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Elektrochemicka detekce biomolekul se neustale posouva a ma velky potencial vyuziti v klinické praxi. V poslednich
letech je kladen dliraz na ptesné a rychlé stanoveni biomarkerti na bazi nukleovych kyselin — DNA a RNA. Znac¢na cast
vyzkumnych projekt vSak nereflektuje pozadavky na demonstraci vyvinutych metod na klinickém materialu, coz jejich
aplikacni potencial zna¢né snizuje. Klinicky material vnasi do vyzkumu oproti modelovym vzorkiim vétsi variabilitu
a prace s nim vyzaduje specifické podminky. Problém ziskavani klinického materialu pro vyzkumné ucely z velké casti fesi
banky biologického materiélu, které mohou nabidnout vzorky a data vhodné pro konkrétni vyzkumny zdmér.
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Diagnostika nadorovych biomarkerdi ma sva specifika,
nebot’ potiebuje odhalit zmény z pocatku velmi malé¢ho
mnozstvi bunék. Obecné lze fici, Ze jsou zde kladeny vyssi
néaroky na celkovou citlivost metod. Idedlni naddorovy bio-
marker musi byt jednak vysoce tkaflové specificky, a zéro-
veit schopny rozlisit benigni (nezhoubné) a maligni
(zhoubné) onemocnéni. MiiZe se jednat o celou skalu mo-
lekul od riiznych typt nukleovych kyselin, pies proteiny,
lipidy az po nejriznéjsi metabolity, ¢i signalni molekuly.
Jejich detekce, Casto pouze na urovni zmeén jejich hladin,
miiZe pomoci zachytit jiz rané stddia nddorovych onemoc-
néni, ktera je potieba identifikovat co nejméné invazivnim
zpusobem (diagnosticky biomarker), nebo charakterizovat
pripadnou odpovéd na 1écbu (prediktivni biomarker), ¢i
chovani a vyvoj nadoru v prubéhu 1é¢by (prognosticky
biomarker)'.

V soucasné dob¢ jsou nejpouzivanéjsi metody detek-
ce biomarkerli na bazi nukleovych kyselin zaloZzené na
polymerasové fetézové reakci (polymerase chain reaction,
PCR), hybridizaci specifickych sekvenci (fluorescence in
situ hybridization, FISH), nebo sekvenovani nové genera-
ce (next generation sequencing, NGS). Tyto rutinni techni-
ky, vyuzivajici pfedevs§im optické metody, jsou zalozené
na pozorovani zmény barvy (kolorimetrie), fluorescence
(fluorimetrie), luminiscence (luminometrie), a dalSich
optickych vlastnosti. Obecné je detekce biomarkerti na

Tabulka I
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urovni nukleovych kyselin, tj. DNA nebo RNA, casové
i finanéné narocna a cCasto vyzaduje presnost stanoveni
jednoho mutovaného nukleotidu nebo detekci nékolika
mélo kopii DNA molekul®*®. Z t&chto diivodii je patrny
vyrazny trend ve vyvoji biosenzord, které ve spojeni
s citlivou elektrochemickou detekci skytaji fadu vyhod,
napf.vyssi rychlost, niz§i finan¢ni a instrumentalni naroc-
nost, nebo moznost paralelni detekce vice vzorki ¢i bio-
marker( najednou. Navic v kombinaci s inovativnimi stra-
tegiemi, jako jsou izotermalni amplifikacni techniky
(IAT), znalené nukleotidy, protilatky, nanomaterialy,
a specifické hybridizacni sondy, je mozné dosdhnout ultra-
vysoké citlivosti a selektivity’.

IAT predstavuji casové efektivnéjsi alternativu kla-
sické PCR, protoZe cela reakce probiha pii konstantni
teploté. Termocykler potiebny pro PCR tak mize byt na-
hrazen termoblokem, nebo v pfipadé ¢ipovych technologii
odporovym ¢lankem. Za posledni tii dekady bylo vyvinuto
nekolik IAT, z nichZz mezi nejcastéji pouzivané patii tzv.
LAMP (loop-mediated isothermal amplification), RPA
(recombinase polymerase amplification) a RCA (rolling-
circle amplification)®® (porovnani jednotlivych parametrt
metod viz tab. I).

