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ABSTRAKT

Tato prace byla zaméfena na analyzu DNA. Nejprve byly hybridizovany fluorescenéné
znacené oligonukleotidy, které byly nasledné podrobeny HRM analyze, kdy byly zji§tovany
teploty tani oligonukleotidi v zavislosti na daném prostiedi. Prace popisuje zménu teploty
tani oligonukleotidii v prostfedi jednomocnych a dvojmocnych ionti a vliv vazby proteina
na stabilitu téchto struktur DNA. Zteplot tani bylo stanoveno, zda dany iont/protein
stabilizuje nebo destabilizuje dany oligonukleotid.

Dale byly izolovany vybrané plasmidy. Pomoci AFM byla sledovana struktura
izolovanych plasmidu.

KLICOVA SLOVA
DNA, HRM analyza, oligonukleotidy, AFM, plasmidy, kiizové struktury

ABSTRACT

This thesis was focused on DNA analysis. The fluorescently labelled oligonucleotides were
at first hybridised and subsequently analysed by HRM analysis to determine the melting
temperatures of the oligonucleotides depending on the environment. This thesis describes
the change of melting temperature of oligonucleotides in environments containing mono and
bivalent ions and the influence of protein binding on the stability of these DNA structures.
From determined melting points, it was specified whether the ion/protein stabilised
or destabilised the oligonucleotide.

Furthermore, plasmids were isolated and analyzed by atomic force microscopy.

KEYWORDS
DNA, HRM analysis, AFM, oligonucleotides, plasmids, cross structures
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1 UVOD

Nukleové kyseliny jsou makromolekuly, které jsou tvofeny polynukleotidovym fetézcem.
Nukleové kyseliny jsou odpoveédné za pfenos a uchovani genetické informace. Nejznamé;si
jsou kyselina deoxyribonukleovda (DNA) a kyselina ribonukleova (RNA). Struktury
DNA maji vyznamny vliv v oblasti lékafstvi, kde se vyuzivaji pii vyzkumu a vyvoji 1éCiv
a vakcin. Tato 1éCiva maji vysoky potencial pii 1é¢bé tfady nemoci. Plasmidové struktury
DNA se vyuzivaji jako vektory pii klonovani, diky ¢emuz je mozno prenést geneticky
material do organizmu.

Jednou zvyznamnych metod, ktera slouzi k vizualizaci DNA, patfi mikroskopie
atomarnich sil. Tato metoda se vyuziva pro zobrazeni a porozuméni struktury DNA, ale také
ke zji§téni poSkozeni dané DNA.

Interakce nukleovych kyselin s nékterymi latkami zpusobuje strukturni zmény v misté
vazby. Vyzkum v oblasti interakci DNA by mohl byt vyznamny z hlediska 1éCiv. Interakce
DNA je mozno sledovat pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani, kdy je mozno
z ktivek urcit, zda dana latka DNA destabilizuje nebo naopak stabilizuje.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleova kyselina, bézn€ oznacovana zkratkou DNA, je nositelkou genetické
informace vSech organismi, s vyjimkou nebunéfnych organismt, u kterych je nositelem
dédicné informace RNA [1].

DNA byla poprvé isolovana v roce 1869 §vycarskym lékafem Fridrichem Miescherem
[2][3]. Ale az ve 40. letech bylo prokazano, ze je DNA nositelkou genetické informace
a to diky pokusim Averyho, MacLeoda a McCartyho. Ti prokazali, ze dédicna informace
je ulozena v DNA a vyvratili tak diivejsi nazory o tom, ze je ulozena v proteinech [4]. V roce
1953 byla rozlusténa trojrozmémd struktura DNA. James D. Watson a Francis Crick
predvedli model dvousroubovice. Dosli k zavéru, ze nukleotidy jsou mezi sebou propojeny
a tvori antiparalelni dvousroubovicovy fetézec. Za tento objev obdrzeli v roce 1969 Nobelovu
cenu za fyziologii a medicinu [5].

Abychom  pochopili  kodovani  genetické informace aulozeni této informace
ve dvousroubovici DNA, musime se zaméfit na usporadani a samotnou strukturu DNA [6].
Struktura DNA obsahuje chemickou informaci, ktera je zodpovédna za prenos genetické
informace do dcefinych bunék, aniz by do§lo ke zméné z generace na generaci [7].

2.1.1 Struktura DNA

DNA je polymerni makromolekula, ktera je sloZzena z monomernich jednotek nukleotidd.
Molekula DNA, kterou tvori méné nez 200 nukleotidl, se nazyva oligonukleotid. Nukleotidy
jsou tvoreny tfemi ¢astmi: 2-deoxy-D-ribosou, dusikatou bazi a fosfatovou skupinou [3].

2.1.1.1 Primarni struktura

Retézce polynukleotidu (Obrazek 1) vznikaji polymeraci nukleotidd, ty jsou tvoteny
pétiuhlikatym cukrem 2-deoxy-D-ribosou, dusikatou heterocyklicyklickou bazi (adenin,
cytosin, guanin, thymin) a zbytkem kyseliny fosforecné. Spojeni jednotlivych nukleotidt
vznika chemickymi interakcemi mezi fosfatem jednoho nukleotidu a cukernou slozkou
druhého nukleotidu, tzn. fosfodiesterovou vazbou ve smeéru od 5" ke 3" konci [3][8]. Dusikaté
baze jsou piipojeny k deoxyribose pomoci N-glykosidové vazby. Adenin a guanin patfi mezi
purinové derivaty a thymin, cytosin patii mezi pyrimidinové derivaty [3]. Dusikaté baze
prot&jsich polynukleotida jsou spojeny vodikovymi vazbami na zakladé komplementarity [5].
Dochazi kvazbé jen specifickych bazi, adenin athymin spojuji dva vodikové mustky
a cytosin a guanin spojuji tii vodikové mustky [3].

Primarni struktura slouzi k urCeni poradi jednotlivych nukleotidd. Jelikoz jednotlivé
nukleotidy nejsou sefazeny v fetézci nahodné, muizeme rozliSit jednotlivé sekvence [5][9].
V primarni struktufe DNA je zakddovana geneticka informace [10].



Obrdzek 1: Usek retézce DNA [4]

2.1.1.2 Sekundarni struktura

DNA je tvofena dvousroubovici. Za urCitych podminek muZze vznikat i trojzavitové
usporadani (triplex) nebo 1 cCtyfzavitové usporadani (kvadruplex), i kdyz za béznych
fyziologickych podminek prevliada dvousroubovice. Dva polynukleotidy jsou stoCeny podél
osy fetézce. Vlakna polynukleotidu jsou orientovana antiparalelné a dusikaté baze maji
ulozeny uvniti molekuly [3]. Znamena to tedy, Ze jedno vlakno je fazeno od 53" konce
a druhé opacnéod 3-5 konce [6]. Na jeden zavit dvousroudovice piipada zhruba
10 nukleotidovych zbytki. Na §itku ma molekula dvousroubovice DNA 2nm [11].
DNA mize existovat v nékolika riznych formach, napfiklad jako A-, B-aZ-DNA
(Obrazek 2).Retézce DNA se nejéastéji vyskytuji ve formé pravoto¢ivé dvousroubovice, ktera
je oznaCovana jako B-forma [12]. A-forma je méné obvykla, ai méné stabilni forma
nez B-forma. Vyskytuje se pfevazné€ v roztocich s vysokou iontovou silou [9]. Pokud dojde
k opakovani purinii a pyrimidini (GCGCGCGC), vznika levotociva dvousroubovice, ktera
se oznacuje jako Z-forma. Tato struktura DNA je pomérné vzacna. Vzdy vznikaji energeticky
nejvyhodnéjsi konformace. Pii stabilizaci sekundarni struktury DNA maji nejdulezitéjsi ulohu
vodikové mustky a hydrofobni interakce [5].
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Obrazek 2: A-, B-, a Z- konformace DNA [13]

2.1.1.3 Tercidrni struktura

Terciarni struktura vznika, pokud se do dvousoubovice DNA vlozi dalsi vinuti. Terciarni
struktura se oznacCuje jako nadSroubovice nebo superhelix. Superhelix tedy muze vzniknout
zapornym, nebo kladnym vinutim dvousroubovice [14].

2.1.1.4 Kvartérni struktura

Kvartérni  struktura DNA  vznik4d, pokud dojde kinterakci mezi molekulami
DNA, poptipadé mezi molekulou DNA s proteinem [15]. Kvartérni struktura vznikne vazbou
DNA na histony, kdy vznika nukleozom, ktery se dale sklada do chromatinovych vlaken [16].
Dale sem patii komplexy proteinu s DNA jako je chromatin nebo ribozomy [17].

2.1.2 Plasmidova DNA

Plasmidy jsou useky DNA, které se obvykle vyskytuji v cytoplasmé u bakterii,
archebakterii a méné ueukaryot [18]. Plasmidy casto obsahuji geny, které nejsou
pro bakterialni buriky esencialni. Plasmidova DNA se muze vyskytovat v nékolika moznych
formach — nadSroudovicovd, kovalentni uzaviena kruznice (ccc), oteviend kruznicova forma
a linearni. Nejbéznéjsi formou plasmidové DNA je kruznicova molekula. Kruznicova
molekula plasmidové DNA je vhodna pro prenos genetické informace a muze se vyskytovat
v burice v ne€kolika kopiich, na rozdil od chromozomalni DNA, kterd se zpravidla v burce
vyskytuje pouze v jedné kopii. Jeden plasmid ma velikost 1000-200 000 para bazi. Plasmidy
tvoti zhruba 1-5 % prokaryontni DNA [14][19].

Plasmidy pouzivané ke klonovani jsou proti pfirozenym plasmidim upravené.
Aby byl vytézek plasmidové DNA dostatecné vysoky, je dulezité zajistit stabilitu a vysoky
pocet kopii. Komercné dostupné plasmidy obsahuji nékolik dulezitych sekvenci. Pocatek
replikace, ktery je zodpovédny za efektivni produkci novych kopii [20]. Druhou sekvenci
je selekcni marker, dualezity pro selekci transformovanych bakterii. Jelikoz plasmid byva
vnesen pouze do malé Casti bunéné populace, pouziva se gen pro podporu rustu, ktery
ma fenotypové dominantni rezistenci k antibiotiku. Nejpouzivanéjsi jsou geny s rezistenci
k ampicilinu, tetracyklinu a chloramfenikolu. Dalsi casti je polyklonovaci misto s velkym
mnozstvim mist pro restrikéni endonukleazy pro vkladani cizorodé DNA [21].

Plasmid pBluescript (Obrazek 3) je fagemidovy vektor, ktery byl navrzen tak, aby bylo
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mozné rychlé mapovani DNA inzerti. Tento plasmid obsahuje cilova mista
pro 21 restrikénich enzymi v libovolné orientaci. Uspotfadani restrikénich mist umoziuje
jednosmérné delece pomoci nukleazy [22].
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Obrazek 3: Mapa plasmidu pBluescript [23]

2.1.3 Chemicky syntetizované oligonukleotidy

Syntetické oligonukleotidy se pouzivaji jako sondy pfi Southernové prenosu
na DNA z organismu, ktery produkuje dany protein. Tohoto se vyuziva, pokud chceme ziskat
gen kodujici dany protein. Diky znalosti genetického kodu lze syntetizovat oligonukleotid,
ktery je komplementarni k danému genu. Sonda specificky oznaci gen pro dany protein,
a tak umozni jeho izolaci. Dal§i moznosti vyuziti syntetickych oligonukleotidi jsou specifické
zmény genu mistné cilenou mutagenezi. Oligonukleotid obsahuje usek se zménénou sekvenci
a pouzije se jako primer pro replikaci dané¢ho genu. Pti hybridizaci oligonukleotidu lze pouzit
takovou teplotu, aby vznikly dokonale komplementarni oligonukleotidy.

