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1. UVOD

1.1 DNA

DNA (DeoxyriboNukleicAcid) je linearni polymer nukleotidu, sloucenin,
vznikajicich spojenim jedné ze Ctyf heterocyklickych dusikatych bazi (Adenin,
Guanin, Cytosin, Thymin), cukru deoxyrib6zy a fosfatu. Nukleotidy jsou spojeny 3"- 5
fosfodiesterickou vazbou. Polymer DNA je orientovany a ma 5” fosfatovy konec a 3’
hydroxylovy konec (viz obr 1.1).

V bunkach Zzivych organisml se DNA vyskytuje prevazné ve formé
dvousSroubovice, ktera je tvofena dvéma antiparalelnimi fetézci DNA, coZ znamena,
7e jeden fetézec jde ve sméru 5 -> 3" a druhy ve sméru 3" -> 5. Retézce jsou
navzajem spojeny vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi bazemi (AT a GC). Toto
parovani bazi zajiStuje znacnou stabilitu dvouSroubovice DNA. Hydrofilni
deoxyrib6za a fosfatové skupiny jsou na vnéjsi strané Sroubovice a tvofi jeji kostru,
zatimco svoji podstatou hydrofilni baze se nachazeji v rovinach kolmych na helikalni
osu a jsou schované uvniti struktury dvousroubovice. Rozdily v konformaci cukr-
fosfatové patefe a v orientaci baze vicéi cukru, vedou k rozdiliim v lokélni strukture
DNA. Sekvence nukleotidd urduji jakou konformaci bude DNA zaujimat.
NejcastéjSimi typy DNA jsou A, B a Z dvouSroubovice (viz obr. 1.2).
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Obr. 1.1 Struktura jednofetézcové DNA



Obr. 1.2 z leva: A-, B-, Z- forma dna

1.1.1 A-DNA

A-DNA je pravotoCiva dvousroubovice, ktera byla identifikovana v roztocich
s nizSi relativni vihkosti (75%). Od B — formy se na prvni pohled liSi tvarem Zzlabka.
Maly je ponékud mélci, velky naopak velmi hluboky. Jeji primér je 2,3 nm, vySka
jednoho patra pfiblizné 2,5 nm a na jednu otacku pfipada jedenact pater. A-DNA je
vice stabilni v oblastech DNA se sekvencemi d(CC).d(GG) (Mazur et al., 1989;
Floppe & MacKerell, 1999), zatimco sekvence d(AA).d(TT) nejsou ochotné
izomerizovat do A-DNA (Pilet et al.,, 1975; Becker & Wang, 1989). Navzdory
podminkdm, pfi kterych byla jeji struktura zjiSténa, je tato dehydrovana forma DNA
biologicky relevantni, protoZze je za&mérné vyvolavana puasobenim polymeraz
(Florentiev & Ivanov, 1970; Beabealashvily et al., 1971; Eom et al., 1996) a dalSich
proteind (lvanov et al.,1995; Jones et al., 1999) a nachazi se v hybridech DNA:RNA.

1.1.2 B-DNA

B-DNA je nejbéznéjSi a s nejvétSi pravdépodobnosti biologicky relevantni
formou DNA v bunkach zZivocichu. B-DNA je pravotociva dvouSroubovice s primérem
2 nm a vySkou jednoho patra 3,4 nm. Kazdy nasledujici par bazi je, vzhledem
k pfedchozimu, pootoéen o 36° takze deset pater tvofi jednu Uplnou otacku.
Dominujici vlastnosti B-DNA je pfitomnost dvou typa Zlabka: velky (major groove, 1,2

nm) a maly (minor groove, 0,6 nm).



1.1.3 Z-DNA

Z-DNA se nejCastéji vyskytuje v rdmci sekvenci obsahujicich stfidajici se
purin-pyrimidinové zbytky za pfitomnosti vysoké koncentrace pozitivné nabitych iontd
(Wang et al., 1981; Dickerson et al., 1982). Na rozdil od pfredesSlych dvou je tato
dvouSroubovice levoto€iva a méa jen jeden Zlabek. Jeji primér je 1,8 nm, vySka
jednoho patra pfiblizné 4,6 nm, na jednu otaCku pfipada 12 pater. Existence Z-DNA
in-vivo byla prokazdna objevenim protilatek, které rozpoznévaji rtzné strukturni
prvky Z-DNA Sroubovice a vazou se na (GC), oblasti DNA (Nordheim et al, 1982),
ale teprve nedavno byly objeveny enzymy které mohou specificky rozpoznavat
struktury tvofené touto levoto€ivou Sroubovici (Brown et al., 2000). Schopnost DNA
pfijimat  ,non-Watson-Crickovské“ struktury mé& vliv nakontrolu stupné
superspiralizace DNA (Peck et al., 1982; Sigleton et al. 1982), na procesy genové

exprese i na genetickou rekombinaci.