LAMP je nejrozsifenéjsi IAT, kterd vyzaduje 4-6
specifickych primert, a u které dochazi ke tvorbé smycek
(loop), specifickych struktur ve tvaru Cinky (dumbbell)

Srovnani podminek amplifikacnich technik — Cas reakce, typ amplifikacni reakce, pocet nutnych primerdt a schematické

zobrazeni vyslednych produktt reakci

Reakce Trvani Typ Teplota Pocet Produkt
[min] [°C] primert

PCR? 60-150 cyklicka 60-95 2

exponencialni
LAMP® 15-60 izotermalni 60-65 4-6

exponencialni
RPA® 2040 izotermalni 37-40 2

exponencialni
RCA! 20-30 izotermalni 37-40 1-2

linearni

“PCR — polymerase chain reaction, " LAMP — loop-mediated isothermal amplification, RPA — recombinase polymerase

amplification, RCA — rolling-circle amplification
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a amplikonii o riznych délkach v pribchu jedné reakce.
Pti detekci LAMP amplikoni na agarosovém gelu se mis-
to klasického jednoho prouzku objevuje zebticek slozeny
z rizn€ dlouhych LAMP produktli. Doba reakce se pohy-
buje mezi 15-75 minutami, v z4vislosti na zastoupeni
analytu a koncentraci vzorku, pfi teploté¢ okolo 65 °C
(cit.*'*"), Velmi Gasto se metoda vyuziva pro detekci
DNA patogennich agens (bakterii a vira)'®>™*. Soucasng
existuji také jeji alternativy, jako qLAMP (kvantitativni/
méfeni v redlném Case) nebo RT-LAMP pro analyzu RNA
(reverzni transkripce RNA probiha jednokrokové ve stej-
né reakci)''. LAMP reakce je oproti PCR méné citliva k
riznym inhibitorim bézné pfitomnym v biologickych

merti a v&tsi citlivost vii¢i kontaminacim® ">,

RPA reakce vyzaduje jednodussi design primerd,
podobnych tém pro PCR a stejné tak produkty reakce jsou
na gelu vizualizované jako jeden prouzek o specifické
velikosti. Podstata reakce spociva v piitomnosti vice enzy-
mi, které nahrazuji procesy, ke kterym dochazi diky cyk-
lickému stfidani teplot u klasické PCR. Jedna se konkrétné
o rekombinasu, ktera zajistuje specifické nasednuti prime-
ru, dale tzv. ,,single-stranded DNA-binding protein®, tedy
protein ukotvujici vazbu primeru k DNA templatu,
a polymerasu. Reakce obvykle probihd pii 37-42 °C
a diky absenci cyklovani teplot je cely proces rychlejsi,
cca 20-30 min (cit."). Nevyhodou této technologie je jeji
vy$$i cena zpuisobena jedinym vyrobcem vlastnicim patent
(TwistDx).

Posledni zminovanou technikou je RCA reakce, ktera
vytvaii produkty s desitkami az stovkami tandemovych
repetic amplifikovaného templatu. Zakladem je specialné
navrzena ,,padlock® sonda, jejiz oba konce jsou komple-
mentarni k cilové sekvenci DNA nebo RNA a navic je na
svém 5'-konci znacena fosfatovou skupinou. Béhem vazby
na cilovou sekvenci dochazi k cirkularizaci ,,padlock®
sondy, oba konce se dostavaji do té€sné blizkosti, a jsou
nasledné v procesu ligace kovalentné spojeny. Vznikd
kruhova DNA, ktera pak slouzi jako templat pro samotnou
RCA reakci, a to v pfitomnosti primeru a specidlni poly-
merasy. Kromé¢ této klasické varianty existuji citlivejsi
varianty RCA typu ,,hyperbranched RCA* (vyuzivajici
alespon dva rizné primery, ¢imz vznika rozvétveny RCA
produkt), nebo ,,circle-to-circle RCA* (C2C RCA, u které
probiha restrikéni Stépeni RCA produktu a vznik dalSich
kruhovych DNA)'. Nevyhodou této reakce je vicekroko-
vy postup anutnost relativné drahych fosforylovanych
,»padlock® sond.

Spojeni IAT s elektrochemickou detekci piedstavuje
zajimavou alternativu k optickému stanoveni, zvlasté
s ohledem na niz§i cenu piistrojového vybaveni a vétsi
toleranci vuci nejriznéj$im kontaminantiim.
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2. Elektrochemicka detekce nadorovych
biomarkeri na turovni nukleovych kyselin

2.1. DNA nadorové biomarkery

Konkrétni nadorova onemocnéni mohou byt u paci-
entd spojena s vyskytem specifickych sekvenci DNA,
nebo také snestandardnim mnoZstvim pro buiiku jinak
pfirozenych sekvenci DNA, at’ uZ na Grovni poctu kopii
nekterych genil, nebo na Urovni jejich exprese, coz se pro-
jevuje zménou mnozstvi mRNA syntetizované pii procesu
transkripce. Znac¢na ¢ast biomarkerd nadorovych onemoc-
néni ma charakter nukleovych kyselin, tj. DNA ¢i RNA.
Tento typ makromolekuldrnich biomarkerti mize byt pfi-
tomen pfimo v nadorovych bunkach, ale také mimo né,
jako volné cirkulujici DNA (ctDNA) v krevnim fecisti, ¢i
v télnich sekretech'’.