Syntéza oligonukleotidi je podobna syntéze polypeptidi. Kdy je vhodné€ chranény
oligonukleotid pfipojen k rostoucimu konci fetézce, dojde k odstranéni chranici skupiny
a d¢j se opakuje, dokud nevznikne cileny oligonukleotid [12].
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2.1.4 Moznosti interakce molekul s DNA

DNA muze interagovat specificky nebo nespecificky s mnoha latkami u kovalentnich
vazeb vnikaji adukty, které nemohou disociovat za fyziologickych podminek [24].
Nekovalentni interakce maji vyrazné niz8i energii. Kinterakci dochazi prostfednictvim
malého avelkého zlabku DNA, popiipadé mohou planarni slouCeniny vstoupit
do mezi bazového prostoru. Takovéto vmezefeni se oznaCuje jako interkalace. Rozsah
interakce ovliviiuji vlastnosti prostiedi, charakter ligandut i sekvence nukleové kyseliny [26].

2.1.4.1 Nespecificka vnéjsi vazba podél molekuly DNA

Nespecificka vn€jsi vazba (Obrazek 4) je elektrostatického ptivodu. Do této skupiny patii
vazby iontl a polyamind. lonty nejsou vazany na specifickém misté a mohou migrovat.
Vazby dvojmocnych iontd na DNA ovliviiuji stabilitu terciarnich a kvartérnich struktur.
K dalsim efektim nespecifické vnéjsi vazby patfi zména teploty tani dvousroubovice DNA
pomoci dvojmocnych ionti. Pokud je v roztoku DNA ptitomny kationt, pfispiva k odstinéni
negativniho naboje fosfatovych skupin. Aby mohla hybridizace dvou komplementarnich
vlaken DNA probéhnout uspésné, je dilezité najit idealni podminky. Podminky, které
ovlivituji hybridizaci jsou: teplota hybridizace, délka hybridizovaného fetézce, stupen
komplementarity, koncentrace soli a pH reak¢ni smési [24].

Jednomocné alkalické kovy jsou velice reaktivni. Alkalické kovy se vazou na strukturu
iontovou vazbou. Tyto jednomocné ionty (Na*, K*, Rb™ a dalsi) preferuji pfimou vazbu
na DNA [24]. Dvojmocné kovy alkalickych zemin jsou jesté reaktivnéjsi nez kovy alkalické.
Mg?* je hlavni intracelularni dvojmocny iont atdastni se vsech aktivaénich procesti
ve struktufe DNA [25]. Dvojmocné kationty jako je Ca®*, Zn2*, Co®* nebo Ba®* ovliviiuji
konformaci DNA [24].
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Obrazek 4: Nespecificka vnéjsi vazba podél molekuly DNA [27]

2.1.4.2 Interkalace

Pii vmezeteni (Obrazek 5) ligandu s vhodnym planarnim uspotfadanim mezi pary bazi
dochazi ke stabilizaci nekovalentnimi vazbami [28].

Pokud se mezi baze vmezeii plandrni aromatickd slouCenina, dojde ke stabilizaci
a zpevnéni konformace, narastu délky DNA a zarovei muze dojit k ¢asteCnému rozvinuti
nukleové kyseliny. Diky tomu muze dojit ke zméné ucinnosti enzymu, které pusobi
na DNA [26]. Uénnou interkalaci podporuje hydrofobicita rozpoustddla aiontova sila
prostiedi [29]. Interkalatory délime do tii skupin — klasické, neklasické a bisinterkalatory.

Klasické interkalatory jsou dobfe prostudovanou skupinou. Maji dokonale planarni
molekulu, diky velkému sklonu k interkalaci s DNA zptsobuji ¢asto genotoxicky ucinek [26].
Do této skupiny se fadi aridiny, etidium bromid a pfirodni ellipticin [30]. Neklasické
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interkalatory jsou pouze CasteCné planarni a nejsou zcela aromatické [26]. Bisinterkalatory
jsou slozeny zdvou interkalujicich heterocyklickych sloucenin, které jsou propojeny
alkylovym fetézcem. Piikladem muze byt mocovina, ktera vytvoii vice vodikovych vazeb
se strukturou DNA [31].

Obrazek 5: Vmezereni do mezibazalniho prostoru [26]

2.14.3 Vazba do Zlabku

Pfi navazani molekuly do velkého nebo malého zlabku DNA (Obrazek 6) nedochazi
k tak velkym konformacnim zmeénam jakou interkalace. Zaroven nedochazi ke zménam
v délce dvousroubovice. Tyto latky mohou ovlivnit teplotu tani DNA.

Malé molekuly se vazi na maly zlabek. Vykazuji i vyssi afinitu k A-T parim a maji vyssi
elektrostaticky potencial. Patfi sem napfiklad nepropsin, dystamycin nebo barvivo DAPI
(4’,6-diamino-2-fenylindol). Velké molekuly upfednostiuji velky zlabek. Sem se vazi
regulacni proteiny [32]. Vazby do zlabku stabilizuji mezimolekulové interakce. Jejich
asociani konstanta je vyssi nez u interkalatora [26].

Obrdzek 6: Vmezereni do zZlabku DNA [26]
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2.2 VysokorozliSovaci analyza krivek tini (HRM analyza)

VysokorozliSovaci analyza kifivek tani neboli Hight Resolution Melting (HRM),
je moderni metoda, ktera byla zavedena v roce 2002 [34][33]. Tato metoda je velice citliva,
a proto umoziiuje rozpoznavat i velice malé rozdily ve tvarech kiivek tani [34]. Diky tomu
je HRM vhodna i pro detekci useku, které se 1isi pouze o jednu bazi a drobné inzerce [35].
Velmi casto se pouzivd pfi polymerdazové fetézové reakci (PCR) v redlném case,
jako ovéfovaci metoda toho, zda byl nasyntetizovan specificky PCR produkt [36]. Dale
se tato metoda vyuziva ke genotypizaci, pii analyze mutaci nebo pro identifikaci druhd, dalsi
moznosti je vyuziti pii metylacni analyze [33][37].

HRM predstavuje velice rychlou techniku, ktera je financné nenaroc¢na a technicky
jednoduché [38]. Presto je tato metoda velice specificka a senzitivni. Pro urCeni teplot tani
neni potfeba separace, jak je tomu naptiklad u jinych sekvenovacich metod, to vede ke snizeni
Casové narocnostt HRM analyzy. HRM metoda je nedestruktivni a Setrna ke vzorku
analyzované DNA [39].

2.2.1 Princip a prubéh HRM

Principem metody je sledovani disociace dvousroubovice DNA za postupného, vysoce
presného a stabilniho zvySovani teploty (citlivost az 0,01 °C/s) a pfeména na jednotetézcovou
DNA [40]. Dvousroubovice DNA (dsDNA) je pomérné stabilni pii pokojové teploté.
Pri vzrustajici teplot€ dochazi k disociaci, kdy se od sebe jednotliva vlakna separuji. Teplota,
pii které dojde k rozdéleni 50 % dsDNA na jednotlivé fetézce, se nazyva teplotou tani (Tm).
Teplota tani je zavisla jak na délce DNA fragmentu, tak na obsahu parti guanin a cytosin.
Jelikoz jsou tyto baze vazany tfemi vodikovymi vazbami, jsou stabilngjsi nez pary adenin
a thymin, které maji pouze dvé vodikové vazby. Sekvence DNA s vétSim obsahem part
guanin a cytosin maji vyssi teplotu tani nez sekvence, které obsahuji mensi pocet téchto
vazebnych para [35]. Aby mohly byt kiivky tani vyhodnoceny, musi byt analyza provadéna
za pritomnosti fluorescencniho barviva. V prabéhu méfeni je snimana a zaznamenavana
intenzita fluorescencniho signalu ve vysokém rozliseni [41][40].

Na pocatku je ziskana fluorescence nejvétsi. To je zpusobeno vysokym poctem
dvouretézcovych molekul DNA s navazanym fluorescencnim barvivem. Pii zvySujici
se teploté postupné dsDNA disociuje, dochazi k uvolfiovani barviva a naslednému snizeni
fluorescence [35][42]. Vysledkem je ktfivka tani (Obrazek 7), ktera popisuje zavislost
intenzity fluorescence nateploté. Pro lepsi Citelnost vysledki byva kiivka prevedena
na normalizovanou kiivku tani. Kfivka tani je slozena ze tfi ¢asti. Nejprve se jedna o premelt
fazi, v této fazi je DNA ve dvouretézcové formé. Pii premelt fazi je fluorescence nejvetsi.
Poté nasleduje postupné zvySovani teploty, tato faze se nazyva melt faze. Dochazi
k denaturaci dvouretézcové molekuly, coz zpusobi pokles intenzity fluorescence. Z inflexniho
bodu kiivky se urcuje teplota tani. Posledni, tieti fazi je postmelt faze. V tomto okamziku
je pritomna pouze jednofetézcova DNA aintenzita fluorescence je minimalni [41].
Pro jednodussi odecet teploty tani se vyuziva diferencnich kiivek. V takovémto pfipadé
se vyuziva zavislosti derivované fluorescence na teploté, kdy vznikaji piky, které odpovidaji
teplotam tani amplikonu [41].
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Obrazek 7: Krivka tani, upraveno dle [43]

2.2.1.1 VyuZiti HRM pri analyze heteroduplexii

HRM je mozné pouzit k analyze heteroduplexti. Heterozygotni vzorek, ktery obsahuje
dvé alely stejného genu ale s rozdilem v jedné bazi, se po amplifikaci necha zdenaturovat
teplem a nasledné dojde k reasociaci jednotlivych fet€zci. Vzniknou Ctyfi odlisné produkty,
dva jsou homoduplexni s typickym parovanim bazi a dva heteroduplexni. VSechny Ctyfi maji
rozdilné fyzikalni vlastnosti, nejvyraznéjsi vlastnosti je rozdilna teplota, pii které dvouretézce
disociuji. Po provedeni HRM analyzy duplexy poskytuji charakteristické kiivky tani.
Heteroduplexy maji nizsi teplotu tani a zaroven maji i jiny tvar kfivky tani. Pokud vzorek
obsahuje homozygotni formu s mutaci, dojde pouze k posunu teploty tani [41].

2.2.2 Saturaéni barviva

Pro HRM analyzu se nedaji pouzit béznd fluorescencni barviva (Obrazek 8), ktera
se pouzivaji pro PCR vredlném cCase aanalyzu kiivek tani, protoze jsou tato barviva
pro polymerazu toxicka a dochazi k nasledné inhibici PCR. Navic u béznych barviv dochazi
k redistribuci barviva béhem denaturace, coz omezuje monitorovani fluorescence ve vysokém
rozliSeni. Proto byla vyvinuta saturacni barviva (Obrazek 9) pro HRM analyzu, ktera vykazuji
maximalni fluorescenci. Saturani barviva maji mnohem nizsi toxicitu nez fluorescencni
barviva. V fetézci DNA vyplni saturacni barvivo vSechna vazebna mista. Nejcast€ji pouzivana
plné saturacni barviva jsou napt. SYTO9 nebo SYBR Green I [35][40].
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Nenasycena vazebnda mista

Nasycena viechna vazebnd mista
Obrdzek 9: Plné saturacni barvivo. Upraveno dle [43]

SYTO9 neptisobi inhibicné na DNA polymerazu ani pii vysokych koncentracich. Toto
barvivo umoziiuje rovnhomémé oznaceni celého produktu, coz je dulezité pro detekci vSech
amplifikovanych oblasti [40]. Po navazani na DNA se SYTOO9 stava vysoce fluorescencni.

