pro méifeni koncentrace antigent, ale také se jimi testuji materidly, ze kterych se vyrabi
kloubni ndhrady a kde je dileZité, aby byl materidl biokompatibilni. Z komercniho
hlediska jsou piezoelektrické biosenzory cenové dostupnéjsi nez optické biosenzory.

Kalorimetrické biosenzory vyuZzivaji zmény teplot v prabéhu biochemickych
reakci. Pfevodnikem je obvykle termistor, jehoZ odpor zdvisi na teploté [13].

Vzhledem k tomu, Ze nelze pfesné urcit, kolik tepla bylo uvolnéno (napft. Cast
tepla se spotiebuje zdfenim), mé tento typ biosenzorti svd omezeni.

Princip optickych biosenzoru je zaloZen na interakci svételného zatreni s hmotou.
Detekuje se zména vlastnosti svételného zéareni jako ndsledek biochemické reakce
odehravajici se na povrchu biosenzoru. Pomoci optického prevodniku detekujeme
napiiklad koncentrace litky zachycené na povrchu senzoru. Technikami optickych
biosenzoril (reflexni, absorpcni spektroskopie, fluorescence, luminiscence apod ) a jejich
moznostmi se v pfehledovém ¢lanku zabyval napt. Jeremy J. Ramsden [14].

Podle principu optického ptrevodniku délime optické biosenzory na absorb¢ni,
interferometrické, luminiscenéni a sensory zaloZené na spektroskopii vedenych vin.
Senzory, které jsou zalozeny na spektroskopii vedenych vin a interferometrické senzory
patii mezi tzv. bezznackové biosenzory (label-free). Vzhledem k tomu, Ze tato zafizeni ke
stanoveni analytu nepotiebuji zddné znacici molekuly jako jsou napiiklad fluorescencni
¢i radioaktivni molekuly k detekci signdlu, je tato metoda i1 z finan¢niho hlediska velmi

vyhodna.
2.1.1. OPTICKE BIOSENZORY S POVRCHOVYMI PLASMONY

Optické biosenzory zalozené na excitaci povrchovych plasmont (SPR, z angl
Surface plasmon rezonance) jsou jednim z hlavnich typli senzort zaloZenych na

spektroskopii vedenych vin.

Biosenzory zalozené na rezonanci povrchovych plasmont detekuji zmény indexu
lomu v tésné blizkosti povrchu senzoru. Povrchové plasmony jsou excitovany svételnymi
vlnami a §ifi se na rozhrani kov-dielektrikum. Takto vzniklé evanescentni pole sonduje

biomolekuly u povrchu senzoru. Zména indexu lomu v blizkosti povrchu senzoru (napf.
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vazbou analytu) vede ke zmén¢ Siteni povrchového plasmonu, jeZ ovlivni charakteristiku
odrazené svételné viny, kterd s timto povrchovym plasmonem souvisi. Touto
charakteristikou je napf. rezonan¢ni vlnova délka. Nedilnou souc¢dsti SPR biosenzort je
vrstva receptorti uchycenych k povrchu senzoru schopnych interagovat s vybranym
analytem a SPR opticky pfevodnik, ktery prekldda interakci receptorii s analytem na
vystupni signdl. Molekuly zkoumaného analytu jsou k povrchu senzoru pifivddény v
roztoku a dostdvaji se do kontaktu s imobilizovanymi receptory. Pii navazani molekuly
analytu na pevné ukotvené receptory dojde ke zvySeni indexu lomu v blizkosti povrchu.

Tato zména je zaznamenéna a vyhodnocena ( Obr.2.).
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Obr.2: Excitace povrchového plasmonu metodou totdlniho tlumeného odrazu, spektrum
odraZeného svétla s charakteristickym zdrezem a odezva biosenzoru na zdchyt analytu

(prevzato[40])
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Poprvé byly povrchové plasmony pozorovdny roku 1902 Woodem, ktery popsal
anomadlie ve spektru ohybaného svétla na kovové difrakéni miiZce. Tyto anomadlie byly
prokdzdny v souvislosti s excitovanymi elektromagnetickymi povrchovymi vlnami na
povrchu difrakéni mfizky [17]. Povrchovymi plasmony na plandrnich strukturach se
zabyvali Otto, Kretschmann a Raether, ktefi svymi prikopnickymi pracemi vyvinuli
vhodnou metodu pro excitaci povrchovych plasmont, jejich detekci a pouziti této metody
v moderni optice. O zdkladech se da docist ve velkém mnoZstvi knih a odbornych

publikaci [17, 18].

Na pocatku 80-tych let pomoci SPR senzori probéhla prvni studie tykajici se
procesti na povrchu kovi a detekce plyntt [15]. Od té doby SPR biosenzory prosly
velkym rozvojem jak v oblasti technologie tak na poli jejich aplikaci. Dnes se tento obor
fadi mezi ty s nejvétsim poctem odbornych publikaci a to nejen v odbornych ¢lancich, ale

o technologii SPR biosenzorii byla vydana i fada monografii [16].