Nejcastéji zminovanou skupinou DNA a RNA nado-
rovych biomarkerti jsou sekvence patiici onkogeniim
vzniklym aktivujici mutaci pro buiiku pfirozenych proto-
onkogenil ¢i vysledklim inaktivujicich mutaci nddorovych
supresord. Proteinové produkty téchto mutovanych gent
zpravidla narusuji regulovany pribéh bunécného cyklu
a déleni, coz vede k nekontrolovatelné proliferaci, ktera je
jednou z hlavnich charakteristik nadorovych bunék. Vznik
onkogenu ¢i ztrata funkce nadorového supresoru mohou
byt zpuisobeny tzv. bodovou mutaci ¢ili nahrazenim jedno-
ho nukleotidu jinym v sekvenci DNA tak, ze dojde ke
zméné vyznamu daného kodonu pfi zachovani Cteciho
ramce, jako je tomu napiiklad u mutovanych forem gent
BRAF a KRAS asociovanych s nekterymi typy nadort.
V genu BRAF je aktualné nejvice klinicky vyznamna mu-
tace V60OE, zpuisobujici na proteinové Girovni aminokyse-
linovou zaménu valinu za kyselinu glutamovou. Tato mu-
tace se objevuje u vice nez 85 % ptipadi maligniho mela-
nomu a vice nez 8 % ptipadl kolorektalniho karcinomu
amé vyznamny vliv na vybér terapeutického piistupu'®"’.
Jeden z projektl nasi vyzkumné skupiny je zaméfen na
vyvoj rychlé a snadno proveditelné metody detekce bodo-
vych mutaci téchto gent®’.

Zejména u inaktivaénich mutaci mize v danych ge-
nech dochazet také k delecim, ¢i inzercim, vétSinou ve-
doucim ke zméné¢ ¢teciho ramce nebo predcasnému vytvo-
feni stop kodonu. V nékterych pfipadech jsou onkogeny
vytvafeny fazi pti chromozomovych ptestavbach. Nejvy-
znamng&jS$im fuznim genem pro nadorova onemocnéni je
BCR-ABLI, ktery je vytvofeny translokaci chromozomi
9 a 22. Znakem nadorového onemocnéni mohou byt také
standardni sekvence DNA ¢i RNA, které jsou pfitomny ve
zvySeném nebo snizeném mnozstvi, jako je napiiklad
zmnozeni chromozomil v nadorovych buiikdch pii akutni
lymfoblastické leukemii’'. Na expresni aktivitu genti ma
vliv také methylace DNA zabranujici transkripci postize-
nych Casti fetézce, aniz by doslo ke zménadm v samotné
sekvenci DNA (cit.??). Tento typ epigenetické modifikace
DNA miize rovnéz poslouzit jako nadorovy biomarker™.

U jistych typt nadorovych onemocnéni byl prokazan
vliv patogennich agens na jejich rozvoj. Typickym piikla-
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dem jsou onkogenni kmeny lidského papilomaviru (HPV)
v rozvoji rakoviny délozniho ¢ipku nebo nadord hlavy
a krku, onkomodula¢ni schopnosti lidského cytomegalovi-
ru (hCMV), ¢i Kaposiho sarkom a B-lymfom u pacientii
infikovanych HIV. V ramci této kategorie nadorovych
biomarkerl se nase vyzkumna skupina zabyva vyvojem
metod pro detekci DNA biomarkerti onkogennich kmeni
HPV, zejména typi 16 a 18, které jsou v nadorovych bun-
kach karcinomu délozniho ¢ipku ptitomny nejéastéji. No-
vé se také vénuje vyvoji elektrochemickych metod pro
diagnostiku hCMV v tumorech?*.

U HPV dochazi k rozvoji nador po nékolika mési-
cich az letech po infekci, kdy je virus po celou dobu dete-
govatelny a vySetfeni téchto virit ma tedy velky preventiv-
ni potencial. Cilem naseho vyzkumu je pfitom zvysit in-
formativni hodnotu diagnostiky z urovné zjisténi piitom-
nosti virové DNA v klinickych vzorcich'®'*'*%* na troven
kvantifikace a stanoveni transkripcni aktivity viru, coz by
mohlo piispét k lepSimu odhadu redlného rizika rozvoje
karcinomu (viz nize Cast 2.2.).