SYBR Green I (Obrazek 10) patfi mezi kyaninova barviva. Vyuziva se pro barveni
dsDNA, protoze ma vysokou afinitu pravé pro dsDNA. To je zpusobeno
tim, Zze SYBR Green I obsahuje dva pozitivni naboje. Bylo zavedeno uz na pocatku
devadesatych let. Toto barvivo se stalo nejCastéji pouzivanym vzhledem k nizké potizovaci

ceng [46].
s
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Obrazek 10: Vzorec slouceniny SYBR Green I [47]
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2.2.3 Fluorescencni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou malé organické molekuly, které interaguji s biologickymi
molekulami. Pfitom dochazi kindukci zmén jejich fotochemickych vlastnosti,
jako je intenzita fluorescence nebo excitatni nebo emisni vinova délka [48]. Fluorescenc¢ni
sondy se déli podle principu funkce. Mezi hlavni skupiny patii sondy zalozeny na pienosu
fotoindukovanych elektroni (PeT), prenosu fluorescen¢ni rezonanéni energie (FRET),
prenosu intramolekularniho naboje (IKT) a spirocyklizaci [49][50].

2.2.3.1 Fluorofor

Jako fluorofor se oznacuje molekula, ktera je schopna po osviceni svétlem o urcité vinové
délce absorbovat energii zafeni a okamzité ji pfeménit na emisni zafeni o delSi vlnové
délce [51]. Fluorofor muze byt mala organicka sloucenina s aromatickym jadrem,
nebo protein. K makromolekule byva fluorofor pfipojen kovalentni vazbou, zde slouzi jako
znacka pfi detekci. Jako fluorofor se pouziva naptiklad 6-karboxyfluorescein (FAM),
tetrachlorfluorescein (TET) nebo tetramethylrhodamin (TAMRA) [51]. Nova generace
fluorofort je UCinnéjsi, stabilnéjsi na svétle a méné nachylna ke zménam pH [53].

6-karboxyfluorescein (Obrazek 11) je jednim z nejCastéji pouzivany fluorofort pro znaceni
oligonukleotidi. Pouziva se jako reportérovy motiv v sondach TaqMan, Scorpionovych
primerech a molekularnich majacich [54][55]. 6-karboxyfluorescein se v sondach pouziva
spolu se zhaSedlem BHQ-1. 6-FAM a BHQ maji dobry spektralni ptekryv potfebny pro vznik

FRET [56].
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Obrazek 11: Vzorec slouceniny 6-karboxyfluorescein [57]

Tetramethylrhodamin se pouziva jako zhaSedlo pro oligonukleotidy znacené dvojitym
barvivem. Barvivo je stabilni ve vSech béznych rozpoustédlech, stabilita barviva klesa
se zvySujici se koncentraci hydroxidu amonného, ten se bézné pouziva ke Stépeni
oligonukleotidi. Toto barvivo se pouziva jako soucast TagMan a FRET sond [58].

2.2.3.2 Fluorescencni rezonacni pienos energie (FRET)
Na principu fluorescencniho rezonan¢niho ptfenosu energie je zalozena vétSina sond.
Tyto sondy maji dva druhy fluorescen¢nich znacek—reportér a zhase¢. Zhase¢ je odpovédny
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za pohlceni excitované energie se specifickou vinovou délkou v okoli reportéru. To zpusobi,
ze reportér neni schopen emitovat fluorescenci do okoli. Emise muze opét probéhnout, pokud
se reportér se zhaSeCem dostatecné vzdali [59]. Aby mohlo k prenosu FRET dojit, musi
byt fluorescencni znacky ve vzdalenosti 1-10 nm [60]. Déle se musi piekryvat emisni
spektrum zhaSeCe a excitacni spektrum reportéru azaroven musi mit stejny dipdlovy
moment [61].

2.2.3.3 Sondy FRET

FRET sondy jsou navrzeny tak, aby dochéazelo k hybridizaci na sousednim segmentu
nukleové sekvence. Jedna sonda je znacena na 3" konci fluoresceinem, nebo jinym podobnym
fluoroforen, ktery ma excitacni maximum okolo 480 nm. Tato sonda se nazyva donor. Druha
sonda muze byt znaCena jednim z mnoha barviv, které ma vyssi excitacni a emisni maximum
nez donor [62]. Piikladem barviva mohou byt kyaninova barva Cy3 a Cy5, TET (6-karboxy-
4,7,20,70 tetrachlorofluorescein) nebo TAMRA (6-karboxy-N,N, N’ )N" tetramethylrhodamin).
Takto znaCena sonda je akceptorem amusi byt zablokovana na svém 3’ konci,
aby nedochazelo k prodluzovani sondy polymerazou béhem PCR reakce. Volné v roztoku
fluorescein donoru emituje zelené zafeni s vinovou délkou 480 nm. Pokud dojde k hybridizaci
obou sond s DNA, donor preda energii akceptoru, ten emituje fluorescencni zareni s dlouhou
vlnovou délkou. Princip je znazornén na Obrazku 12. Na rozdil od hydrolizacnich sond
nejsou FRET sondy degradovany a jejich fluorescence je tedy reverzibilni. To umoziuje
urceni teplot tani Tm v analyze kfivek tani [63].
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Obrazek 12: Princip FRET sond. A) Sonda donoru volné v roztoku emituje zdreni o nizsi
vinové délce, B) Pokud dojde k hybridizaci obou sond s DNA, donor preda energii
akceptoru, ten emituje fluorescencni zdareni s dlouhou vinovou délkou [64]

2.2.3.4 TagMan sondy

TagMan sondy (Obrazek 13), nebo téz hydrolyzacni oligonukleotidové sondy, maji
na 3’ konci zhase€ a na 5" konci se nachazi kovalentné navazany reportér [65]. Jako reportér
se nejcastéji vyuziva FAM [66]. Princip GCinku spociva ve vyuziti 5'—3" exonukledzové
aktivity Tag DNA polymerazy. Pivodné TagMan sondy nevyuzivaly principu FRET, ale byly
zalozeny na znaceni radioaktivnimi latkami [67].

Dochazi kredukci fluorescence zhaseCe v dasledku puasobeni reportéru, ktery
je v bezprostfedni blizkosti. Pfi amplifikaci polymeraza ptipojuje volné dNTP od primeru
k sondé€, kterou od 5" konce §tépi. Dochazi ke vzdaleni atim se zru§i pusobeni zhaSece
na reportér, ten emituje fluorescenci [68]. Vyhodou je, ze k fluorescenci dochazi pouze
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po hybridizaci na specifickém misté. Tyto sondy se pouzivaji pii detekci amplifikace
specifickych produkti PCR v realném case [61].
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Obrazek 13: Princip ucinku sond TagMan. A) Sonda se navdze na cilovou sekvenci DNA.
B) Reportér neni ovlivnén zhdaSecem a emituje fluorescenci. Upraveno dle [64]

2.2.3.5 Molekuldarni majaky

Molekularni majaky jsou oligonukleotidové sondy, které maji tvar smycky se dvéma
rameny [69]. SmycCka obsahuje sekvenci komplementarni k cilové sekvenci aramena jsou
k sobé komplementarni. Fluorofor je kovalentné napojen na jedno rameno a zhaseC
je pripojen ke druhému ramenu. Molekularni majaky nefluoreskuji volné v roztoku. Jelikoz
je vblizkosti fluoroforu zhése¢, ktery absorbuje jeho emitovanou energii. Pouze pokud
hybridizuji s fetézcem nukleové kyseliny, dojde ke zméné konformace, kdy se fluorofor
oddali od zhaseCe ato umozni emitovani fluorescence [70]. Princip u¢inku je znazornén

na Obrazku 14.
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Obrazek 14: A) v blizkosti fluoroforu je zhasec, ktery absorbuje jeho emitovanou energii
a nedochdzi k fluorescenci. B) fluorofor se odddli od zhaSece a dojde k emisi fluorescence
Upraveno dle [71]

2.2.3.6 Universal ProbelLibrary Systém (systém UPL)

Tuto skupinu tvoii 165 kratkych sond, které se skladaji z LNA (Locked Nucleic Acids)
nukleotidd  [72]. LNA je wuzaviena nukleova kyselina, vtomto nukleotidu
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se vytvoii vazba mezi 2°-O a 4'-C. Délka sond je okolo 8-9 nukleotidi oproti béznym 25-30
nukleotidim [73]. Diky svoji délce a obsahu LNA si zachovavaji potiebné Tm. Na 5" konci
jsou znaceny fluoresceinem a na 3" konci maji zhase¢. Diky svoji délce se tyto sondy mohou
vazat az na 7000 transkriptt a kazdy transkript muze byt detekovan 16 sondami [72].

2.3 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM — Atomic Force Microscopy) patifi do skupiny
mikroskopie skenujici sondou (SPM — Scanning Probe Microscopy) [74]. Tato metoda byla
poprvé pouzita v roce 1986 a predstavili ji G. K. Binnigen, C. F. Quate a Ch. Gerber [75].

Vyhodou této metody je fakt, ze lze zkoumat jak vodivé, tak nevodivé materidly
s vysokym rozliSenim az na atomarni urovni. Dal§i vyhodou této metody je, ze povrchy, které
zobrazuje, mohou byt v rizném prostiedi (vzduch, voda ajiné kapaliny, vakuum, fazové
rozhrani) a zarovenn umoziuje sledovat dynamické jevy v realném case [81]. Nejvice
se vyuziva zobrazeni topografie vzorku, dale pak fazové zobrazeni nebo sledovani
mechanickych vlastnosti [82]. Sily, které pusobi mezi hrotem a vzorkem jsou nejCastéji
Van der Waalsovy sily, jako sily pfitazlivé a odpudivé sily plynouci z Pouliho principu [80].
Zavislost meziatomarnich sil na vzdalenosti hrotu a vzorku je mozné vidét na Obrazku 15.

odpudiva sila

{ prerusovany ﬁ

kontakt

.-

sila (N)

| kontakt vzdalenost (hrot-povrch vzorku)

/ bez kontaktu B

pritazliva sila

Obrazek 15: Zavislost meziatomdrnich sil na vzddalenosti hrotu a vzorku [76]

AFM se sklada ze ctyf hlavnich ¢asti: raménko s ostrym hrotem, které je usazeno
do piezoelektrického skeneru, ktery raménko fidi, laserova dioda a detektor, ktery je citlivy
k poloze [83]. Jednotlivé ¢asti jsou znazornény na Obrazku 16.
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Obrdzek 16: Schema AFM [83]

AFM je zaloZzena na méfeni atomarnich sil mezi hrotem, ktery rastruje povrch,
a povrchem zkoumaného vzorku. Hrot ma Spicku o priméru 10 nm a je vyroben nejcastéji
z ktemiku nebo nitridu kfemiku, je umistén na raménku (cantilever). Raménko
je 100 az 200 um dlouhé [76][77]. Tento hrot se pohybuje v blizkosti vzorku, poptipade
se daného vzorku dotyka. Dochéazi k pfitahovani nebo odpuzovani hrotu vzorkem [78].
Plisobenim atomarnich sil vznika ohyb raménka. Ohnuti raménka je zaznamenavano citlivym
detektorem, prevazné to byva pomoci laserového paprsku dopadajiciho na fotodiodu [76][79].
Pohyb hrotu je mozny ve vSech tfech osach (x, y, z).