2.1.2. BIORECEPTORY A JEJICH IMOBILIZACE

V afinitnich SPR senzorech byly aplikovany riizné typy molekul, které zastdvaly
ulohu bioreceptorii. Nejcastéji pouzivanymi bioreceptory jsou protilatky, které jsou
oblibené diky své vysoké afinité, selektivité a protoZze jsou komercné Iépe dostupné nez
jiné typy biomolekul [19]. Dalsim typem bioreceptorii jsou peptidy. V porovnani s
protildtkami jsou peptidy levné&jsi [20]. Velky vyznam v souvislosti s detekci pomoci
SPR biosenzori maji nukleové kyseliny DNA (deoxyribonukleovd kyselina) RNA
(ribonukleové kyselina). DNA je polymerni fetézec vznikajici polymeraci nukleotidi. V
bunikich se vyskytuje ve formé dimeru tvofeného antiparalelné uspotfddanymi fetézci s
komplementarnim bazovym sloZenim. RNA se zdsadn¢ vyskytuje jako jednovldknova,
ale mze vytvaret lokdlni interni dvousSroubovice a stabilizovat se ve sloZité prostorové
struktury. RNA molekuly se tcastni v procesu exprese genetické informace ve Ctyfech
rolich, jsou nositeli informace pofadi aminokyselin (mRNA - informacni), jsou
stavebnimi jednotkami ribozomu (rRNA - ribozomalni), jsou pfenaSeci aminokyselin pfi
syntéze proteini na ribozom (tRNA- transferovd) a kritké tseky RNA se ucastni tzv.

post-transkripCnich dprav. V neddvné dobé¢ se perspektivnim typem bioreceptorti pro SPR
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ukéazaly byt tzv. aptamery. DNA a RNA aptamery jsou jednovldknové oligonukleotidové
sekvence, které se syntetizuji k detekci analytli jako jsou malé molekuly, bilkoviny,
nukleové kyseliny a dokonce i buiiky, tkdné nebo organismy. Navic samotnd syntéza
aptamerd je jednoduchd a reprodukovatelna [21].

Hlavni postupy k imobilizaci molekul na SPR sensorech jsou zaloZeny na
fyzikélni absorpci, hydrofobnich a elektrostatickych interakcich a kovalentnich vazbach.

Pfi imobilizaci bioreceptort je nejvétsi diraz kladen na zpisob jejich uchyceni k
povrchu senzoru. Imobiliza¢ni metoda by méla byt navrZena tak, aby se na povrchu
senzoru uchytilo dostatecné mnoZstvi bioreceptorti a zaroven, aby se minimalizovaly
nespecifické vazby k povrchu. Samotné receptory musi byt navazany tak, aby nebyla
naruSena ¢i pozménéna jejich biologickd aktivita.

Molekuly mohou byt navdazdny na povrch senzoru v jedné nebo ve
dvoudimenziondlni vrstvé. Ukotveni na povrchu senzoru je manipula¢né jednodussi,
avsak pftili§ vysokd hustota imobilizovanych bioreceptori mize vést k nizsi odezveé a to z
davodu stérické prekdzky jednotlivych molekul [17].

Nejcastéji pouzivanou metodou je tvorba homogenni vrstvy alkanthiold ¢i
disulfidi tzv. samoorganizujici se vrstvy [18]. Tato vrstva se tvofi samovolné¢ pfi
kontaktu zlata a uhlovodikového fetézce, prostiednictvim molekuly siry a disperznich sil

se sami uspotradaji do kompaktni monomolekularni vrstvy (Obr. 3).

3"
f;é? >

Aufli1}

Obr.3: Struktura homogenni vrstvy alkanthiolit na zlatém substrdtu ( prevzato z [22])
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Alkylovy zbytek tvofi vétSinou dlouhy nevétveny fetézec o 8-12 uhlicich
zakonceny raznymi funkénimi skupinami ( napt. -OH, -COOH). Pro optimdlni piipravu
povrchu se pouZivaji smési alkanthiol s riznymi funkénimi skupinami. Zatimco jeden
typ alkanthioll slouZi k ukotveni receptort, jiné tvoii pozadi, které ma schopnost do jisté
miry blokovat nespecifické vazby na povrchu senzoru, coz by znamenalo, Ze by se na

povrch senzoru mohly navazat jiné druhy molekul, které nejsou cilem detekce [23].
2.1.3. SPR BIOSENZORY - APLIKACE

SPR biosenzory maji potencidl pro vyuZziti v oblastech jako jsou Ilékaiska
diagnostika a monitorovani Zivotniho prostiedi nebo kontrola kvality potravin. Béhem
a jejich interakcim.

Na SPR senzorech byly vyzkouSeny rtzné formy detekci jak chemickych tak
biologickych analyti. Forma detekce je vybrdna dle velikosti cilového analytu, na
zéklad¢ vlastnosti detekovanych biomolekul, rozsahu koncentraci, ktery ma byt méten a

na zakladé vzorku [24]. Podle téchto kritérii se zvoli vhodny detek¢ni formét (Obr.4.)

v Protilatka v Protilatka

o !.
YyYYyyvy .