V roce 2016 byl publikovan nas prvni ¢lanek zabyva-
jici se detekci HPV, a to vysoce rizikovych kmeni 16
a 18, za pouziti elektrochemického méfeni na tisténé uhli-
kové elektrod&®. Zde popisovana detekéni metoda vyuzi-
vala amplifikaci cilové sekvence pomoci PCR a naslednou
hybridizaci amplikoniti na oligonukleotidové sondy pfichy-
cené k magnetickym kulickdm. Na druhy konec ampliko-
nl byla navazana detekéni oligonukleotidova sonda ne-
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souci molekulu digoxigeninu (DIG), jehoz prostfednic-
tvim se na vzorky mohl navazat komplex kienové pero-
xidasy (horse radish peroxidase, HRP) s antidigoxi-
geninem. Pro samotné méfeni byl pouzit detekcni systém
sestavajici z HRP, hydrochinonu a peroxidu vodiku. Tim-
to postupem bylo dosazeno spolehlivého rozliSeni mezi
DNA HPV16 a HPV18. Pozdgji byla amplifikace pomoci
PCR nahrazena izotermalni amplifika¢ni metodou LAMP,
pfi které byl do amplikonti pfimo inkorporovan DIG-
dUTP pro vazbu antiDIG-HRP. Tato pozméné€nd metoda
byla publikovana v roce 2018 (cit.'®) a pozdgji byla de-
monstrovana na vétsim souboru klinickych vzorkl
(n="61)". V roce 2021 byla navic optimalizovand metoda
aplikovana na bunééné lyzaty, ¢imz bylo prokazano, Ze
detekce miize byt provedena i bez piedchozi izolace DNA
(cit.”). Krokem k vyznamnému zjednoduseni detekéni
metody je také modifikace povrchu zlatych pracovnich
elektrod tak, aby dochéazelo k pfimé hybridizaci (obr. 1).
Vzorky se tak pro méfeni nemusi zpracovavat na magne-
tickych kulickach, a poté aplikovat na elektrodu, ale mo-
hou byt imobilizovany pfimo na ni. Tento zptisob prove-
deni detekce DNA HPV16 a HPV18 byl publikovan
v roce 2022 (cit.'*).

2.2. RNA nédorové biomarkery

Molekuly RNA, obdobné jako DNA, predstavuji
rozmanitou skupinu nadorovych biomarkerd. Diky masiv-
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Obr. 1. Detekce HPV viru na tisténé zlaté elektrodé. A: V piipadé, ze LAMP reakce probéhla na zakladé pfitomnosti templatu (HPV),
doslo k hybridizaci biotin-dUTP znacenych amplikont na sondu imobilizovanou na povrchu zlatych elektrod a nasledné vazbé streptavi-
dinem znacené polymerni peroxidasy (SPP). B: Pfi aplikaci elektrochemického substratu — tetramethylbenzidinu (TMB) — dochazi
k reakci s SPP, ktera je méfena amperometricky. C: Vysledné proudové odezvy, odectené po 120 s reakce pro detekci HPV16 a HPV18

pozitivni a negativni pacientky. Upraveno dle cit.'*
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nimu paralelnimu sekvenovani nové generace bylo identi-
fikovano velké mnozstvi kodujicich i nekodujicich RNA,
jejichz hladina se méni béhem vzniku nebo progrese nado-
rového onemocnéni. Mezi znamé priklady kodujicich bio-
markert, tj. mRNA transkriptll, patii napf. komerc¢né do-
stupny panel padesati mRNA sekvenci s ndzvem PAMS0
(Prosigna test) pro jednodussi klasifikaci nadorit do jed-
notlivych  podtypi u  rakoviny prsu  (https://
www.prosigna.com/). Dal§imi potencialn¢ zajimavymi
biomarkery jsou virové transkripty E6 a E7 z vysoce rizi-
kovych HPV. I kdyZ se HPV infekce obvykle stanovuje na
urovni virové DNA, virovda E6/E7 mRNA by mohla slou-
Zit jako prognosticky biomarker korelujici se zvySenou
aktivitou viru a tudiz s vy$sim rizikem nadorové transfor-
mace napadené tkan&®®. Proto se i my v soulasné dobé
vénujeme vyvoji elektrochemického testu pro stanoveni
hladin E6/E7 mRNA pomoci RT-LAMP, magnetickych
kulicek a elektrochemického meéteni, a to v kombinaci
s monitorovanim genu E2, ktery byva po integraci HPV
do hostitelského genomu eliminovan?’.

Nekodujici RNA dnes predstavuji obrovskou a roz-
manitou skupinu RNA molekul, které reguluji fadu fyzio-
logickych procest (napf. bunécné déleni, diferenciaci,
vyvoj a rust organt, imunitu nebo metabolismus). Neni
proto divu, Ze maji vliv i na patogenezi riznych skupin
onemocnéni, zejména nadorovych nebo autoimunitnich.
Mezi nekodujici RNA patii jednak kratké nekodujici RNA
0 délce mensi nez 200 nukleotidi (obvykle kolem 20-30
nukleotid), zejména mikroRNA (miRNA), malé interferuji-
ci RNA (small interfering RNA, siRNA) nebo Piwi-
interagujici RNA (piwi-interacting RNA, piRNA), a téz
rozsahla skupina tzv. dlouhych nekodujicich RNA (long non-
coding RNA, IncRNA) o délce vétsi nez 200 nukleotida®.