1.1.4 DALSI NESTANDARDN{ STRUKTURY DNA

Kromé obvyklych duplexovych struktur s opakujicim se G-C a A-T parovanim,
existuje nékolik sekundarnich a tercialnich strukturnich motiva, které hraji dalezitou
roli v procesech rekombinace, replikace a Caste¢né i regulace genové exprese
(Synden, 1994). Mnoho sekvenci jednofetézcové i dvouretézcové DNA ma potencidl
zaujimat velmi rozmanité duplexoveé, viasenkové a jiné motivy, které vznikaji

dasledkem vlivu sekvence DNA na vlastni sekundarni strukturu (viz obr. 1.3).
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Obr. 1.3 prehled DNA motivu: a- ss vlasenka, b- smycka, c- antiparalelni ds DNA,

d- paralelni ds DNA, e- Hollidayovy struktury, f- triplex, g- kvadruplex



Mezi nejCastéjSi nestandardni struktury patfi:

DNA palindromy - pokud jsou dvé sekvence vramci jednoho fetézce
navzajem komplementarni, vznikaji palindromy. Jednofetézcové DNA mohou tvofit
rizné typy vlasenek, nebo pseudosmycek, které hraji dalezitou roli pfi terminaci
transkripce u prokaryot (Chou et al., 2003).

Paralelni dsDNA - specifické, na A-T bohaté, sekvence DNA se mohou
parovat tak, Ze formuji paralelni dvouSroubovité struktury. Tyto struktury jsou
fyzikalné velmi podobné B-DNA, ale nejsou vhodnym substratem pro vétSinu enzym{
(Synden, 1994).

Aptamery — syntetické jednofetézcové oligonukleotidy o délce nékolika desitek
nukleotidu, vykazujici zna¢nou afinitu a specifitu vici raznym cildm. Aptamery maji
vysoce usporadanou terciarni strukturu, ktera jim umoznuje formovat velmi stabilni
komplexy s raznymi typy molekul proteint a nukleovych kyselin (Chou et al., 2003).
Proto jsou povazovany za potencionalni terapeuticky aktivni latky. Pfikladem muze
byt rodina aptamer( schopnych inhibovat tvorbu trombd tim, Ze tvofi stabilni
komplexy s trombinem (Spiridonova & Kopylov, 2001).

Hollidayovy struktury - struktury vznikajici spojenim dvou témér identickych
DNA dvousroubovic vzdjemnou vyménou fetézcu. Tyto struktury jsou nezbytné pro
homologni rekombinaci genetické informace, ale i pro opravy dvouretézcovych zloma
DNA a replika¢ni vidlicky (Synden, 1994).

DNA triplexy - tyto struktury se obecné tvofi v oblastech se specifickou
sekvenci. Polypurin-polypirimidinové sekvence se zrcadlovym opakovanim mohou
tvofit intramolekularni tercierni struktury (tzv. H-DNA). Hlavni typ terciernich struktur
se sklada z tripletl C*G-C a T*A-T formujicich Pyr*Pur-Pyr* triplexy. Treti fetézec se
vodikovymi vazbami vaze do velkého Zlabku standardniho DNA duplexu. Tyto
struktury jsou odpovédné napfiklad za regulaci transkripce u eukaryot, nebo za
superspiralizaci plasmidové DNA (Shindo et al., 1997).