Nejcastéjsim usporadanim AFM je experimentalni usporadani. Zde je laserovy paprsek
nasmérovan na raménko. Paprsek se odrazi od raménka aje zachycen detektorem
s fotodiodou [82].

2.3.1 Sily pusobici v AFM

Meéieni AFM je ovlivnéno pisobenim mnoha sil fyzikalni podstaty, které ovliviiuji obraz
vzorku. Detekce pomoci raménka je zalozena na principu Hookova zakona, ktery
je definovan nasledujici rovnici (1).

F=—k-z (1)

V této rovnici vyjadiuje pismeno F silu, ptusobici na raménko. Hodnota k je konstanta
tuhosti raménka a z je vertikalni vychylka raménka. Toto umoziuje méfeni sil, které ptisobi
na raménko ive sméru osyz [84]. Sily pusobici pii AFM se rozdéluji podle ucinku
hrot—vzorek na sily dlouhého a kratkého dosahu.
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2.3.1.1 Van der Waalsovy sily

Mezi tyto sily fadime Coulombickou silu. Coulombicka sila zptisobuje polaritu molekul.
Déle do této skupiny fadime indukéni silu, pfi niz trvale polarizovana molekula polarizuje
zbylé molekuly, a disperzni silu, pii které vznika dipdl, jez je disledkem oscilace. Sily maji
puvod v nerovnovazném Sifeni naboje elektront. Nejvice tyto sily pusobi ve vzdalenosti
0,1-100 nm [76][85]. Van der Waalsovy sily patti mezi sily s dlouhym dosahem [87].

2.3.1.2 Kapilarni sily
Diky tomu, ze je hrot v blizkosti vzorku, dochéazi k mikrokontaktu a ten vytvofi pocatek
pro kondenzaci kapalin. Dochazi ke vzniku menisku kolem hrotu AFM [76].

2.3.1.3 Sily kratkého dosahu

Pokud se vzorek a hrot pfiblizi piili§, zaéne na atomy pusobit odpudiva sila. Odpudivé sily
jsou zpusobeny piekryvem elektronovych obalti atomu. Sily kratkého dosahu vychazeji
z Pouliho principu. Vazebné sily mezi hrotem avzorkem se nazyvaji chemisorbce
a fyzisorbce a vytvareji zde vazebné interakce. Tyto interakce mohou zpusobit tfeni, dale
téz elastickou a plastickou deformaci [76][87].

2.3.2 Moznosti méreni
Existuje nékolik rezimi pro meéfeni interakce vzorku s hrotem. Mezi zakladni patii
kontaktni, nekontaktni a poklepovy rezim (Obrazku 17) [76].

Obrdzek 17: Mozné rezimy méreni: a) kontakini reZim b) nekontakini rezim
c¢) poklepovy rezim [88]

2.3.2.1 Kontaktni reZim
Kontaktni rezim je ovliviiovan odpudivymi silami. V kontaktnim rezimu musi mit hrot
s raménkem tuhost nizsi, nez je vazebna sila mezi atomy vzorku. Pokud by bylo pouzito
raménko, které ma vyssi tuhost, doSlo by k posunu vzorku. Ohyb raménka je zptsoben
plsobicimi silami. Mira ohybu raménka je tmérna zmeénam v topografii povrchu vzorku.
Mimo odpudivé sily pasobi v kontaktnim rezimu i kapilarni sily, ty vznikaji povrchovym
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napétim, asily, které se vytvafeji vraménku. Vysledna sila hrotu na vzorku
je vrozmezi 108 N az 10° N [76]. Kontaktni rezim je vhodny pouze pro tuhé vzorky,
u mékkych vzorkd by dochazelo k znehodnoceni vzorku [89]. Kontaktni rezim je mozno
provadét ve dvou rezimech. Prvni rezim pracuje s konstantni vySkou, kdy je udrzovana
konstantni vyska zo a zaznamenava se ohyb raménka. Druhou moznosti je rezim s konstantni
silou. Pti udrzovani konstantni sily se raménko udrzuje konstantné ohnuté a dochazi k posunu
vzorku v ose z. Jelikoz se pfi tomto modu vyhneme zavislostem na kapilarnich silach, je tento
mod Castéji v praxi vyuzivan. Nevyhodou je ale, ze je oproti modu s konstantni vyskou
pomale;jsi.

2.3.2.2 Nekontaktni reZim

Pfi tomto rezimu kmitd raménko s hrotem v blizkosti povrchu, obvykla vzdalenost
raménka od povrchu byva 5-15 nm. Pritazliva sila plisobici na raménko je v nekontaktnim
rezimu zpusobena Van der Waalsovymi silami, popiipadé Coulombickymi silami
a interakcemi dipolt [83][90]. Vysledna sila, plsobici na hrot je 107'2 N [80]. Jelikoz
zde pusobi pouze slabé sily, je tento rezim vhodny pro mekkeé a pruzné povrchy [86][89].

Na hrot a raménko pusobi pfitazliva sila, a proto je nutné, aby raménko meélo vyssi tuhost,
protoze by mohlo dojit k poSkozeni vzorku. Soucasné je na hrot vyvinuta mala sila
a dochazi pomérné k malému ohybu raménka. Raménko kmita v blizkosti rezonancni
frekvence s amplitudou v rozmezi nanometrd. Zaznamenava se zména rezonanc¢ni frekvence
nebo amplituda kmitd raménka pii oscilacnim pohybu hrotu. V nekontaktnim rezimu
se vzajemného pusobeni tcastni vétsi pocet atomu a proto rozliSeni, kterého 1ze dosahnou,
neni prili§ vysoké [76].

2.3.2.3 Poklepovy reZim

Poklepovy rezim je zalozen na kmitech raménka. Pfi tomto kmitani se hrot nedotyka
vzorku, pouze se priblizuje do tésné blizkosti [89]. Pokud se raménko dostane do rezonancni
frekvence, dojde k dotyku se vzorkem. Zaznamenava se zména amplitudy oscilace [80].
Nespornou vyhodou tohoto rezimu je moznost meéfeni jak suchych vzorku, tak vzorku
v kapalném prostredi [91].
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3 CILE PRACE

Cilem experimentalni Casti byla pfiprava nasyntetizovani oligonukleotidi s p53 cilovym
mistem a se strukturnimi motivy anasledné stanoveni jejich stability pomoci
vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani v prostiedi péti iontd pii Ctyfech odliSnych
koncentracich a v prostfedich s proteiny p53 a BSA ve Ctyfech pomérech.

Soucasti experimentu byla také produkce aizolace DNA vybranych plasmidd a nasledné
sledovani jejich struktury pomoci mikroskopie atomarnich sil.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1

Chemikalie

Agar (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Agardza pro gelovou elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
Akrylamid 19:1 (Serva, Heidelberg, SRN)

Ampicilin (Biotika, Slovenska Lupca, Slovensko)

APS — peroxosiran amonny (TermoFisher, Waltham, USA)
Bromfenolova modi (Pliva-Lachema, Brno, CR)

BSA — hovézi sérovy albumin (SigmaAldrich, St. Louis, USA)
Butanol (SigmaAldrich, St. Louis, USA)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Penta, Chrudim, CR)
GelRed — fluorescen¢ni barvivo (Biotium, Fremont, USA)
Glycerol (SigmaAldrich, St. Louis, USA)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chlorid draselny (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

Chlorid hofe¢naty (Lachema, Brno, CR)

Chlorid vapenaty (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

Chlorid zine¢naty (Penta, Praha, CR)

Kyselina borita (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kyselina octova (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kvasinkovy extrakt (SigmaAldrich, St. Louis, USA)

Standard DNA (Malamité, Moravské Prusy, CR)

TEMED — Tetramethylethylenediamin (SigmaAldrich, St. Louis, USA)
Tryptofan (SigmaAldrich, St. Louis, USA)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze), (Penta, Praha, CR)
Xylencyanolova violet (BDH Chemicals, Poole, UK)

Roztoky

50x TAE pufr (242 g Tris baze; 57,1 ml kyseliny octové; 100 ml 0,5 M EDTA; doplnit
destilovanou vodou do 1 litru)

100x TE pufr (121 g tris baze, 37,2 g Na2EDTA, pH 8, doplnit destilovanou vodou do
1D

5x TBE pufr (54 g Tris baze; 27,5 g kyseliny borité; 40 ml 0,5 M EDTA; doplnit
destilovanou vodou do 1 litru)

AFM pufr (0,373 g KCl, 0,476 g MgCl,, 0,953 ¢ HEPES pH 7,6)

LB medium (10 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu, 10 g NaCl, doplnit
destilovanou vodou do 1 litru)

LB agar (LB medium, 1,5% agaroza)

Nanaseci pufr 6x LB (40 % sacharozy, 0,2 % bromfenolové modfi, 0,2 %
xylencyanolové violeti)

SOC medium (2 % tryptofanu, 0,5 % kvasinkového extraktu, 0,58 g NaCl, 1,87 mg
KCl, 1,2 g MgS0s4, 0,95 g MgCly, 3,6 g glukozy)
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4.14

Vazebny pufr 20x BB (7,455 g KCl; 1,21 g Tris pH 7,6; 0,2 % Tritonu)
IM ZnCl; (136,31 mg ZnCl> + 1 ml H>0)

2M CaCl; (142,02 mg CaClz - 2H20 + 1 ml H20)

2M MgCl; (406,6 mg MgCl> - 6 H2O + 1 ml H>0)

2M KC1 (147,8 mg KCI + 1 ml H>0)

2M NaCl (116,9 mg NaCl + 1ml H20)

Pouzité pristroje

Analytické vahy (XS105 DualRange, METTLER TOLEDO)

AFM/STM Multimode 8 (Veeco, USA)

Bézné laboratorni sklo

Centrifuga: Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga: MiniSpin®Plus (Eppendorf, Némecko)

Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

LightCycler® Nano Instrument (Roche, Basel, Svycarsko)

Mikrocentrifuga (miniSpin plus, Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikropipety (Biologicals, Praha, CR)

Mikropitety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrovlnna trouba (Sencor SMW 3717)

NanoDrop 2000 UV-VIS Spectrophootmetr (Termo Scientific, USA)
Termoblok (Grant QBT2, Grant Instruments)

Transluminator (UVT-328 MP)

Ttepacka ES-20 (BioSan, Riga, Litva)

Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborarough, UK)
Zdroj pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge, USA)
Zaftizeni pro SDS-PAGE BIO-RAD (Biomax Corporation, Chandigarh, Indie)

Syntetické oligonukleotidy

Vybrané oligonukleotidy byly vytvoreny firmou IDT-Integrated DNA Technologies
a Eurofines Genomics. Pozadované struktury byly pfipraveny hybridizaci oligonukleotida

(Tabulka 1), které byly znaceny FAM znackou. Oligonukleotidy byly poskytnuty

Biofyzikalnim ustavem Akademie véd Ceské republiky.