K

Prima detekce Sandwich ompetice

—_—

o 0
0 ,.
0
O —

Obr.4: Priklady detekcnich formdtii pouZivanych pro SPR afinitni biosenzory.
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Piima detekce se pouzivd u stiedné velkych a velkych analyti, metoda detekce
zvand sandwich je vhodnd pro malé a stiedn¢ velké analyty pfitomné v malych
koncentracich a nepifimd detekce (kompetice, inhibice) je vyuZivand pro malé analyty v

nizkych koncentracich.

2.14. KVALITA POTRAVIN

SPR biosenzory se staly pomocniky pfi zjisStovani kvality potravin a pii analyzach
zjistujicich kvalitu a nezdvadnost [25]. Cilem detekce jsou patogeny jako bakterie,
protozoa, houby a paraziti (napt. Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni i

Staphylococcus aureu) a jimi produkované toxiny [17], ale také chemické kontaminanty.

2.1.5. LEKARSKA DIAGNOSTIKA

Cilem dneSni moderni bioanalytiky je rychld, citlivdi a specifickd detekce
biomarkerti, kterd indikuje normdlni biologické procesy, patogenni procesy nebo
farmakologické odezvy na danou terapii.

SPR senzory se osveédCily pfi detekci analytd souvisejicich s lékaiskou
diagnostikou jako jsou rakovinové markery, markery detekujici ischemickd onemocnéni a
onemocnéni kardiovaskuldrniho systému, uplatnily se pii detekci protilatek, 1€k,

hormont a mnoha dalSich [17].
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2.2. ANTISENSNI OLIGONUKLEOTIDY

Antisensni oligonukleotidy (AON) jsou jednofetézcovd vldkna nukleovych
kyselin, dlouhd ptiblizn¢ 18-21 nukleotidt, kterd se specificky vdZzou na komplementarni
cilovou sekvenci messenger RNA (mRNA), tomuto procesu se iikd hybridizace.
Navdzdnim antisensniho oligonukleotidu na messenger RNA (mRNA) dochazi
k ukonceni translace genetické informace z mRNA na protein nebo dojde k aktivaci
RNasy H, kterd mRNA rozstépi.

Pfirodni oligonukleotidy se v biologickych systémech plsobenim nukleds
(RNasy, DNasy) velmi rychle rozstépi, tim se vyrazné¢ omezuje jejich pouZiti, proto bylo
nutno vyvinout modifikované oligonukleotidy, které jsou podstatné stabilnéjsi a odolné&jsi
vici nukledsam.

Poprvé demostroval pouZiti antisensni strategie roku 1977 Patersonem a spol, kdy
pouzil sekvenci DNA v bunétné kulture [26]. Témét o rok pozd€ji Zamecnik a
Stephenson prokdzali v kultufe kufeciho fibroblastického vzorku obsahujictho Rous
Sarkom virus, Ze synteticky 13-mer oligonukleotidu byl komplementarni k termindlnimu
konci 3 konce sekvence Rous Sarkom viru. Navazani syntetického oligonukleotidu
vedlo k inhibici replikace viru a transformaci ve fibroblastu sarkomovych bunék [27].

Tak doslo k prvnimu navrZzeni AON pro terapeutické ucely.

2.2.1. MECHANISMY PUSOBENI ANTISENSNICH OLIGONUKLEOTIDU

Antisensni oligonukleotidy mohou ovlivnit expresi genu na mnoha drovnich jako
je uzavieni 5” konce, polyadenylace, intron-exon sestfih, jaderny export, cytoplazmatické
stabilizace a vazba na ribozomy. VSechny tyto kroky jsou pro syntézu a funkci mRNA
klicové. Zasah do téchto procesti mize zastavit translaci mRNA na protein. Celkovy

pfehled moZnych mechanismt antisensnich oligonukleotidi zndzornuje Obr. 5.
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Obr.5:. Mechanismus ticinku antisensnich oligonukleotidu ( prevzato z [28])

Jak bylo vySe zminéno, antisensni oligonukleotidy mohou aktivovat RNasu H a
zabranit tim syntéze proteinu. RNasa H je nespecifickd endonukledsa, kterd Stépi
3 fosfodiesterovou vazbu v duplexu RNA/DNA, je schopna degradovat jakoukoliv RNA,
pokud je hybridizovand s DNA. Navazanim antisensniho oligonukleotidu tak vznikne na
mRNA lokdlni hybridni duplex, ktery syntézu proteini zablokuje nebo dokonce pfi
navdzani enzymu RNasy H na tento duplex molekulu mRNA zcela degraduje [29].

AON, které nejsou schopné aktivovat RNasu H, se zaméfuji svymi ucinky na
posttranskripéni kroky syntézy mRNA [28] nebo na kroky, které bréani stabilizaci
samotné mRNA. Jednim z dtleZitych posttranskripcnich krokl je sestfih mRNA, kdy
dojde k odstranéni nekddujicich ¢asti RNA tzv. intronii. V piipad¢ navdzani antisensniho
oligonukleotidu na klicovou sekvenci mRNA dojde k zabranéni sestfihu a tim 1 inhibici
vzniku proteinu [30]. DalSim mechanismem, kterym AON mohou regulovat expresi
mRNA je inhibice syntézy mRNA, kdy se komplementéarni vldkno navdZze na mRNA, coz

ma téZ za néasledek blokddu syntézy proteint [31].
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Mechanismus, ktery zajisti destabilizaci samotné mRNA, je zaméi¢n na kroky
syntézy mRNA, které jsou nezbytné ke stabilizaci, napf. uzavieni 5° a 3~ konce
polyadenylaci mRNA. Proto jsou oligonukleotidy navrZeny proti oblasti 5' nebo 3' konci
pre-mRNA, kde muze dojit k jejimu uzavieni nebo polyadenylaci, coz zptsobi degradaci

mRNA buné¢mymi enzymy [30].