DNA kvadruplexy - DNA Sroubovice obsahujici specifické na G bohaté
sekvence se mohou navzajem vazat vodikovymi vazbami a tvofit stabilni kvarterni
struktury (viz obr. 1.4). Byly prokazany in-vitro (Henderson et al., 1987; Patel et al.,
1999) a nedavno také in-vivo, diky enzymum, které se specificky vdZzou na tyto

sekvence, aby umoznily jejich Stépeni (Sun et al., 2001), nebo rozvinuti (Sun et al.,

! Pyr* oznauije tretiretézec



1998; Lin et al., 2001). Takoveé struktury byly identifikovany v koncovych oblastech
chromozomu — telomerach. Telomery jsou nekddujici, vysoce repetetivni sekvence,
které poskytuji ochranu pfed zkracovanim geonomu pfi bunééném déleni, pfed
nehomolognim parovanim chromozomu v koncovych oblastech chromozomu a pred

Gcinkem nukleaz (Ambruz et al., 2006).
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Obr. 1.4 a- schéma G — kvarterni struktury, b- monomerni ,zidle", c- monomerni
.ko8", c- dimerni ,zidle“, e- dimerni ,kos", f- tetramer

1.2 METODY STUDIA NUKLEOVYCH KYSELIN

Ze vSech soucasné dostupnych technik pro uréovani struktur biologickych
makromolekul na atomarni Udrovni jsou pro studium nukleovych kyselin
nejpouzivanégjSi NMR (Nuclear Magnetic Resonance) a rentgenova krystalografie.

Rentgenova krystalografie vyuziva rentgenove difrakce, jevu, pfi kterém jsou
rentgenové paprsky rozptyleny od elektrond uvnitf 3D krystalu. Rentgenova
krystalografie poskytuje informace o rozlozeni elektront v molekule. Jelikoz se
elektrony vyskytuji kolem jadra ve formé elektronovych mracen, je mozné pomoci
této metody urc€it polohu jader v molekule. Rentgenova krystalografie vyZzaduje
vysokou &istotu vzorku (>95%), ktery je nasledné preveden do formy 3D krystalu®.
Ten je ovSem nachylny k posSkozeni radiaci. Aby se toto poSkozeni eliminovalo, musi
byt krystal rychle zmrazen a udrzovan pfi kryogenickych teplotach (Brigner, 1992).
Struktura nukleovych kyselin je studovana v pevné fazi za nizké hydratace a ¢asto s
pfimési aditiv, nezbytnych pro rast krystalu. JelikoZ jsou nukleové kyseliny velmi

citivée na zmény v okolnim prostfedi, a bereme-li v Gvahu podminky, za nichz se

% Krystal je symetrické tfi — dimenzionalni periodické seskupeni studované molekuly, které je tvoreno
opakovanim jedné zakladni jednotky napfi¢ celym krystalem.



informace o molekule ziskavaji, Ize pfedpokladat, Ze zjiSténa struktura nemusi plné
odpovidat struktuife molekuly za fyziologickych podminek.

NMR spektroskopie je metoda detekujici zmény jadernych spind atomu
studované molekuly, které jsou vyvolané pusobenim vnéjSiho magnetického pole.
NMR spektra poskytuji informace o topologii, dynamice a 3D struktufe studované
molekuly. Oproti rentgenové krystalografii se NMR spektra méfi v roztocich, tedy
v podminkadch velmi Dblizkym pfirozenému prostfedi vSech biologickych
makromolekul. NMR spektroskopie je tedy jedinou dostupnou nedestruktivni
metodou pro FeSeni 3D struktur nukleovych kyselin za stavu blizicimu se
fyziologickym podminkam. OvSem, pro standardni NMR experimenty jsou pufry a
teplota vybirany tak, aby optimalizovali rozpustnost a spektralni prfekryv a
minimalizovali pocet protont molekul pufru, které by mohli zastfit rezonance protont
studované molekuly. Nasledné se mohou vlastnosti pouZzitého pufru podstatné liSit od
pfirozeného prostfedi makromolekul (Serber & Ddétsch, 2001). Tento problém se
snazi feSit in-cell NMR spektroskopie tim, Ze biologické makromolekuly zkouma
pfimo uvnitf jejich pfirozeného prostiedi, tedy v Zivych burnkach.

In-cell NMR spektroskopie vyuziva citlivosti chemického posunu oproti
zménam v prostiedi k ziskani informaci o stavu makromolekuly. Zmény v prostfedi
zpusobené konformaénimi zménami, nebo interakci s ostatnimi bunéénymi
komponenty, vedou ke zménam v resonancnich frekvencich jadra, které mohou byt
detekovany (Reckel et al. 2005). Ranné experimenty byly zaméfeny na malé
molekuly, které muzou byt od ostatnich molekul v burnice odliSeny bud’ proto, Ze jsou
v burice nejvice zastoupeny, nebo proto, Ze jsou izotopicky znaceny. Pomoci In-cell
NMR lze studovat i vyrazné vétsSi molekuly.