Nejvice prostudované jsou zfejmé miRNA — moleku-
ly znamé u? tiicet let®®, které jsou uz delsi dobu povazova-
ny nejenom za potencialni nadorové biomarkery®’, ale
nové i terapeutika®' nebo terapeutické cile’’. Molekuly
miRNA délime nejcastéji do dvou skupin, a to na tumor
supresorové a onkogenni; tumor supresorové miRNA tlu-
mi expresi onkogentl, a oproti zdravé tkani tak maji v na-
dorech vyrazné snizenou hladinu. Naopak onkogenni miR-
NA jsou v nadorech nadmérné exprimovany a jejich hladi-
ny jsou vy$§i v porovnani se zdravou tkani’. Soucasné
metody detekce miRNA, napt. RT-PCR, digitalni PCR,
DNA ¢ipy (microarrays) nebo NGS jsou vysoce citlivé
aumoznuji paralelni detekci stovek molekul soucasné;
jsou ovsem nakladné z hlediska instrumentace nebo po-
tiebnych reagencii, a rovnéz Casov€ narocné. Z tohoto
hlediska by elektrochemické metody mohly byt zajimavou
alternativou™, coz jsme chtéli demonstrovat vlastnim vy-
vojem a otestovanim dvou rtznych strategii pro detekci
onkogennich miRNA***. V prvni strategii jsme pouzili
specialni protilatku S9.6 vuci kratkym hybridnim DNA/
RNA duplexiim pro zachyceni cilové miRNA sekvence
(pomoci primarni DNA sondy) na magnetickych kulic-
kach, a dvé biotinem znacené pomocné DNA sondy, které
jsou k sobé ¢astecné komplementarni, a které po vazbé na
primarni DNA sondu vytvofi dlouhy fetézec (z toho nazev
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hybridizaéni fetézova reakce, z angl. ,,hybridization chain
reaction”, HCR). Tuto metodu jsme pouzili pro detekci
panelu tff miRNA (miR-21, let-7a, miR-31) pfimo v kli-
nickém materialu, a to ve stérech z dé€lozniho hrdla Zen,
atispésné ji validovali pomoci digitilni PCR (cit.**).
I druha strategie zahrnovala magnetické kuli¢ky, ovSem za
pouziti tzv. ,,His-tag zinc finger” proteinu, ktery prefe-
ren¢né vaze dvousroubovicové RNA duplexy, slozené
z cilové miR-21 a RNA sondy znadené biotinem™. Ob-
dobné jako v pfedchozi strategii, amperometricky méfeny
proud pochazel z peroxidasové reakce po vazb¢ streptavi-
din-HRP konjugétu na biotinem znacenou sondu. Strategii
jsme Uspésné aplikovali na prsni nddorovou linii MCF-7.

Kromé mikroRNA jsme vyvinuli elektrochemicky
test pro stanoveni dlouhé nekodujici RNA s nazvem PCA3
(prostate cancer antigen 3), jejiz hladina je zvySena
u naprosté vétiiny muzi s rakovinou prostaty>®. Jedna se
o biomarker s vyssi specificitou pro nadory prostaty nez
v ptipad¢ rutinné stanovované¢ho PSA (prostaticky speci-
ficky antigen). Hladina PCA3 byla ve vice nez 90 % stu-
dovanych ptipadd asi 60—100% vyssi nez ve zdravé prosta-
tické tkani®’ a zaroven nedetegovatelnd v jinych nado-
rech®®. Nami vyvinuty test vyuzival RT-LAMP reakei pro
amplifikaci PCA3 molekul, magnetické kulicky pro za-
chyceni LAMP produktii a ndmi optimalizované ampero-
metrické detek&ni schéma (obr. 2)"'. Kromé prostatickych
nadorovych linii jsme stanovovali PCA3 pfimo v moci
pacientd s nadorem prostaty (PCa, n = 11) a u pacienti
s benignim nalezem (Ctrl, n=7), a naSe vysledky dobfte
korelovaly s klinickymi daty z onkourologie.

Elektrochemicka analyza obou typd nukleovych ky-
selin, tj. DNA a RNA, funguje na velmi podobném princi-
pu, ale kazda z nich ma i sva specifika, kterd je tfeba pfi
vyvoji nové metody znat. DNA je mnohem stabilngjsi,
a zejména krat$i sekvence DNA (napt. PCR amplikony)
jsou nenaro¢né, co se ty¢e manipulace nebo skladovani.
U dlouhé genomové DNA je potieba dbat na spravné skla-
dovani, aby se ptedeslo jeji degradaci. Diky dvousroubo-
vicové struktuie je Casto nutné vzorek DNA zahfat, aby
doslo k rozvolnéni (denaturaci) a tim padem k snadné&jsi
hybridizaci s DNA sondami. RNA je mnohem reaktivnéjsi
nez DNA vzhledem k ptitomnosti hydroxylové skupiny na
2'-uhliku ribosy, a snadno podléha hydrolytickému Sté€peni
vSudyptitomnymi RNasami. Neopatrné zachazeni proto
mize vést k nereprodukovatelnym vysledkiim. RNA tak
musi byt zpracovavana se zvySenou opatrnosti, aby nedo-
Slo k degradaci vzorku. Pro Gcely amplifikacnich reakcei je
RNA casto piepisovana do DNA a dale se oba typy vzor-
ki zpracovavaji stejnym zpusobem. Kratké nekodujici
mikroRNA jsou v tomto sméru vyjimkou, jsou relativné
stabilni a pfili§ se nevyuziva jejich prepisu do komple-
mentarni sekvence DNA.