2.2.2. DRUHY ANTISENSNiCH OLIGONUKLEOTIDU

Pocate¢ni studie AON vyuZzivaly deoxyribonukleotidy. Vysledky vSak byly
neuspokojivé. Hlavni faktory neudspéchu byly nizkd prostupnost pies biologické
membrény, rychld degradace pomoci endo- a exonukleas apod. [32]. Tyto faktory vedly k
chemické modifikaci oligonukleotidl. Idedlni antisensni oligonukleotidy by se mohly
uzivat jako terapeutika, mély by vSak splnovat nasledujici kriteria: dostatecnou stabilita
vici enzymtm v buiice, které st€pi nukleové kyseliny, méely by mit specifickou afinitu k
cilovému useku pfirozené nukleové kyseliny s komplementarni bdzovou sekvenci,
schopnost aktivovat RNasu H, musi byt zajiStén jejich dspé$ny prinik do buiky a
spravna distribuce ve vnitinim prostiedi bunky, nesméji mit toxicky ucinek.

Zékladni modifikace AON jsou rozd¢leny do tii generaci podle mista modifikace
(Obr.5). Jsou to antisensni oligonukleotidy s modifikovanou ribofosfatovou kostrou,

modifikovanymi cukernymi slozkami a bazemi.
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( prevzato 7 [28]).
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Prvni generace antisensnich oligonukleotidu je zaloZena na fosforothiodtech, které
zvySuji odolnost vici nukledsam. Vyhodami AON prvni generace je jejich zdporny
naboj, ktery zjednoduSuje jejich ptenos do bunék, schopnost aktivovat RNasu H [33].
Problémem prvni generace AON je jejich nespecifickd vazba na nukleové kyseliny a
proteiny. V klinickych studiich se testuje mnoho preparétii na bazi oligonukleotidli prvni
generace. Zatim jen jeden byl povolen k 1ékatskému pouziti — Vitravine, ktery patii mezi
fosforothiodtové oligonukleotidy. Tento 1€k se aplikuje pifi mistnim oSetfeni
cytomegalovirového zanétu sitnice u pacientti s AIDS. Mechanismus piisobeni Vitravinu
je zaloZen na inhibici proteosyntézy cytomegalovirového proteinu [28].

Ve druhé generaci AON doslo k alkylové modifikaci na druhé pozici ribosy, coz
vedlo k vysoké stabilit¢ scilovou mRNA. Ziroven se zvySila i rezistence vici
nukledsam, prodlouZzil se polocas rozpadu in vivo a sniZila se toxicita.

Nejcastéji pouzivané antisensni oligonukleotidy druhé generace jsou 2'-O-methyl
(2'-OME) a 2'-O-methoxyethylen (2'-MOE) ODs. Bohuzel pozitivni ucinky téchto
modifikaci jsou sniZzeny tim, Ze 2'-OME a 2'-MOE neaktivuji RNasu H [34]. Aby k
aktivaci RNAsy H doslo byly vyvinuty chimerické AON. Ve stfedu téchto chimerickych
AON je fosforotiodtovy usek a po krajich je 2’0OME pro zvySeni stability duplexu AON a
mRNA [35].

Piikladem AON druhé generace je GEM 231 a GEM 92 (Hybridon). V
soucasnosti se tyto antisensni oligonukleotidy testuji pro 1é¢bu tzv. pevnych nadoru a
HIV [36].

AON tfeti generace byly vyvinuty modifikaci furanosového kruhu. Maji vyssi
stabilitu v biologickych tekutinich, jsou resistentni vii¢i degradaci nukledsami a vykazuji
silnou hybridiza¢ni afinitu k mRNA. Zarovenn maji schopnost rozpoznat dvousroubovici
DNA a tim modulovat genovou expresi.

Treti generace AON neaktivuje RNasu H. Jejich hlavnim mechanismem je
blokace translace proteinil tzv. stérickym branénim [37]. Piedstavitely této generace jsou
AVI4557 inhibujici cytochrom P450 a AVI 4126, ktery se testuje v rdmci léCby

restenosy, rakoviny a polycystické onemocnéni ledvin [38].
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2.2.3. ANTISENSNi OLIGONUKLEOTIDY V MEDICINE

V uplynulém desetileti doslo k exponencidlnimu néartstu uzivani AON v in vitro a
in vivo studiich, kde jsou AON zkoumdény jako potencidlni terapeutika proti rakoving,
virovym infekcim, zdnétlivym onemocnénim a dal$im chorobdam. V soucasné dobé¢ je
v klinickych studiich zkoumana tc¢innost vice nez 30-ti 1ééebnych AON. Neékolik téchto
preparatl je piedstaveno niZe v tabulce (Tab.1).