Hlavni pfinos In-cell NMR spektroskopie nespociva v ziskavani novych
struktur, nybrz vodhalovani zmén struktury biologickych makromolekul,
zpusobenych jejich vazebnymi interakcemi s ostatnimi buné&nymi komponenty.
Dulezita je moznost porovnani NMR spekter nameéfenych v burice se stavajicimi in
vitro strukturami a ovérfeni jejich biologické relevantnosti. Dosavadni experimenty
zameérfené na proteiny ukazuji, Ze tato metoda mé své opodstatnéni. Bylo napfiklad
zjisténo, Ze bakterialni protein FIgM, ktery je in vitro UupIné rozbaleny, je v cytoplasmé
E.coli ¢astecné zabalen (Dedmon et al., 2002). Na rlizné odliSnosti oproti in vitro
experimentim poukazuji i experimenty s bakterialnim proteinem CheY (Hubbard et
al., 2003), ¢i kalmodulinem (Serber & Dotsch, 2001).
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Pro in-cell NMR spektroskopii proteini se v sou¢asné dobé nejvice vyuZivaji
Zivé bunky E.coli (Serber & Doétsch, 2001), nebo oocyty Zaby Xenopus laevis (Sakai
et al., 2006). Pfi pouziti bunék E.coli probiha izotopické znaceni proteinu pfimo
v burice béhem jeho exprese, pfi niz jsou do néj inkorporovany izotopicky znacené
aminokyseliny obsaZené v médiu. Zabi oocyty jsou nejéastéji injikovany predem
pfipravenou izotopicky znacenou makromolekulou, proto se zdaji byt vhodnéjSim
prostfedkem pro méfeni in-cell NMR spekter nukleovych kyselin. Oproti bufkam
E.coli navic odpada problém s vyzivou bunék uvnitf NMR kyvety béhem méreni,

nebot bunka vyuZziva vlastnich zasob Zzivin.

1.3 CILE PRACE

A) porovnéani dostupnych metod pro pfipravu izotopicky znacenych DNA
oligonukleotidi — reSerse
B) pfiprava izotopicky znaeného jednofetézcoveho DNA oligonukleotidu pro

strukturni analyzu NMR spektroskopii
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2. METODY

A) reSersni ¢€ast
2.1 METODY PRIPRAVY VZORKU ZNA CENE DNA

Jak uz bylo fe€eno, aby bylo mozné odliSit studovanou molekulu od ostatnich
molekul v burice, musi byt uniformé izotopicky zna¢ena. Usp&3né pokusy a mnozstvi
experimentd s NMR spektroskopii proteini jsou v kontrastu s nepatrnym vyuZitim
této metody pro studium DNA (viz obr. 2.1). Hlavni pfekadZkou je cena izotopicky
znaCenych vzorkd DNA. Proto je nutné optimalizovat metody pfipravy izotopicky
znaCenych oligonukleotidi tak, aby byl dosaZzen akceptovatelny pomér mezi
technologickou proveditelnosti a finan¢éni Unosnosti takové metody. V dneSni dobé

existuje nékolik metod pouzitelnych pro tento ucel.

Molecule Type
Nucleic Protein/NA

Proteins Acids Complexes Other Total
X-ray 38181 1015 1762 25 40983
NMR 6053 800 137 7 6997
Mg?ﬁdd I\E/Ili?:(r:(t)rs(,)cnopy 110 il 40 9 161
Other 84 4 4 2 94
Total 44428 1830 1943 34 48235

Obr. 2.1 tabulka shrnujici vyuZziti dostupnych metod pro studium struktur
biologickych makromolekul (tabulka pfevzaté z http://www.pdb.org/)

2.1.1 CHEMICKA SYNTEZA

Vyhodou této metody je flexibilita izotopického znaceni DNA. Jeji vyuZiti je
ale limitovano nutnosti pouzit drahé znacené chemikalie a komplexnosti samotné
syntézy (Ono et al., 1995; Fernandez et al., 1998; Tjandra et al., 2000; Kojima et al.,
2001). Princip metody spociva v syntéze DNA oligonuleotidu na pevném nosici,
kterym nejCastéji byva silikagel s riznymi navazanymi polarnimi a nepolarnimi
skupinami, které posouvaji reakéni centrum dale od povrchu nosie. Syntéza probiha
ve sméru 3°-5° znukleosid 3'-fosformidatli - modifikovanych nukleosidld -
s navazanymi skupinami blokujicimi vSechny reaktivni skupiny (Vodrazka & Krechl,

1991). Vzhledem kfinanéni néarocnosti se tato metoda komeréné prakticky
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nepouziva. Ceny 1 mM **C, N izotopicky znaéeného NMR vzorku DNA pro potieby

NMR spektroskopie se v soucasné dobé pohybuji mezi 200-300 tisici K&.