Jednoiétézcova struktura DNA byla pfipravena hybridizaci fetézce triplex dAS50. Daéle
pouzivano oznaceni polyA.

Dvouretézcova DNA o velikosti 32 bp byla pfipravena hybridizaci dvou fetézcu
linBRCA a linBRCB. Déle pouzivano oznaceni linBRCA.

Dvouretezcova DNA o velikosti 50 bp byla pfipravena hybridizaci dvou fetézctu
pS3con(pPGM3)-A a p53con(pPGM3)-B. Daéle pouzivano oznaceni p53con.
Kvadruplexova struktura DNA byla pfipravena hybridizaci fetézce hTel51. Dale
pouzivano oznaceni hTel.

Kfizova struktura DNA byla pfipravena hybridizaci Ctyf fetézci junctiBRC-A,
junctiBRC-B, junctiBRC-C, junctiBRC-D. Déle pouzivano oznaceni junctiBRCA.
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Tabulka 1: Sekvence oligonukleotidu pouzité k hybridizaci

DAZEV sekvence 5-3° 3 'modifikace
triplex dA50 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA /36-FAM/
junctiBRC-A GAATTCAGCACGAGTCCTAACGCCAGATCT
junctiBRC-B AGATCTGGCGTTAGGTGATACCGATGCATC
junctiBRC-C CACTAGTCGTAAGCCACTCGTGCTGAATTC /36-FAM/
junctiBRC-D CATGCATCGGTATCAGGCTTACGACTAGTG
LinBRC-A CCCTCGGAGCACTGCACAACCCCTGGCCGCCG /36-FAM/
LinBRC-B CGGCGGCCAGGGGTTGTGCAGTGCTCCGAGGG
p53con(pPGM3)-A CCCTCGAGGCATGCCTAGGCATGCCTCCGCCC /36-FAM/
p53con(pPGM3)-B GGGCGGAGGCATGCCTAGGCATGCCTCGAGGG
hTel51 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG /36-FAM/

4.1.5 Proteiny
Pro ucely této prace byl pouzit protein p53 v plné délce (wt). Dale byl vyuzit protein BSA,
ktery slouzil jako negativni kontrola. Tyto proteiny byly vyuzity pfii HRM analyze.

4.1.6 Plasmidy

Pro praci byl naizolovan plasmid pBluescript (pBl), pPGM1 ap3MYC které jsou
odvozeny od pBl, dale byly naizolované nové plasmidy ato pGL4-10, pGL4-10-hiFC,
pGL4-10-hiFG, pGL4-10-ILC, pGL4-10-ILG. Vsechny tyto plasmidy byly poskytnuty
Biofyzikalnim ustavem Akademie véd Ceské republiky.

4.2 Metody

4.2.1 Hybridizace oligonukleotidu

Bylo pfipraveno 5 hybridizovanych vzorki oligonukleotidi po 50 ul. Pro pfipravu vzorku
LinBRCA a p53con byly pouzity dva oligonukleotidy (viz Tabulka 1). Mnozstvi jednotlivych
slozek bylo 5 pl oligonukleotidu 1 + 5 pl oligonukleotidu 2 + 2,5 ul 20x BB + 37,5 ul H20.
Pro oligonukleotid triplex dA50 a hTel51 bylo napipetovano 5 ul oligonukleotidu + 2,5 ul
20x BB + 42,5 ul H20. Pro hybridizaci junctiBRCA bylo vyuzito ¢tyt oligonukleotidi podle
Tabulky 1. Smés byla pfipravena z 5 ul oligonukleotidu 1 + 5 ul oligonukloetidu 2 + 5 pul
oligonukleotidu 3 + 5 ul oligonukleotidu 4 + 2,5 ul 20x BB + 27,5 ul H>O.

Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do termobloku, kde byla teplota 95 °C, byly
zde ponechany 5 minut. Dale byly vzorky ponechany pii laboratorni teploté po dobu
16 hodin, kdy dochézelo k hybridizaci.

Nasledné byly pripraveny kontrolni vzorky oligoukleotidd. Byl pouzit vzdy jeden
nehybridizovany oligonukleotid zkazdé hybridizani skupiny, ato konkrétné ten, ktery
obsahuje fluorescenéni znacku. 1 pul zna¢eného oligonukleotidu byl rozpustén
v 9 ul 1x TE pufru. Tyto vzorky byly zamrazeny apouzity jako kontrolni vzorky
pii gelové elektroforéze na polyakrylamidovém gelu.

4.2.2 Separace oligonukleotidi pomoci polyakrylamidové gelové eletrofozézy (PAGE)
Separace oligonukleotidii byla provedena elektroforeticky na polyakrylamidovém gelu.
Hustota gelu byla stanovena na 20% spodni vrstvu, slouzici jako zatka, a 4% vrchni separacni
vrstvu gelu. Oba gely byly pfipraveny podle Tabulka 2. Roztoky ASP a TEMED byly pfidany
do smeési az tésné pred nalitim. Spodni vrstva gelu byla nalita mezi pfipravena skla a prelita
butanolem a ponechana 30 minut tuhnout. Poté byl butanol odsat a byla nalita horni vrstva
gelu az po okraj skel. Nasledné byl mezi skla do horni vrstvy gelu zasazen hrebinek. Tato
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vrstva byla opét ponechana tuhnout 30 minut. Po ztuhnuti byl gel pfemistén do aparatury
pro SDS-PAGE a zalit roztokem 0,33x TBE a 0,5 mM KCI. Hiebinek byl opatrné vyjmut.
Jednotlivé starty byly promyty roztokem, ktery byl pouzit na zaliti.

Tabulka 2: SlozZeni jednotlivych casti gelu pro SDS-PAGE

Zatka 10 ml Separacni gel 20
ml
Slozeni 20% 4%
akrylamid 19:1 5 ml 2 ml
0,33x TBE 0,41 ml 0,33 ml
30 Mm KCl 0,2 ml 165 ul
H>O 4,39 ml 17,5 ml
APS 62,5 ul 50 pl
TEMED 25 ul 20 ul

Vzorky hybridizovanych i nehybridizovanych oligonukleotidi pro separaci  byly
ptipraveny podle Tabulka 3. Do jednotlivych jamek bylo napipetovano 12 ul vzorku.
Elektroforéza probihala po dobu 150 minut pfi 50 V. Po skonceni elektroforézy byly vzorky
analyzovany na UV transluminatoru, ktery byl sniman CCD kamerou, na pfistroji LAAS
3000.

Tabulka 3: Slozeni smési pro SDS-PAGE

Mnozstvi
Oligonukleotid oligonukleotidu | 20x BB [ul] | H20 [ul] | 6xLB [ul]
[wl]

poly a (FAM) 1 0,5 8,5 2
poly a (hybrid.) 1 0,5 8,5 2
junctiBRC-C (FAM) 1 0,5 8,5 2
junctiBRCA (hybrid.) 1 0,5 8,5 2
linBRC-A (FAM) 1 0,5 8,5 2
linBRC-A (hybrid.) 1 0,5 8,5 2
pS3con-A (FAM) 1 0,5 8,5 2
pS3con (hybrid.) 1 0,5 8,5 2
hTel51 (FAM) 1 0,5 8,5 2
hTel51 (hybrid.) 1 0,5 8,5 2

4.2.3 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

Hybridizované oligonukleotidy byly nafedény na koncentraci 400 nM (p53con) a 1 uM
(LinBRCA). Tyto oligonukleotidy byly analyzovany v prostiedi péti iontli (Na*, K*, Mg*,
Ca*, Zn*") o &tyfech koncentracich iontu. Smési pro HRM o objemu 10 ul byly pfipraveny
dle Tabulka 4 abyly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kfivek tani. VeSkera méteni
probéhla ve Ctyfech opakovanich.
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Tabulka 4: Mnozstvi jednotlivych komponent smési iontu s oligonukleotidem pro HRM

Koncentrace iontu [mM] 0 2 8 32
Mnozstvi DNA [ul] 5 5 5 5
Mnozstvi HO [ul] 5 4,6 34 4,36
Mnozstvi iontu [pl] 0 0,4 1,6 0,44

Nasledné byly proméfeny pomoci HRM tyto oligonukleotidy s pfidavkem proteinu
pS3 a BSA. Smés oligonukleotidu p53con s proteinem p53 byla piipravena dle Tabulka 5.
Nasledné byla pfipravena obdobna smés oligonukleotidu p53con s proteinem BSA. Protein
BSA slouzil jako negativni kontrola. Mnozstvi jednotlivych komponent bylo pipetovano
podle Tabulka 6.

Tabulka 5: MnozZstvi jednotlivych komponent smési oligonukleotidu p53con a proteinu p53

pro HRM
pS3con [400 nM]
Pomér protein:DNA 0:1 1:1 2:1 4:1
Mnozstvi DNA[ul] 5 5 5 5
Mnozstvi proteinu p53 [ul] 0 0,27 0,54 | 1,08
Mnozstvi H20 [ul] 4,5 4,23 396 | 342
Mnozstvi 20x BB [pl] 0,5 0,5 0,5 0,5

Tabulka 6: MnozZstvi jednotlivych komponent smési oligonukleotidu p53con a proteinu BSA

pro HRM
pS3con [400 nM]
Pomér protein:DNA 0:1 1:1 2:1 4:1
Mnozstvi DNA [ul] 5 5 5 5
Mnozstvi proteinu BSA [pl] 0 0,13 0,27 0,53
Mnozstvi H20 [ul] 4.5 4,37 423 | 3,97
Mnozstvi 20x BB [ul] 0,5 0,5 0,5 0,5

Pripravené smési byly kratce zcentrifugovany a na cykleru LightCycler® Nano Instrument
byl spustén program pro HRM analyzu. Nastaveni programu pro HRM bylo provedeno
dle Tabulka 7. Méfeni probéhlo ve ¢tyfech opakovanich.

Tabulka 7: Program pro HRM analyzu

Iniciaéni faze Finalni faze
teplota [°C] 40 teplota [°C] 97
ramp [°C/s] 1 ramp [°C/s] 0,1

hold [s] 40 hold [s] 1
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4.2.4 Priprava kompetentnich bunék

10 ml bakteridlnich kultur bunék E. coli kmene STBL4 bylo kultivovano v LB mediu
ve 100 ml Erlenmayerovych barikach pfes noc pfi 37 °C. Nasledné¢ byl 1 ml bakterialni
kultury pfenesen za stalého michani do 50 ml LB media v 500 ml Erlenmayerové baiice.
Kultura byla tfepana po dobu 3 hodin pii 37 °C do optické hustoty 0,5-0,7. Poté byl obsah
banek preveden do 50 ml zkumavek a inkubovan 10 minut na ledu a centrifugovan 10 minut
pii 6000 x g. Supernatant byl odsat a pelet resuspendovan v 10 ml vychlazeného 0,1 M CaCl..
Byla provedena inkubace po dobu 25 minut na ledu a néasledné centrifugace 10 minut pfi
6000 x g. Supernatant byl odsat a pelet resuspendovan v 1 ml roztoku CaCl,. Do suspenze
bylo pfidano 0,2 ml sterilniho glycerolu. Smés byla na ledu rozdélena po 100 pl alikvétech do
sterilnich eppendorfek a ty byly umistény na led a preneseny do mrazaku na -80 °C.