Prvni 1€k v podobé& antisensniho 1éku byl zhotoven roku 1992 pro 1é¢bu leukémie.
Nicmén€ mnozstvi nezddoucich tc¢inkl pfi experimentech s AON vedlo k pochybnostem
a naslednému zamitnuti pro 1écbu. Po nasledujicich cetnych klinickych studiich byl
vyvinut dalS§i 1€k zvany Vitravine ( prvni generace) a to v souvislosti s 1écbou
cytomegalovirové retinitidy neboli zdnétem sitnice zplsobenym cytomegalovirem u
pacientli s AIDS. Tento druh oligonukleotidu se podal piimo do sklivce a zabranil tak
dalsi replikaci cytomegaloviru v buiikdch sitnice [39]. Tento 1€k se stal prvnim Iékem,
ktery byl schvdlen U.S. Food and Drug Administration, coZ je institut pro kontrolu
potravin a 1éCiv.

V soucCasné dob¢ je vénovdna velkd pozornost virovym onemocnénim a
cytopatickym u¢inkim AON. Klinickd studie antisensni technologie byla provadéna
napiiklad u herpes simplex viru (HSV), virus lidské imunodeficience (HIV)],
cytomegaloviru (CMV), viru hepatitidy B (HBV), viru hepatitidy C (HCV), Epstein-
Barrové viru (EBV) a u mnoho dalSich [28].
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Antisensni oligonukleotidy v klinickych studiich

AON Spole¢nost
G3139
(Oblimersen) Genta
RESTEN-MP AVI
ISIS 2503 Isis
LErafAON-
ETU NeoPharm
0GX-011 OncoGenex
ISIS 3521 e
(Affinitak) Isis/Eli Lilly
GTI 2040 Lorus
LR3001 Genta
GEM 231 Hybridon
MG98 Methylgene
Antisense
AP 12009 Pharma
ISIS 2302 Isis
(Alicaforsen)
EPI-2010 EpiGenesis
ISIS 104838 Isis
GEM 92 Hybridon
Zkratky tabulky ¢.1:

As-ODN - antisensni oligonukleotidy

PKCa - protein kinasa Ca
PAK - protein kinasa A

TGF-B2 - transformujici rastovy faktor -2
ICAM-1 - intracelularni adhezni molekula-1
Adenosine A1R- adenosine A1l receptor
TNFa - tumor nekrototizujici faktor a

mRNA Chemie  Spole¢nost
Bcl-2 PS Systemic
c-myc MF Systemic
H-ras PS Systemic
raf kinase PS Systemic
Clusterin Gapmer Systemic
PKCa PS Systemic
Ribonucleotide PS Systemic
reductase
c-myb PS Systemic
PKA Gapmer Systemic
DNA .
methyltransferase Gapmer Systemic
TGF-p2 PS Intra tumoral
ICAM-1 PS  Systemic/enema
Adenosine A1R PS Aerosol
TNF-a Gapmer Subcutaneous
HIV gag Gapmer Oral

Klinicka
faze

Faze
LILIII

Faze I

Faze I

Faze 1

Faze Il

Faze 111

Faze Il

Faze 1

Faze LII

Faze Il

Faze 11

Faze Il
Faze I
Faze Il

Faze Il

HCV- hepatitida C virus

PS - phosphorothiodty
MEF - morpholin

Testovana

Skupina
onemocnéni

CLL, Maligni
melanom,
Mnohocetny
myelom, NSCLC,
AML

Restendza

NSCLC, Rakovina
prsu, Kolorektdlni a
pankreaticky
karcinom

Pokro¢ilé rakoviny

NSCLC, Rakovina
prostaty a prsu

NSCLC

Rakovina ledvin

CML
Pevné nadory

Metastizy hlavy,
krku a ledvin

Glioma, malign{
melanom, Rakovina
slinivky bfis$ni

Ulceré6zni kolitida

Astma

Revmatoidni
artritida

HIV

HIV- human immunodeficiency virus

CLL - chronickd lymfatickd leukémie
NSCLC - nemalobunéény karcinom
AML - akutni myeloidn{ leukémie
CML - chronickd myeloidni leukémie

Tabulka ¢.1: Antisensni oligonukleotidy v klinickych studiich (ptevzato z [28])
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3. CILPRACE

Cilem této prace bylo:
1) shromdzdit dostupné informace o bioenzorech a mozZnistech jejich vyuZiti pro

studium molekuldrnich interakci, konkrétné pro sledovdni hybridizace

komplementarnich oligonukleotid

2) vyzkouSet opticky biosenzor pro sledovani hybridizace vybranych sekvenci

oligonukleotidii
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4. EXPERIMENTALNI CAST

V experimentdlni ¢asti bude popsana aplikace optického biosenzoru pfi sledovani

hybridizace komplementéarnich oligonukleotidi.