2.1.2 ENZYMATICKA SYNTEZA

Principem této metody je dosazovani izotopicky znaCenych nukleotidd DNA
polymerdzami za primer pfipojeny k templatové sekvenci. Je to velmi vhodna metoda
pfipravy izotopicky znacenych jednofetézcovych DNA oligonukleotidd. Prvni
publikovany protokol pro enzymatickou produkci uniformé& znacenych DNA
oligonukleotidi vyuZival Klenow fragmentu DNA polymerazy 1 k syntéze DNA na
templatové DNA s kovalentné pfipojenym primerem (hairpin primer-template)
(Zimmer & Crothers, 1995). Primer je zakonfeny ribonukleotidem, ktery je
hydroliticky odstépitelny a umoznuje oddélit cilovou sekvenci od zbytku primeru.
Takto modifikovany primer ovSem vyrazné navysSuje cenu syntézy. Syntéza probiha
tak, Ze primer naseda na templatovou sekvenci a DNA polymeraza dosazuje
izotopicky znaCené dNTPs (viz obr.2.2). Tato syntéza neni amplifikacni, tzn.
nedochazi k exponencialnimu naristu produktu jako pfi standardni PCR reakci a
mnozstvi produktu je zavislé na mnozstvi dodanych komponent (pomér
primer:templat = 1:1). Protokol byl upraven za vyuziti Tag DNA polymerazy, kter& ma
vySSi Uspésnost inkorporace znacenych nukleotidd nez DNA polymeraza 1 (Masse et
al., 1998).

Vhodnou alternativou pro pfipravu dvoufetézcovych DNA oligonukleotidu je
metoda vyuZivajici amplifikace cilové sekvence standardni PCR (Polymerase Chain
Reaction), kterda probiha vreakéni smési obsahujici izotopicky znacené dNTPs
(Louis et al.,1998, Chen et al., 1998; René et al., 2006).

Obé vySe uvedené metody nejsou technologicky naro¢né. Problém spociva
v nutnosti pouzit drahé izotopicky znacené dNTPs. Tuto Castku dale navysSuje
nakladna modifikace primeru RNA nukleotidem a nevelkd efektivhost enzymatické
reakce vyuzivajici DNA polymeraz. Ceny 1 mM NMR vzorku pfipraveného

enzymatickou metodou se pohybuji mezi 80-150 tisici K.
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Obr. 2.2 schéma enzymatické pfipravy izotopicky zna¢eného oligonukleotidu
ukazuje nasedani primerd, polymerizaci **C, N znagenych dNTP a od$tépeni
primeru alkalickou hydrolyzou

2.1.3 IN VIVO SYNTEZA

Jako nejoptimalngjSi se dnes jevi metoda syntézy izotopicky uniformé
znacenych dsDNA oligonukleotidd v bakteriich péstovanych na M9 (minimalnim)
meédiu obsahujicim izotopicky znaCeny zdroj uhliku a dusiku (nejCastéji glukéza a
NH,4CI) (Louis et al., 1997; Ramanathan et al., 2002). Tato metoda spociva v pripravé
rekombinantniho plasmidu, ktery obsahuje zvolenou sekvenci. Timto plasmidem se
transformuji bakterie péstované v izotopicky znaceném M9 médiu. Z vyizolované
plasmidové DNA pak Ize béznymi metodami (restrikce enzymy) ziskat hotovy,
izotopicky uniformé& znaceny, DNA oligonukleotid. DalSi nezanedbatelnou vyhodou
této metody je flexibilita znaceni DNA, iz Ize dosahnout pouzitim glukézy s **C
v riznych polohach molekuly. V sou¢asné dobé existuje nékolik postupu zaloZzenych
na in vivo syntéze, liSicich se zplsobem pfipravy vzorku. VSechny postupy vSak byly
vyvinuty pro pfipravu dsDNA oligonukleotidd. Ceny 1 mM NMR vzorku, pfipraveného

in vivo syntézou se pohybuji mezi 15 az 90 tisici K.