4.2.5 Transformace do kompetentnich bunék (STBL4)

Plasmidova DNA byla transformovana do bakterialnich bun€k E. coli kmene STBLA4.
Z mrazéku -80 °C byly vyndany na led kompetentni buriky a ponechany na ledu 15 minut.
Do vysterilovanych eppendorfek bylo rozpipetovano po 50 ul suspenze kompetentnich bunék.

Poté bylo ke kompetentnim burikdm pfidano po 50 ng plasmidu. Probéhla inkubace
po dobu 30 minut na ledu, poté byly vzorky presunuty do termobloku predehratého na 42 °C
na 45 s. Vzapéti byly vzorky presunuty na led, kde byly ponechany 2 minuty.

Nasledné bylo pfidano 250 ul SOC media, které bylo predehiato. Eppendortky byly
umistény do termobloku, ktery byl vyhtaty na teplotu 37 °C. Ttepany byly po dobu 1 hodiny
pfi 300 rpm. Po 100 pl kultury bylo vyseto hokejkou na Petriho misky s LB agarem
a ampicilinem v poméru 1000:1. Inkubace probéhla pii 37 °C po dobu 24 hodin.

4.2.6 Kultivace bakterialnich bunék E coli. STBL4
Buriky byly nabrany sterilni Spickou z Petriho misky aumistény do falkony s 5 ml
LB media a ampicilinem. Kultivace probihala 24 hodin pii 37 °C na tfepacce pii 300 ot/min.

4.2.7 Izolace plasmidové DNA

Sml  bunék  kultivovanych vLB mediu bylo centrifugovano  po dobu
5 minut pti 11 000 ot/min. Supernatant byl odlit. Izolace byla provedena pomoci kitu
NucleoSpin® Plasmid. K peletu bylo pfidano 250 pl pufru Al (uchovéavano na ledu). Obsah
zkumavky byl resuspendovan do vzniku homogenni suspenze.

Do zkumavky bylo pfidano 250 pl pufru A2, obsah byl opatrné promichan prevracenim
zkumavky 6-8krat. Nasledné bylo do zkumavky ptfidano 300 pl neutralizaéniho pufru A3,
obsah byl opatrné promichéan pfevracenim zkumavky 6-8krat. Zkumavka byla centrifugovana
po dobu 5 minut pfi 11 000 ot/min.

Supernatant byl opatré prepipetovan do druhé zkumavky, ktera obsahovala kolonku.
Zkumavka byla centrifugovana pii 11 000 ot/min po dobu 1 minuty. Supernatant byl odlit
anakolonku bylo napipetovano 600 ul  promyvacitho pufru A4. Zkumavka
byla centrifugovana 1 minutu pfi 11 000 ot/min. Tento krok byl zopakovan.

Kolonka s filtrem byla opatrné presunuta do nové zkumavky. Na filtr bylo napipetovano
50 ul elucniho pufru AE. Zkumavka byla centrifugovana pii 11 000 ot/min po dobu 1 minuty.
Ze zkumavky byla odstranéna kolonka a eluat obsahujici DNA byl ponechan.
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4.2.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty plasmidové DNA

Absorbance izolované DNA v AE pufru byla proméfena spektrofotometricky pomoci
pristroje NanoDrop 2000. VSechny vzorky byly pfed méfenim zvortexonany. Jako referencni
vzorek byl pouzit elu¢ni pufr AE. Na cocku byl nanasen objem vzorkt 1 ul. Méteni probihalo
v rozmezi 230 az 320 nm. Pfistrojem byla stanovena koncentrace DNA (z hodnot absorbance
pii 260 nm) a pomér hodnot absorbanci, vypovidajici o Cistoté DNA, Azeo/A2so.

4.2.9 Agardésova gelova elektroforéza plasmidové DNA

Do Erlenmayerovy baiky byl pfipraven 1% agar6zovy gel. Bylo navazeno 0,53 g agarozy
a bylo pfidano 1 pl 50x koncentrovaného TAE. Nasledné stfickou byla pfidana voda zhruba
na 50 ml. Smés byla zahtata v mikrovinné troubég, aby doslo k rozpusténi agarozy. Takto
piipravend smé&s byla ochlazena zhruba na 60 °C a byl pfidan 1 ul barviva GelRed. Nasledné
byla smés prelita do pfipravené vanicky s hfebinkem a ponechana tuhnout. Po uplném
ztuhnuti byl hiebinek opatrn€ vytdhnut. Do sterilnich Eppendorfovych zkumavek
byly piipraveny vzorky pro elektroforézu (dle Tabulka 8). Pro pfipravu smeési byla pouzita
plasmidova DNA o koncentraci 100 ng/pl.

Vanicka sgelem byla vlozena do elektroforetické vany a pfelita 1x TAE pufrem.
Do jednotlivych jamek na gelu bylo napipetovano 12 pl pripravené smési. Elektroforéza
probihala po dobu 90 minut pfi 110 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel pozorovan
na transluminatoru pod UV zéafenim o vinové délce 305 nm. Byla provedena fotograficka
dokumentace.

Tabulka 8: Slozenti jednotlivych smési pro elektroforézu

Plasmid DNA [ul] | H20 [ul] Nana[ssf]‘ pufr
pBI 0,99 9,01 2
pPGMI 0,91 9,09 2
p3MYC 3,98 6,02 2
pGL4-10 3,02 6,98 2
pGL4-10-hifC 0,85 9,15 p
pGL4-10-hifG 0,77 9,23 p
pGL4-10-ILC 1,13 8,87 2
pGL4-10-ILG 0,61 9,39 2

4.2.10 Piiprava vzorka pro AFM

Byly vybrany plasmidy pGl4-10, hif-C a ILC. Tyto plasmidy byly nafedény na koncentraci
1 ng/ul za pouziti AFM pufru (Tabulka 9), ktery byl pfed pouzitim prefiltrovan pres 0,2 um
filtr.
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Tabulka 9: Mnozstvi plasmidu a AFM pufru pro naredéni na koncentraci 1 ng/ul

Vychozi Mnozstvi Mnozstvi
Plasmid koncentrace : AFM pufru
plasmidu [ng/pl] plasmid [ul] [pl]
pGLA4-10 25,1 0,6 19,4
ILC 88,3 0,23 19,77
hif-C 117,5 0,17 19,83

Pro méfeni byla pouzita slida MUSCOVITE MICA V4 QUALITY. Slida byla nésledné
nalepena na kovovou desticku o priméru 15 mm. Opakovanym strhavanim svrchnich vrstev
pomoci lepici pasky byla slida zbavena necistot a zarovein byl povrch slidy zarovnan. Na takto
pfipravenou slidu byl nasledn€ nanesen vzorek.

4 ul vzorku, ktery byl nafedén v AFM pufru, byly naneseny na piipravenou slidu. Slida
se vzorkem se nechala 2 minuty inkubovat pfi laboratorni teploté. Nasledné byla slida
se vzorkem oplachnuta 1 pl destilované vody, ktera byla také prefiltrovana pres 0,2 um filtr.
V zapéti byl vzorek vysuSen stlaCenym vzduchem. Takto pfipraveny vzorek je mozno

skenovat na AFM.

4.2.11 Priprava AFM mikroskopu pred mérenim
Meéfeni byla provadéna na zafizeni AFM/STM Multimode 8 electrochemical systém

od firmy Veeco (Obrazku 18). Pro tuto praci byly pouzity hroty SCANASYST — AIR, které
vyrabi firma Bruker. K praci byl vyuzit program Nanoscope 8.15. V tomto programu
byl vybran rezim ScanAsyst in Air, ktery pracuje v poklepovém rezimu. Rezim ScanAsyst
automaticky optimalizuje zobrazovaci parametry i naméfené hodnoty.

=
=
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=
Im

Obrazek 18: AFM/STM Multimode 8 electrochemical [92]

Po vlozeni desticky se slidou byl nastaven laser tak, aby paprsek dopadal na raménko
a zrcadla byla nastavena tak, aby byl paprsek laseru odrazen na fotodiodu. Poté mohlo

byt zahajeno méfeni. Ziskané obrazky byly upraveny pomoci programu Gwyddion.
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4.2.12 Sledovani struktury izolovanych plasmidi pomoci AFM

Byla sledovana struktura vybranych plasmidi — pGL4-10, pGL4-10-hifC a pGL4-10-ILC.
Od kazdého plasmidu byla vytvorena sada obrazki. Pomoci metody AFM bylo sledovano,
zda se tvoii superhelikalni DNA, nebo zda vzniklo v molekule pfekfizeni, popfipadé
zda se v molekule vyskytuje kiizova struktura.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Polyakrylamidova gelova eletrofozéza (PAGE)

Pii elektroforéze na polyakrylamidovém gelu dochazi k déleni oligonukleotidii podle
molekulové hmotnosti. Postup je popsan v kapitole 4.2.2. Ukolem byla kontrola vzniklych
hybridnich struktur. Toho bylo docileno tim, ze byl na gel nanesen jak vzorek
hybridizovanych oligonukleotidii, tak vzorek nehybridizovanych oligonukleotidi, a byla
porovnana jejich mobilita. Jelikoz hybridizaci vznikaji komplexy s vyssi molekulovou
hmotnosti, je mobilita téchto sloucenin v gelu niz§i nez mobilita jednofetézcovych
oligonukleotidi.

I 2 3 4 5] 6 7 g8 9 10

Obrazku 19: Gel s hybridizovanymi i nehybridizovanymi oligonukleotidy. Poradi vzorki
1) poly A nehybridizovan 2) poly A hybridizovdn 3) junctiBRC-A nehybridizovdan
4) junctiBRCA +B+C+D hybridizovdn 5) LinBRCA nehybridizovan 6) LinBRC-
A+1inBRC-B hybridizovdn 7) p53con A nehybridizovan 8) p53con A+B hybridizovan
9) hTel5 Inehybridizovan 10) hTel51 hybridizovan

Jak je patrné z Obrazku 19, veskeré oligonukleotidy, které byly hybridizovany
s komplementarnimi sekvencemi, maji niz§i mobilitu, nez je mobilita nezhybridizovanych
jednofetézcovych DNA. V piipadé dvojic oligonukleotidi poly A ahTel51 je migrace
nehybridizovanych a zhybridizovanych oligonukleotidu stejna, jelikoz pro hybridizaci
byl pouzit pouze jeden fetézec oligonukloetidu (viz Tabulka 1).

Podle vysledki SDS-PAGE byly pro HRM analyzu vybrany oligonukleotidy LinBRCA,
pS3con, a hTel51.

5.2 HRM analyza oligonukleotidii s vybranymi ionty
Zvolené oligonukleotidy byly vystaveny pusobeni péti riznych iontd. Konkrétné

35



byly vybrany Na*, K*, Mg?*, Ca®", Zn>*. Méfeni probihalo pfi Styfech koncentracich iontd,
konkrétné pii 0, 2, 8, 32 mM.

Analyzou kfivek tani s vysokym rozliSenim byla u jednotlivych vzorkt oligonukleotida
urcena teplota tani v zavislosti na iontovém prostredi (kapitola 4.2.4.). Pro lepsi prehlednost
byly vzniklé kiivky tani pfevedeny na diferencni kiivky. Vzniklé piky odpovidaly teplotam
tani. Jelikoz byla jednotlivda méfeni provadéna ve Ctyfech opakovanich, byl z téchto hodnot
vypocten prumeér.