5. MATERIAL A METODY
Chemikalie:
Ethanol (99%, Merci, Ceskd republika)
Q-voda (vodivost 0,05 uS / cm 25°C, pfistroj Direct, Millipore, Francie)
Ethanol pro spektroskopie fa Merck p.a. 99,9 %
N2 — bomba, p.a. 99,99999% (Linde, Ceska republika)
Thioly (Prochimia, Polsko) - HS-C11-EG4 — M= 380,58g/mol
- HS-C11-EG6 — OCH2 — COOH M= 526,73 g/mol

Pufry pouZivané pro imobilizaci a odmyti streptavidinu a pro imobilizaci oligonukleotidu

jsou ndsledujici:

SA - Sodium acetate buffer solution (10 mM, pH 5, Sigma Adrich, Ceskd republika)
PBNa - fosfatovy pufr (10 mM, pH 7.4, sloZeni : 137 mM NaCl, 1.4 mM KH2PO4, 8
mM Na2HPO4.12H20, 2.7 mM KCl, Sigma Aldrich, CR)

PBS - fosfitovy pufr (50 mM, pH 7.4 , sloZeni : 137 mM NaCl, 1.4 mM KH2PO4, 8
mM Na2HPO4.12H20, 2.7mM KCl, Sigma Aldrich, CR)

PBS** (pomér pufru PBNa a PBS 1:1)

Amine Coupling Kit (N- hydroxysuccinimide - NHS / 1-Ethyl -3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochlorid - EDC, BIACORE BA, Svédsko)

Streptavidin z streptomyces avidinii (50 mM, Sigma Aldrich, CR)

sekvence biotinovaného oligonukleotidu E1: 5°-GTC CCC CTC TTT GGT CTT GC-3’
sekvence biotinovaného oligonukleotidu E4: 5°-TAT TAA CTT TAC TCC CTT CC-3’
sekvence komplementarnich oligonukleotidi E1C: 3°- CAG GGG GAG AAA CCA GAA
CG-57

sekvence nekomplementarnich oligonukleotidi E4C: 3°- ATA ATT GAA ATG AGG
GAA GG-5 (Integrated DNA technologies inc., USA).

Sekvence biotinovaneho oligonukleotidu: 5'-(TEG),-C7-rA5-(CCA)g C-3'

Sekvence referen¢niho oligonukleotidu dT15 : 5'- TTT TTT TTT TTT TTT -3’
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Sekvence moglifikovaného oligonukleotidu: 5'- TATT TTT TATT TTT TATT -
3'(UOCHAB, CR)
Ctyikanalovy SPR biosenzor

Ctyikandlovy SPR biosenzor byl vyvinut v Ustavu fotoniky a elektroniky
AVCR,v.v.i. v oddéleni optickych biosenzort a je zaloZzen na spektroskopii povrchovych
plasmonta excitovanych pomoci optického hranolu. Plocha SPR senzoru byla tvotfena
sklenénym c¢ipem, na ktery byl pomoci napafovani elektronovym svazkem nanesen
titanovy film o tlousStce 2 nm a zlatd vrtsva o tloustce 55 nm. Pfed ndslednym krokem
byly Cipy oplachnuty ethanolem a Q-vodou a vloZzeny do UV-pece na 10 min, kde
dochdzi k rozbiti nezddoucich molekul na povrchu zlaté vrstvy. Po té byly oplachnuty
opét ethanolem a Q-vodou a vysuSeny dusikem. Pro zajiSténi maximélni Cistoty se s Cipy
manipulovalo ve flow-boxech.

Takto oSetfeny Cip byl pomoci imerze pfiloZzen k optickému hranolu, ktery byl
pies n¢j osvétlen Sirokospektrdlnim svétlem halogenové lampy, a to bylo pied tim

zkolimovano a polarizovano ( Obr.7. a 8.)

Zdroj svétla Spektrograf

Optické vidkne

Polarizator
Svitelna vina

B
o

L=
- » Detekeni kanaly
A

Obr.7.: Schéma 4-kandlového SPR senzoru
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Obr.8.: 4-kandlovy SPR senzor

Na Cip se po té prilozila desticka z niZ vedly Ctyfi izolované komurky, kterymi se
vzorky v pribchu experimentu dopravovaly na plochu c¢ipu. Dopravovani vzorkll a
stability pritoku bylo zajiSt€éno pomoci peristaltické pumpy (Reglo, Ismatech,
Svycarsko). Béhem experimentu byla teplota stabilizovana teplotnim stabilizdtorem (ILX
Lightwave, USA) na 25°C.