Nadorové biomarkery majici diagnosticky, prediktiv-
ni, ¢i prognosticky vyznam, jsou slibnymi cili pro vyvoj
detekénich metod, jako jsou nejriznéjsi typy sekvenovani,
metody zalozené na hybridizaci nukleové kyseliny
k sondg, ¢i diive pouzivané metody Stépeni nukleovych
kyselin na specifické fragmenty. V soucasné dobé b&zné
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Obr. 2. Detekce prostatickych nadorovych RNA biomarkerit z mo¢i. A: Z moc¢i odebrané po digitalni rektalni examinaci (DRE) byla
izolovana RNA, ktera byla oSetifena DNasou a po denaturaci byla pfidana do LAMP reakce. B: Vysledné LAMP amplikony obsahujici
digoxigeninem znacené dUTP (DIG-dUTP) byly hybridizovany na povrch streptavidinovych magnetickych kulicek (STR-MB) modifiko-
vanych biotinylovanou sondou (bio-CP). Nasledné doslo k oznaceni peroxidasou konjugovanou s protilatkou proti digoxigeninu
(antiDIG-HRP). C: Vysledky amperometrickych méfeni (HRP/hydrochinon/H,0,) pro oba RNA biomarkery PSA i PCA3 s rozdélenim
pacientii s casnym zachytem nadorového onemocnéni (PCa) a benignim onemocnénim (Ctrl). K jednoznacné korelaci naméfenych vy-
sledkii s klinickymi daty do3lo po kalkulaci pomértt PCA3/PSA (neukéazano). Upraveno z cit.'’ se svolenim nakladatelstvi Elsevier.

pouzivanym metodam detekce nukleovych kyselin vladne
PCR, i ta ma vSak své nevyhody, a proto je smysluplné se
zabyvat vyvojem moznych alternativnich diagnostickych
metod k tomuto zlatému standardu. Nad&jnym metodic-
kym piistupem v této oblasti jsou IAT nasledované elek-
trochemickou detekei nukleovych kyselin, které by mohly
nabidnout levnéjsi a rychlejsi diagnostiku nadorovych
biomarkera.

3. Vyzvy klinického materialu

Velka ¢ast odbornych praci zabyvajicich se vyvojem
elektrochemickych biosenzori demonstruje funkénost
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svych postupti pouze na modelovém systému, tj. detekci
syntetickych oligonukleotidti, bakterialnich plasmida ne-
soucich cilovou sekvenci, nebo komeréné zakoupenych
purifikovanych proteint. Casto zde lze nalézt itzv.
,,spiking“, tedy smichani cilové molekuly o ptesné dané
koncentraci s lidskou plasmou, lidskym/zvifecim sérem,
moci, aj. pro demonstraci pouzitelnosti v komplexnim
vzorku. Bohuzel, tento model vytvari pouze slabé pozadi
a nereflektuje redlnou koncentraci analytu, ktera je Casto
radové nizsi, a tudiz se signal analyzované molekuly mtze
zcela ztratit. Stale Cast&ji se objevuji prace, které vyuzivaji
buné&éné kultury, kde napt. pro detekci bodové mutace se
jednd o velmi homogenni vzorek s pfesné definovanym
slozenim. Z hlediska vyskytu mutace se miZe jednat pou-
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ze 0 homozygotni (100%), nebo heterozygotni (50%) vy-
skyt mutace v celkovém genomu bunééné linie. Takovyto
model ov§em nemiZe zcela nahradit heterogenni vzorek
nadorové tkan€, kde se Casto mohou nachdzet i buiky
nenadorové, ¢imz se jeSte vice snizi zastoupeni stanovova-
ného analytu''*.

Zvoleni spravného postupu upravy vzorkll znacné
napomaha Uspésné aplikaci biosenzoru. Pfed samotnou
izolaci biomarkeru je potifeba biologicky material homo-
genizovat, a nasledn€ dochédzi kizolaci frakci (DNA/
RNA/proteiny) nebo konkrétnich skupin molekul
(miRNA, cfDNA, aj.). Tento krok casto hraje kli¢ovou
roli a spravné zvoleny protokol izolace ma velky vyznam
pro finalni detekci. Pokud napft. zvolime kolonkovou sadu
pro izolaci RNA s cilem detekce miRNA, miize se stat, ze
nam cilova frakce RNA protece, protoze velikost miRNA
(21-23 bp) neni v zachytovém rozpéti kolonky. Takto
pfipraveny vzorek miiZe byt myln€ vyhodnocen jako nega-
tivni. Takovéto omyly mohou byt odhaleny stanovenim
kontrolniho biomarkeru — molekuly ze stejné skupiny
(napt. mRNA, proteiny), kterd se ve vzorku nachazi
v hojném zastoupeni, a vZdy bychom méli byt schopni ji
detegovat. Z tohoto divodu je dobré pti vyvoji metody
vzdy myslet na kontrolni analyt a pokud moZno demon-
strovat metody na panelu biomarkert, které se stanovuji
i v klinickych laboratotich®.