5.2.1 HRM analyza oligonukleotidu pS3con s vybranymi ionty
Byla provedena HRM analyza oligonukleotidu p53con v prostiedi péti vybranych iontd.
Koncentrace oligonukleotidu byla pro v§echny vzorky 400 nM. Pro ptiklad je uveden vzorovy

obrazek kfivek tani oligonukleotidu p53con v pfitomnosti iontu K™ o riznych koncentracich
(Obrazek 20).

6

RFU

70 80 90
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Obrdzek 20: Vzorovy obrazek kifivek tdni. Jedna se o oligonukeleotid p53con s iontem
K™ pri koncentraci 0, 2, 8, 32 mM

Kftivky tani (Obrazek 20), které vzniky nebyly pfili§ prehledné, a proto se pro urceni teplot
tani vyuzily diferen¢ni kiivky (Obrazek 21). Po derivaci kiivek tani vznikly piky, které
odpovidaly teplotam tani.
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Obrazek 21: Diferencni kiivky tani oligonukleotidu p53con s iontem K*. Jednotlivé piky
odpovidaji teplotam tani pri koncentraci A) 0 mM B) 2 mM C) 8 mM D) 32 mM tohoto iontu.

Tyto teploty jsou uvedeny v Tabulka 10. Pro lepsi prehlednost byl z naméfenych hodnot
sestaven graf (Obrazek 22).

Tabulka 10: Pritmérné teploty tani oligonukleotidu p53con s ionty Na*, K*, M g%t Ca’t,

n’*
Oligonukleotid p53con
Koncentrace Teplota tani [°C]
iontu [mM] K* Na* Mg Ca* Zn*
0 54.04+037 | 54.06+124 | 5437012 | 5429+041 | 54.63+0.11
2 5048042 | 6114099 | 79.02+0.08 | 75.61+0.14 | 52.14 £ 0.50
8 64.17+0.15 | 6521032 | 79.65+0.07 | 75.80+026 | 49.7+0.19
32 7248012 | 7248+045 | 80.19+0.16 | 76.58+0.13 | 47.41 + 042
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Obrazek 22: Grafické zpracovani Tabulky 10. Znazoriuje zavislost teploty tani
oligonukleotidu p53con na koncentraci vybranych ionti

Na Obrazku 22 je znazornéna zmeéna teploty tani oligonukleotidu v zavislosti na meénici
se koncentraci iontd Na*, K*, Mg?*, Ca*, Zn>*. Z obrazku je patmé ze jednomocné ionty
Na™a K" zvySovaly teplotu tani oligonukleotidu s postupnym zvySovanim koncentrace
daného iontu K* a Na*. Dochazelo k postupnému narastu teploty tani az na teplotu 72,48 °C.
Z toho,ze dané ionty zvySovaly teplotu tani, mizeme usuzovat ze, dochazelo ke stabilizaci
oligonukleotidu. Dvojmocné ionty Mg?* a Ca?* zvySovaly teplotu tani pomémé vyrazné
uz pii prvnim navyseni koncentrace danych iontd. Pii prvnim navySeni koncentrace se teplota
zvysila siontem Mg na 79,02°C as iontem Ca?* na 75,61°C. Dal§i navySovani
koncentrace uz nijak vyrazné teplotu tani nezvySovalo. Teplota tani se zvysila siontem
Mg?>*na 80,19°C asiontem Ca’** nateplotu 76,58°C. Podobné jako uiontu
Na* a K™ i v tomto piipadé dochazelo ke stabilizaci oligonukleotidu. Na rozdil od ptedchozich
ionti dochazelo pfi interakci Zn**s oligonukleotidem p53con ke snizovani teploty tani,
coz poukazuje na destabilizaci oligonukleotidu. Teplota tani klesla s postupnym navysovanim
koncentrace iontu az na teplotu 47,41 °C.

Jednomocné ionty K*aNa® se vazi domalého zlabku a tim dochazi ke stabilizaci
molekuly DNA se zvySujici se koncentraci jednomocného iontu. Na rozdil od jednomocnych
ionti dochazi u dvojmocnych iontl Mg?* a Ca®*, ke stabilizaci terciarni a kvartémi struktury
DNA, a proto bylo patrné pozorovano navySeni teploty tani DNA uz pfi velmi nizkych
koncentracich. Zn?*, na proti tomu destabilizoval molekulu DNA patrné kvili integraci
s velkym zlabkem oligonukleotidu, kdy se ionty Zn?** za¢lenily do DNA. To zpusobilo pokles
stability [93].

5.2.2 HRM analyza oligonukleotidu linBRCA s vybranymi ionty

Byla provedena HRM analyza oligonukleotidu linBRCA v prostfedi péti vybranych iontt.
Z divodu nizsi koncentrace oligonukleotidu byla v tomto pifipadé upravena koncentrace
na 1uM. Z diferenc¢nich kiivek tani byly odeCteny teploty tani jednotlivych vzorkda.

Tyto teploty jsou uvedeny v Tabulka 11. Pro lepsi pfehlednost byl z naméfenych hodnot
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sestaven graf zavislosti zmén teplot tani na koncentraci iontu.

Tabulka 11: Priimérné teploty tani oligonukleotidu linBRCA pri piisobeni iontit Na™*, K™,
Mg2+, C612+, ZI’Z2+

Oligonukleotid linBRCA
Koncentrace iontu Teplota tani [°C]
[mM] K Na* Mg?* Ca2t 7n2*
0 6054+ 048 | 60.82+£025 | 60.35+0.60 | 60.64+029 | 60.99+0.080
2 6430+ 0,05 | 6537+048 | 83.03+0.09 | 79.47+0.08 | 4822+041
8 6827+0.18 | 70.13+1.14 | 83.61+0,09 | 80,10+ 0,08 | 48,80+ 0,54
32 7568+ 0.12 | 75.64+039 | 84.04+0.07 | 8034+005 | 4334+0.07
90 -~
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Obrazek 23: Grafické zpracovani Tabulky 11. Znazornuje zavislost teploty tdni
oligonukleotidu linBRCA na koncentraci vybranych ionti

Na Obrazku 23 je znazornéna zména teploty tani oligonukleotidu v zavislosti
na koncentraci iontd Na*, K¥, Mg?*, Ca®*, Zn**. Z obrazku je patrné ze jednomocné ionty Na*
a K™ zvysovaly teplotu tani oligonukleotidu s postupnym zvySovanim koncentrace daného
iontu. Teplota se navysSila siontem K* na 75,68 °C asiontem Na® na 75,64 °C. Z toho,
ze dané ionty zvySovaly teplotu tani, muzeme usuzovat, ze dochazelo ke stabilizaci
oligonukleotidu. Dvojmocné ionty Mg?* a Ca* zvySovaly teplotu tani pomé&mé vyrazné uz pii
prvnim navyseni koncentrace danych ionti. Teplota tani se zvysila s iontem Mg?* na 83,03 °C
a s iontem Ca®" na teplotu 79,47 °C. Dalsi navySovani koncentrace uz nijak vyrazné teplotu
tani nezvysilo. Teplota tani se zvysila s iontem Mg>* na 84,04 °C a s iontem Ca* na teplotu
80,34 °C. Podobné jakouiontu Na*aKi vtomto pfipadé dochazelo ke stabilizaci
oligonukleotidu. Na rozdil od predchozich dochazelo pfi  spojeni
Zn** s oligonukleotidem 1inBRCA ke snizovani teploty tani, coz poukazuje na destabilizaci
oligonukleotidu. Teplota tani se v tomto pripadé snizila na teplotu 43,34 °C. Mechanismus,

ionta,
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jakym vybrané ionty reagovaly s oligonukleotidem linBRCA je totozny s predeslym
oligonukleotidem p53con. Rozdil je pouze v teplotich tani, samotny oligonukleotid
pS3con ma nizsi teplotu tani, néz oligonukleotid inBRCA. Od toho faktu se dale odvijeji
i rozdilné teploty se zvySujici se koncentraci iontt.

Jednomocné ionty K*aNa* se vazi domalého zlabku a tim dochazi ke stabilizaci
molekuly DNA se zvy3ujici se koncentraci jednomocného iontu. Na rozdil od jednomocnych
ionti dochazi u dvojmocnych iontl Mg?* a Ca®*, ke stabilizaci terciarni a kvartérni struktury
DNA, a proto bylo patrné pozorovano navySeni teploty tani DNA uz pfi velmi nizkych
koncentracich. Zn?*, na proti tomu destabilizoval molekulu DNA patrné kviili integraci
s velkym zlabkem oligonukleotidu, kdy se ionty Zn?** za¢lenily do DNA. To zpusobilo pokles
stability [93].

5.2.3 HRM analyza oligonukleotidu hTel s vybranymi ionty

I pro tento oligonukleotid byly vzorky nachystany podle postupu, ktery je popsan
v kapitole 4.2.4. Teploty tani pro tento oligonukleotid nebylo mozné zjistit (Obrazek 24).
Jelikoz se pfi analyze HRM nevytvorily kiivky, ze kterych by se dala odecist teplota tani.
Meéieni byla nékolikrat zopakovana sraznymi ionty isupravenou koncentraci daného
oligonukleotidu. Dale byl oligonukleotid znovu nahybridizovan a znovu proméfen s riiznymi
ionty. I pfes to se neutvorili kfivky.

Dtuvodem muze byt fakt, Ze nevznikla pii hybridizaci pozadovana struktura, popfipad€,
ze teplota, ktera byla vyuzita pfi analyze (97 °C), nebyla dostatecné vysoka, aby doslo
k denaturaci této struktury.
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Obrdzek 24: HRM analyza oligonukleotidu hTel s ionty K+ a Mg**

40



5.3 HRM analyza oligonukleotidu pS3con s proteiny

Vzorky byly pfipraveny podle postupu, ktery je popsany v kapitole 4.2.4. K analyze
byl vyuzit oligonukleotid p53con, ktery obsahuje cilové misto pro navazani proteinu pS53.
Koncentrace oligonukleotidu byla 400nM. Protein BSA slouzil jako negativni kontrola.
Protein byl k oligonukleotidu pfidavan v poméru 0:1, 1:1, 2:1 a 4:1.

Byla provedena HRM analyza vzorku. Jelikoz byla jednotliva méfeni provadéna ve Ctyfech
opakovanich, byl ztéchto hodnot vypoCten primér. Primérné teploty tani jsou uvedeny
v Tabulce 12. Pro lepsi prehlednost byl z naméfenych hodnot sestaven graf (Obrazku 25).

Tabulka 12: Pritmérné teploty tani oligonukleotidu p53con pri pitsobeni proteinu p53
a BSA

Oligonukleotid p53con
Teplota tani [°C]
pS3 BSA
0:1 79,14 + 0,26 79,36 + 1,78
1:1 80,30 £ 0,11 79,56 + 0,84
2:1 80,25 + 0,24 79,55 + 1,10
4:1 80,84 + 0,06 79,47 + 0,94

Pomér protein:DNA

79,8 - ==Dp53
= 79,6 - = ~-BSA

0:1 1:1 2:1 4:1
Koncentrace [mM]

Obrazek 25: Grafické zpracovani Tabulky 12. Znazornuje zavislost teploty tani
oligonukleotidu p53con na koncentraci proteinu

Na Obrazku 25 je znazornéna zména teploty tani v zavislosti na ménicim se pridavku
proteinu. I v tomto ptipadé dochéazelo se zvySujicim se pomérem proteinu, tedy 1 se zvySujici
se koncentraci proteinu, ke zvySovani teploty tani. Teplota tani oligonukleotidu s proteinem
p53 se zvysila na teplotu 80,84 °C. Fakt, ze se teplota tani zvySovala, poukazuje na stabilizaci
oligonukleotidu. Protein BSA slouzil jako negativni kontrola, s ¢imz se shoduje fakt,
ze nedochazelo k vyraznéjsim zménam v teplotach tani, 1 pfes to, ze se navysSoval pomeér
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tohoto proteinu v roztoku.
Protein p53 se vaze do velkého zlabku DNA, doSlo ke stabilizaci mezimolekulové
interakce a tim se pravdépodobné zvysila teplota tani daného oligonukleotidu [26].