Na zlatém povrchu doSlo k excitaci povrchového plasmonu (excitaéni vlnova
délka okolo 750 nm). Ve spektru tak vznikl zafez, ktery odpovidal excitacni vinové délce
plasmonu a odraZené svétlo se navdzalo do Ctyf optickych vldken a jeho spektrum se
vyhodnotilo ¢tyfkandlovym spektrografem. Vznikld spektra se v redlném Case
analyzovala pomoci specidlniho softwaru SPR UP, ktery ur¢il rezonan¢ni vinovou délku

pro kazdy kandl ( Obr.7).
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Imobilizace oligonukleotidi

Prvnim krokem imobilizace oligonukleotidli je funkcionalizace a to tim, Ze se
nejprve zlaté Cipy naloZily do smési alkantiol 200mM roztokl thiold, které byly
rozpustény v etanolu pro spektroskopii v poméru 3:7 (HS-C11-EG4 : HS-C11-EG6 -
OCH2 - COOH ). Pro lepsi navazani alkanthiolti se nalozené Cipy inkubovaly pti 40°C
po dobu 10 minut a néasledné se na dobu 24h vlozily na tmavé misto a ponechaly pii
teplot¢ 25°C. Béhem téchto 24 h doslo k vytvoreni homogenni vrstvy alkanthiolt.
Vyslednd monovrstva je tvotfena silnymi koordinacemi siry s kovem, doprovdzené Van
der Waalsovymi silami mezi alkylovymi fetézci. S dostate¢né dlouhym fetézcem je
vyslednd monovrstva hustsi a jeji struktura stabilnéjsi. Delsi thioly HS-C11-EG6 — OCH2
— COOH slouzily k navazani streptavidinu pomoci peptidové vazby a kratSi
oligonukleotidy HS-C11-EG4 zakoncené tetraethylenglykolovou skupinou slouZily
k zablokovani moznych vazebnych mist na povrchu zlata a kzabranéni vzniku
nespecifickych vazeb. Pro aktivaci karboxylovych skupin bylo pouzito NHS a EDC,
samotna aktivace probihala na €ipu, ktery byl vloZen do senzoru.

Predtim neZ se Cip umistil do senzoru, musel byt vyjmut z roztoku thiold,
oplachnut ethanolem, Q-vodou a osusen dusikem. V pribéhu aktivace roztokem NHS
(5,76 mg/ml) a EDC (38,3 mg/ml) se Cip omyval Q-vodou, inkuboval 10 min v roztocich
NHS a EDC a opét omyvan Q-vodou. Po této aktivaci karboxylovych skupin doSlo k
imobilizaci streptavidinu 50 ug/ml pfi 25°C a prutoku hadicek 20 ul/min v SA 10 pufru.
K ndslednému odmyvani nekovalentné¢ imobilizovanému streptavidinu byl pouzit pufr
PBS**, vzhledem k jeho velké iontové sile. Néasledné byl k Cipu opét privadén SA10
pufr. K Ccipu, jehoZ povrch byl pokryt vrstvou imobilizovaného streptavidinu, byl
hadickami pfivddén roztok obsahujici biotinované oligonukleotidy, které se navazaly na
streptavidin (Obr.9). Timto zpiisobem byla na povrchu senzoru vytvofena vrstva
oligonukleotidt.

K c¢ipu byl opét pfivadén pufr a poté se na tyto navdzané biotinované
oligonukleotidy zachytily komplementdrni oligonukleotidy. DoSlo k tzv. hybridizaci a
nasledn¢ se detekovalo mnoZstvi k sobé komplementarné navazanych oligonukleotidi.
Jejich mnozZstvi se urc¢ilo na zdklad¢é odezvy, ktera byla vyhodnocena pomoci programu

SETUP UP.
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1. Vytvoreni homogenni vrstvy alkanthiolii ( SAM vrstva )

2. Aktivace karboxylovych skupin NHS/EDC a
imobilizace streptavidinu (50 ug/ml) na povrch pomoci

peptidové vazby pri 25°C SA 10 pufru .

3. Imobilizace biotinovanych oligonukleotidi pomoci

streptavidinu

Obr.9.: Imobilizace oligonukleotidui
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

Na obr.10 je zaznamendna odezva senzoru v prub¢hu experimentu. Konecnym

krokem a tim nejduleZitéjSim v celé experimentdlni ¢asti byla imobilizace biotinovanych

oligonukleotidl a ndsledna hybridizace komplementarnich oligonukleotidu.

20 r_/r T

imobilizace biotinovanych
10 \

oligonukleotidi
odmyvani nekovalentné
- navazaného streptavidinu

Odezva senzoru [nm]

04 —d Imobilizace streptavidinu
T T T T T T T T T
20 40 60 80 100
Cas [min]

Obr.10: Pritbéeh méreni
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Obr.11: Hybridizace komplementdrnich a nekomplementdrnich oligonukleotidit

Samotnou hybridizaci popisuje Obr.11. K povrchu ¢ipu byl pfiveden PBS pulfr,
ktery obsahoval komplementdrni oligonukleotidy. Na jiz imobilizované biotinované
oligonukleotidy E1 se navdzaly komplementarni oligonukleotidy E1C, coz vedlo ke
zméné indexu lomu. Cilen€ zde byla pouZita dvoji koncentrace téchto komplementarnich
oligonukleotidd a to 50 nM a 100 nM E1C. Odezvy senzoru byly pii 50 nM 1.3 nm a pfi
100 mM 1.5 nm.