Dalsi moznou tpravou metody muze byt zakoncen-
trovani analytu. V tomto kroku dochazi k do¢asné imobili-
zaci na pevny nosi¢, ¢asto v podobé silikatové kolonky
nebo magnetickych castic. Oba tyto formaty umoznuji
rovnéZ promyti imobilizovaného analytu a jeho naslednou
eluci do mensiho objemu. Muze tak dojit k redukci obje-
mu vzorkl z mililitri na mikrolitry a soucasnému zvySeni
koncentrace analytu. K imobilizaci se Casto vyuZzivaji pro-
tilatky, které dokazi rozeznavat i strukturni motivy, napf.
5-methylcytosin pro zachyceni methylované DNA, nebo
oligonukleotidy, nejéastéji poly-deoxythymin (poly-dT)
pro vychytani mRNA nesouci polyadenylovany konec —
dochazi k hybridizaci celé frakce RNA bez ohledu na sek-
venci.

Vyuziti redlnych vzorki, a to i v men§im poctu, ote-
vira dal$i nedostate¢né zpracovanou, ¢asto az opomijenou
¢ast publikaci — statistiku. U kvalitnich praci se setkavame
s reprodukovatelnosti, statistickymi odchylkami, a dal$imi
statistickymi parametry, avSak bez vice rozmanitych vzor-
ka nelze stanovit hodnoty jako specificitu, ¢i senzitivitu
vyvinutého testu. Tyto chybégjici informace zptsobené
Casto prave absenci klinického materidlu snizuji aplikacni
potencial elektrochemickych stanoveni.

Pouziti a aplikace klinického materidlu ve vyvoji
biosenzorti muze byt naroéné a ¢asto mize vyzkum znac-
né¢ zkomplikovat, avSak prokazani funkcnosti metodik na
opravdu realnych vzorcich napomaha k cesté translacniho
vyzkumu. Ne vSechna vyzkumna pracovisté maji tyto
moznosti, a proto jsou velmi ¢asto odkdzana na rizné for-
my spoluprace, pro které pfiprava realnych vzorkti nemusi
byt prioritou. Alternativou mohou byt banky biologického
materidlu, které dokazi poskytnout nejen expertni sluzby,
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klinicky material, ale i potfebna data presné dle pozadav-
ki vyzkumného zaméru.

4. Sit’ ¢eskych biobank — BBMRI.cz

Existuje stale vétsi snaha o zavadéni aktudlnich vé-
deckych poznatkli do klinické praxe, realizace ovSem ne-
byva vzdy rychla a prekazky v ziskavani klinickych vzor-
ki se na tomto zpozdéni jednoznacné podili.

Pravé pro posileni translaéniho vyzkumu, vyvoje
novych detekénich metod, personalizované mediciny
a zejména zvySeni dostupnosti klinického materialu vznik-
la velkd vyzkumna infrastruktura (VVI) zaméfend na
dlouhodobé skladovani biologického materialu a dat nebo-
li biobanking, znama pod nazvem Sit' ¢eskych biobank
(BBMRIcz*), kam v soudasnosti spada 8 &eskych vy-
zkumnych instituci (Masarykova univerzita; Univerzita
Karlova a jeji lékafské fakulty v Praze, Hradci Kralové
aPlzni; Revmatologicky ustav; Ustav hematologie
akrevni transfuze, Univerzita Palackého a Masaryklv
onkologicky ustav, ktery tuto narodni sit' koordinuje).
Zaroven je tato Ceska sit’ biobank soucasti evropského
konsorcia BBMRI-ERIC (aktualné zastupuje 23 statl).
V ramci tohoto konsorcia vznikla i fada online nastroji
ajednim znich je nejvétsi katalog vzorkdi na svéts™,
vnémz si lze prehledné zobrazit participujici biobanky
a zjistit jaké vzorky/diagnézy/materidly jsou k dispozici.
Pomoci online komunikaéniho néstroje Negotiator®' je
mozno si pomérné jednoduse a obratné domluvit rezervaci
materialu s prisluSnymi biobankami. Vzorky/data si lze
v katalogu Directory podle potieby vytiidit (dle materialu,
diagnozy, regionu, véku, biobanky, apod.) a nasledné po-
slat souhrnny pozadavek do komunikac¢niho néstroje
Negotiator (zde je nutnd registrace). V tomto nastroji se
vyplni nalezitosti konkrétni zadosti (popis projektu, fesi-
tel, délka trvani, specifikace vzorki — pocty a typ, souhlas
etické komise,atp.) a poté je zadost rozeslana vybranym
biobankam, které se vyjadii k mnozstvi a dostupnosti po-
zadovanych  vzorki. Tento systém  zptehlediuje
a zjednodusuje hromadnou komunikaci mezi zadatelem
a biobankou.