5.3.1 Statistické zpracovani vysledku HRM analyzy s proteiny

Nameétené vysledky pusobeni proteinu na oligonukleotid p53con byly statisticky
zpracovany. Pro zpracovani byl pouzit jednovybérovy studentiv t-test (Obrazek 26).
Pro statistické vyhodnoceni byl jako nulovy bod zvolen primér teplot tani pii koncentraci
0 mM — dohromady pro p53 i BSA.
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Obrazek 26: Viv vazby proteinii p53 a BSA na teplotu tdni oligonukleotidu p53con, ktery
obsahuje ctlové misto pro protein p53 (p-value < 0.050dpovidd *; p-value < 0.01odpovida
*%: p-value < 0.001 odpovidd **%*).

Tabulka 13: Hladiny vyznamnosti jednotlivych hodnot

Koncentraceproteinu p-value pro p53 p-value pro BSA
0 mM - -
2 mM 0.04186 0.1832
8 mM 0.003027 0.3822
32 mM 0.0007043 0.6174
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V Tabulka 13 jsou zobrazeny hodnoty vyznamnosti. Cim vyssi jsou hodnoty v tabulce,
tim m& dand hodnota vys§i vyznam. Pokud jsou hodnoty vys§i nez 0.1, pak u nich neni
vyrazny statisticky rozdil. Pokud jsou hodnoty nizs§i nez 0.05, jsou statisticky vyznamné
rozdilné. Z toho tedy vyplyva, ze vSechny rozdily proteinu p53 oproti BSA jsou statisticky
vyznamne.

5.4 Izolace plasmidové DNA
Plasmidova DNA byla vyizolovana dle postupu v kapitole 4.2.8 pomoci komer¢niho kitu
NucleoSpin® Plasmid.

5.5 Agarosova gelova elektroforéza plasmidové DNA

Touto metodou byla ovéfena piitomnost a intaktnost vyizolované plasmidové DNA.
Postup je popsan v kapitole 4.2.10. Detekce byla provedena na transluminatoru. Ve vSech
vzorcich byla detekovana izolovand DNA, ktera byla relativné intaktni (Obrazek 27).

T2 AR TS D

RS

Obrazek 27: Gel z agardzové gelové elektroforézy plasmidové DNA. Start 1) hmotnostni
standard 2) pBluescript 3) pPGM1 4) p3MYC 5) pGL4-10 6) pGL4-10-hifC 7) pGL4-10-hifG
8) pGL4-10-1LC 9) pGL4-10-ILG

5.6 Stanoveni koncentrace a Cistoty plasmidové DNA spektrofotometricky

Pomoci pristroje NanoDrop 2000 byla v rozmezi vinovych délek 230-320 nm meéfena
absorbance izolované DNA (kapitola 4.2.8). Absorbance byla u kazdého vzorku zméfena
tiikrat a vysledné hodnoty byly zprimérovany. Vysledky méfeni shrnuje Tabulka 14.
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Tabulka 14: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Plasmid Koncentrace |  Cistota
[ng/ul] (A260/A280)

pBluescript 101,1 1,81
pPGM1 109,4 1,81
p3MYC 25,1 1,92
pGL4-10 33,1 1,84
pGLA4-10-hifC 117,5 1,84
pGL4-10-hifG 129,6 1,82
pGL4-10-ILC 88,3 1,80
pGL4-10-ILG 164,7 1,86

Z pomeru absorbance (Aze0/A2s0) se urcuje Cistota vzorku. Vzorek je povazovan za Cisty,
pokud jsou hodnoty v rozmezi od 1,8 do 2. Jak je vidét z Tabulka 14, hodnoty se pohybovaly
v rozmezi 1,80-1,92 alze je tedy povazovat za Cisté. Koncentrace naizolovanych plasmida
se pohybovaly vrozmezi 25,1-164,7 ng/ul. Nejnizsi koncentraci mél vzorek p3MYClI,
zatimco nejvyssi koncentraci mél vzorek pGL4-10-ILG. Divodem velkého rozdilu
koncentraci u jednotlivych plasmidi mize byt, ze kolonie odebrany pro kultivaci a naslednou
izolaci nemusely byt stejné velké, tedy pocate¢ni mnozstvi bunék pro kultivaci bylo rozdilné.
Dalsim divodem muiZe byt odlisna vitalita kultur a schopnost mnozit se v daném prostiedi.

5.7 Sledovani struktury plasmidi pomoci AFM

Pfi analyze byl vyuzit AFM pufr, ktery netvofi na slidé pozadi. Vybrané plasmidy
byly podrobeny AFM analyze (dle 4.2.12) a nasledné byly obrazové vystupy vyhodnoceny.
Na Obrazku 28 lze vidét strukturu superhelikalniho plasmidu pGL4-10. Je patrné,
ze dochazelo k prekfizeni plasmidu ak tvorbé strukturnich motivii. Na obrazku A je mozno
vidét nékolik prekiizeni, a také lokalni struktury. Nejpravdépodobnéjsi a nejcastéji jsou
zastoupeny kiizové struktury. Na obrazku muzeme dale vidét, Ze na pozadi vznikly necCistoty,
ty ale neinteraguji se vzorkem, a proto nejsou prekazkou pii sledovani struktury DNA.
Na obrazku B pak mizeme vidét detail jednoho plasmidu, kde je patrné jedno prekfizeni
molekuly DNA, a malou extruzi DNA, ktera predstavuje kiizovou strukturu.
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Obrazek 28:Plasmid pGL4-10 v AFM pufru v rozsahu 2 um pri rozliSeni 1024 px. Na obrazku

B vidime zvétseny plasmid. Oblast skenovani byla 0,5um pri rozliseni 1024 px.

Plasmid pGL4-10-hifC obsahuje vlozenou sekvenci bohatou na obsah cytosinu (C),
ktera by méla vytvaret C-motiv. Jak je mozné vidét na Obrazku 29, plasmid je superhelikélni
a dochazi zde oproti plasmidu pGL4-10 ve vétsi mife ke kiizeni a tvorbé strukturnich motiv.

Na obrazku B pak je patrné prekiizeni, které utvofilo strukturni motiv, a zaroven

je na obrazku B vidét vznik lokalni struktury. U tohoto plasmidu se kfizové struktury tvorily
v men§i mife, néz tomu bylo u plasmidu pGL4-10. Naopak vznikalo vice vétsich DNA
struktur.
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Obrdzek 29: Plasmid pGL4-10-hifC v AFM pufru v rozsahu 2 um pri rozliseni 1024 px.
Na obrazku B vidime zvétSeny plasmid. Oblast skenovani byla 0,5um pri rozliseni 1024 px.

I plasmid pGL4-10-ILC byl detekovan jako nadSroubovicova DNA. Podobné jako plasmid
pGLA4-10-hifC obsahuje vlozenou sekvenci bohatou na obsah cytosinu (C), ktera by méla
tvofit kvadruplex nebo C-motiv. Jak je mozné vidét na Obrazku 30, vzniklo zde velké
mnozstvi prekfizeni a lokalnich struktur. Dale je mozno na vyfezu obrazku vidét extruzi
DNA, kterad je patrné¢ tvorena vé&tsi inverzni repetici, nebo pravé C bohatou oblasti
v plasmidové DNA (oznaceno Sipkou). Dal§i lokalni struktury je mozno vidét
i na nezvétSeném obrazku A, které jsou také oznaceny Sipkami. U plasmidu pGL4-10-ILC
bylo detekovano nejvice lokalnich struktur z vybranych plasmidu.
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Obrazek 30:Plasmid pGL4-10-ILCv AFM pufru v rozsahu 2 um pri rozlisSeni 1024 px.
Na obrazku B vidime zvétSeny plasmid. Oblast skenovani byla 0,5um pri rozliseni 1024 px.
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6 ZAVER

V experimentalni ¢asti bylo pfipraveno né€kolik DNA pomoci hybridizace syntetickych
oligonukleotidi, které byly znaceny fluorescencni znatkou FAM. Pomoci elektroforézy
PAGE bylo ovéfeno, ze vznikd pozadovana struktura. Nasledné byly pomoci HRM analyzy
zjistovany interakce mezi pfipravenymi oligonukleotidy ajednomocnymi, dvojmocnymi
ionty a proteiny. Méfeni byla zpracovéna i statisticky. Pomoci HRM analyzy byly zjistény
teploty tani oligonukleotidu, apoté se ztéto informace stanovilo, zda dana latka
oligonukleotid stabilizuje, poptipadé destabilizuje.

Bylo prokazano, ze pti ucinku jednomocnych ionti dochazelo k postupnému navySovani
teploty tani. Pro dvojmocné ionty Mg?*a Ca?* byla teplota tani markantné zvysena jiz od prvni
zmeény koncentrace. Pii nejniz§i testované koncentraci iontu doSlo ke skokovému zvySeni
teploty tani. S postupnym navySovanim koncentrace uz nedochazelo k dalsim skokovym
zménam, ale teplota se zvysila pouze vramci stupiii. Dvojmocné ionty Zn?* dané
oligonukleotidy pravdépodobné destabilizovaly, jelikoz dochazelo ke snizovani teploty tani.

Pti sledovani ucinku proteinti na oligonukleotid bylo zjisténo, Ze protein p53 stabilizuje
testovany oligonukleotid. V budoucnu by tyto vysledky méli byt srovnany s dalSimi
linearnimi DNA, s DNA bez p53 cilové sekvence a se strukturnimi motivy.

V dal§i c¢asti prace byly izolovany vybrané plasmidy a pomoci AFM mikroskopu
byla sledovana struktura plasmidt a vznik kiizovych struktur.
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SEZNAM ZKRATEK
AE
AFM
APS
BB
bp
BSA
C
cce
DAPI
DNA
dNTP
dsDNA
EDTA
FAM
HEPES
HRM
LNA
PCR
RNA
ssDNA
SDS-PAGE

SPM
TAE
TBE

TE
TEMED
TET
Tm

Wt

elucni pufr

mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy)
ammonium peroxodisulfat

binding buffer (pufr pouzivany pro vazbu proteinu na DNA)
pary bazi

hovézi sérovy albumin

cytosin

kovalentni uzaviena kruznice (covalenty closed cirkular)

4’ 6-diamino-2-fenylindol

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleotid

dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina

6-karboxyfluorescein
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonovakyselina

High resolution melting (vysokorozliSovaci analyza kiivek tani)
uzaviend nukleova kyselina (Locked Nucleic Acids)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
ribonukleova kyselina

jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

mikroskopie skenovaci sondou (Scanning Probe Microscopy)
tris-baze, acetat a kyselina ethylendiaminotetraoctova

tris, borat, kyselina ethylendiaminotetraoctova

tris-EDTA

tetramethylethylen diamin

6-karboxy 4,7,20,70 tetrachlorofluorescein

teplota tani

wild type (standardni varianta proteinu)
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