V obou piipadech zde doslo k dspésné hybridizaci, avSak kazda koncentrace zde
vykazuje jinou rychlost reakce a rozdilné mnozstvi imobilizovanych komplementarnich
oligonukleotidi E1C. Jak je z grafu zfejmé, k rychlejs$i imobilizaci doSlo u vzorku s vyssi
koncentraci. Pro ovéfeni hybridizace byl pouzit vzorek nekomplementarnich
oligonukleotidi. E4C o koncentraci 100 nM. Z Obr.11 je zitejmé, Ze zde senzor
nezaznamenal zZddnou odezvu, z ¢ehoz se da usoudit, Ze k typické hybridizaci nedoslo.
Oba druhy oligonukleotidi E1C a E4C byly vzdjemné nekomplementarni.

Na obr. 12 je zndzornéna idedlni hybridizace k sobé komplementarnich
oligonukleotidli a zaroven potvrzeni negativni odezvy biosenzoru pifi pokusu dosdhnout
hybridizace u oligonukleotidii k sobé vzdjemné nekomplementarnich. Komplementarita

bazi je natolik specifickd, Ze zabrani navazani oligonukletiodt s jinou sekvenci béze.
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Obr.12.: Hybridizace referencniho oligonukleotidu a modifikovanych oligonukleotidi

Obr.12 ukazuje, jaky maji vliv modifikace na stabilitu hybridniho duplexu
RNA/DNA. Na modelovém systému, se nechaly hybridizovat modifikované ON409 a
ON428 se sekvenci poly rAl5 o délce 15 bazi. Jako referencni oligonukleotid byla
zvolena pfirozend nemodifikovand sekvence dT15. Stabilita vzniklych duplexii se
stanovila porovnanim odezvy SPR sensoru na hybridizaci modifikovaného a referen¢niho
oligonukleotidu.

U modifikovanych oligonukleotidii jsou chemicky pozménéné tii baze rozmisténé
rovnomérné po celé délce oligonukleotidu. VZdy je modifikovana cukr-fosfiatova spojka
mezi prvni a druhou bazi, sedmou a osmou bazi a tfindctou a ¢trnactou bazi.

Na Obr. 13 je znazornén pribéh hybridizace jak modifikovanych oligonukleotid
ON409 a ON428 tak i referen¢niho oligonukleotidu dT15. Odezva SPR biosensoru na

zaCitku rychle rostla u vSech oligonukleotidi. Po nékolika minutich se odezva
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stabilizovala na konstantni drovni, kterd znac¢i rovnovazny stav. Po deseti minutich
hybridizace odezva sensoru dosdhla 0.2 nm pro dT15, 0.32 nm pro ON409 a 0.07 nm pro
ON428. Po ptivedeni pufru k povrchu doslo k odmyti oligonukleotidd z povrchu ¢ipu. Z
grafu je vidét, Ze se nejrychleji St€épi ON428 a nejpomaleji u ON409. Tyto vysledky jasné
ukazuji, Ze modifikace u ON409 zvySuje stabilitu hybridniho duplexu v porovnani s
piirozenou sekvenci dT15. Na druhou stranu modifikace u ON428 mé destabilizujici
efekt na hybridni duplex. Z tohoto experimentu vyplyvd, Ze modifikace u ON409
vzhledem k zvySené stabilit¢ se jevi jako vhodnéjSi pro dal$i vyzkum antisensnich
oligonukleotidli. V ramci dalSich experimentii na tomto druhu oligonukleotidi by se
testovala kritéria, kterd antisensni oligonukleotid, jeZ by byl aplikovéan jako potencidlni

antisensni 1é¢ivo, musi spliiovat.
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7. ZAVER

Bakalarskd prace byla vypracovdna na téma Studium molekuldrnich interakci
pomoci optickych biosenzorti a jejich pouZiti pro vyvoj novych 1é¢iv. V reSersni ¢asti této
prace byly obecné popsany jednotlivé typy biosenzort, jejich historie, instrumentace a
mozné aplikace. Zamé¢fili jsme se na opticky biosenzor, jez vyuzivd metody rezonance
povrchovych plasmonti (SPR). Dalsi ¢ast reSerSe pojedndvd o antisensnich
oligonukleotidech. Bylo zde vysvétleno, co antisensni oligonukleotidy predstavuji, jaké
typy existuji, na jakém principu funguji. Dédle zde bylo popsédno, jak se daji vyuzit v
souvislosti s optickym biosenzorem s povrchovymi plasmony, pomoci kterého se
detekovala odezva jejich hybridizace.

Na zéklad¢€ této reSerSni Casti byl navrzen modelovy experiment spocivajici v
demostraci vyuziti SPR biosenzort. Byly dspéSné vyzkouSeny hybridizace dvou typt

antisensnich oligonukleotidl a to nemodifikovanych a modifikovanych.
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8. SEZNAM ZKRATEK

IUPAC — Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (International Union of Pure and
Applied Chemistry, [UPAC)

EIS - elektrochemickd impendaéni spektroskopie

SPR - surface plasmon resonce, senzor s povrchovymi plasmony

DNA - deoxyribonukleovd kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

HSV — herpes simplex virus

RSV — Rous Sarkom virus

AON - antisensni oligonukleotidy

ON - oligonukleotidy

CMV - cytomegalovirus

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome , Syndrom ziskaného selhdni imunity
FDA - Institut pro kontrolu potravin a 1é¢iv

HBYV - hepatitida B

HCV - hepatitida C

EBYV - Epstein-Barrové virus
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