Mezi dalsi zajimavé a dostupné sluzby poskytované
touto velkou infrastrukturou védctim i firmam patii kromé
klinickych vzorkd a dat také moznost prospektivniho sbé-
ru ¢i doplnéni informaci/vzorki pro navazujici projekty.

Je dulezité si uvédomit, ze praveé kvalita testovaného
materidlu je kliCova pro opakovatelnost, diveéryhodnost
a robustnost vysledkt vyzkumu. Klinické vzorky dlouho-
dobé skladované v biobankach jsou zpracovavany standar-
dizovanymi postupy a certifikovanymi metodami odborné
proskolenym personalem, tak aby byla zachovana exce-
lentni kvalita materialu.

5. Zavér
Vyvoj alternativnich metod pro detekci nadorovych

biomarkerd, nejen na urovni nukleovych kyselin, se dosta-
va v poslednich letech do popfedi, a to i diky nedavné
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pandemii SARS-CoV-2. Se skokovym naristem potieb-
nych vysetfeni se ukazalo, ze zlaty standard PCR nemusi
byt vzdy dostatecny a je zapotfebi rychlejSich a efek-
tivnéjSich metod, které by bylo moZno pouzit i na méné
vybavenych pracovistich. Tento celosvétovy impulz snad
napomtiZze rychlejSimu vyvoji biosenzorli a v budoucnu
lepsi dostupnosti levnych diagnostickych testl na zakladé
kombinace IAT s elektrochemii. Pro spravny vyvoj a po-
sun biosenzoru k translaénimu vyzkumu je nezbytné zapo-
jeni i redlnych vzorkd, které nemusi byt vzdy k dispozici
pfimo v dané vyzkumné instituci. Zdrojem cenného a po-
ttebného klinického materialu mohou byt i biobanky, které
skladuji vzorky riiznych materidll a diagnéz ve vysoké
kvalité v¢etné asociovanych dat.

Posun vyvoje biosenzori muze v budoucnu pfispét
k zlepSeni diagnostiky jak nadorovych onemocnéni, tak
vramci preventivnich programd a tim i lepsi zdravotni
péci.

Tato préce byla podporena MZ CR — RVO (MOU,
00209805), MSMT LM2023033, NUVR (EXCELES,
LX22NP05102), a AZV CR (NU21-08-00078, NU21-08-
00057, NU23J-08-00006).

Seznam zkratek

BCR-ABLI1 breakpoint cluster region-abelson murine
leukemia viral oncogene homolog 1

BRAF B-rapidly accelerated fibrosarcoma

DIG digoxigenin

FISH fluorescence in situ hybridization

hCMV lidsky cytomegalovirus

HPV lidsky papilomavirus

HRP horse radish peroxidase

IAT izotermalni amplifikaéni technika

KRAS K-rat sarcoma virus

LAMP loop-mediated isothermal amplification

PCR polymerase chain reaction

NGS next generation sequencing

RCA rolling-circle amplification

RPA recombinase polymerase amplification
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L. Morariova®, M. Bartosik®, J. Strmiskova®, and
K. Novakova® (“ RECAMO, Masaryk Memorial Cancer
Institute, Brno, ® BBM, Masaryk Memorial Cancer Insti-
tute, Brno, Czech Republic): Electrochemical Analysis of
Clinical Samples — a Path to Translational Research

Precise diagnostics of cancer or other diseases is cru-
cial when selecting proper treatment. Personalized medi-
cine puts high demands on the accuracy of nucleic acid
biomarkers analysis, where subtle differences at the nucle-
otide level are often involved. Isothermal amplification
techniques offer new possibilities of DNA and RNA am-
plification without using PCR, and their combination with
electrochemistry provide a promising fast and cost-
effective alternative diagnostic tool. Although electro-
chemical biosensors are still insufficiently applied to clini-
cal material, thus hindering their development, recent ad-
vancements show great promise in translational research.
Banks of biological material (biobanks) are specialized
workplaces focused on the long-term preservation and
processing of clinical material and offer a wide range of
expert services, primarily for research purposes, in partic-
ular the provision of biological samples and associated
pseudonymized data. Their involvement in the field of
electrochemical biosensors can facilitate application of
electrochemical methods into clinical laboratories and
expand the portfolio of currently used diagnostic methods.

Keywords: biosensor, isothermal amplification techniques,
electrochemistry, biomarker, biobank
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