2.1.4 OPTIMALIZACE VYT EZKU DNA

Ve vySe popsané metodé je mnozstvi ziskané DNA zavislé na mnozstvi
vyizolované plasmidové DNA, které s jistou pravdépodobnosti souvisi s mnozZstvim
pouzitého M9 minimélniho média. Kritickym faktorem je tedy cena pouzitého M9
meédia. V zajmu finan¢nich Uspor je proto vhodné optimalizovat vytéZzek DNA tak, aby

bylo mozné pouzit co nejmensi mnozstvi M9 média.
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2.1.4.1 OPTIMALIZACE VYT EZKU DNA MULTIPLIKACI CILOVE SEKVENCE
Spociva ve zvySeni poctu kopii zvolené sekvence v jedné kopii plasmidu.
Toho Ize dosdhnout dvéma zpuasoby.
a) mnohonasobnou ligaci cilové sekvence (Louis et al., 1997) — za cilové
sekvence jsou pfidany AATT previsy, jimiZz se k sob& navzjem lepi (viz obr.
2.3)

Obr. 2.3 schéma multiplikace cilové sekvence pomoci ligace

b) metodou ESRA * (Louis et al., 1997; Ramanathan et al., 2001) pfi této metodé
jsou oligonukleotidy, obsahujici dvé kopie cilové sekvence oddélené
restrikénimi  misty, vystaveny PCR amplifikaci. Béhem kazdého cyklu
denaturace a nasledného anealingu se mohou tyto oligonukleotidy spoijit i
zpusobem vedoucim k5" previsim, které jsou nasledné zaplnény DNA
polymerdzou. Vysledkem takové reakce je populace molekul s rozdilnou
délkou fetézce danou rlznym poctem opakovani cilové sekvence (viz obr.
2.4).

® Endonuclease Sensitive Repeat Amplification
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I smés molekul s riznym poctem kopii I

l

O

Obr. 2.4 schéma multiplikace cilové sekvence metodou ESRA

2.1.4.2 OPTIMALIZACE VYT EZKU PLASMIDOVE DNA

Jelikoz bakterialni bunky nerostou v minimalnim M9 médiu stejné dobre jako
ve standardnich médiich, je tfeba peclivé optimalizovat jejich rast. PFidani
chloramphenicolu do média zpulsobi inhibici replikace genomické DNA, coz vede ke
zvySeni poctu kopii plasmidu v bunce (Sambrook et al., 1982; Ramanathan et al.,
2002). Inhibice replikace genomické DNA je zpusobena inhibici proteosyntézy.
Jelikoz plasmidy vyuZzivaji replika¢ni faktory s delSim poloCasem rozpadu, které byly
burikou vyrobeny pfed pfidanim chloramphenicolu, replikuji se na ukor genomické
DNA.

B) Experimentélni ¢&ast
2.2 PRIPRAVA IZOTPICKY ZNA CENEHO ssDNA OLIGONUKLEOTIDU

22bp dlouhy ssDNA oligonukleotid se sekvenci odpovidajici lidské telomerické
DNA (d[AGGG(TTAGGG)3)) tvofi - podle NMR spekter ziskanych in vitro v roztocich
s obsahem K" iont( - intramolekularni kvadruplex (Ambruz et al., 2006; Burge et al.,
2006). NaSim cilem byla pfiprava tohoto ssDNA oligonukleotidu v izotopicky znacené
podobé& pro mozné ovéfeni jeho konformace za in vivo podminek pomoci in-cell
NMR.

Pro pfipravu izotopicky znaCeného ssDNA oligonukleotidu byla pouZzita
upravena metoda syntézy in vivo (viz 2.1.3). Cilem tohoto experimentu byla pfiprava
rekombinantniho plasmidu (pGEM T-easy) obsahujici inzert se sekvenci
poZzadovaného ssDNA oligonukleotidu. Takto pfipravenym plasmidem byly
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transformovany bakterie E.coli (BL21) péstované v izotopicky znaceném médiu.
V dalSi fazi experimentu byl ze ziskané plasmidové DNA izolovan hotovy izotopicky
znaceny produkt. Pro izolaci byly vybrany restrikéni enzymy, které na 5°-3" a 3°-5°
fetézcich DNA tvofi rizné dlouhé previsy. Vznikly dsDNA oligonukleotid s razné
dlouhymi 5-3° a 3°-5° fetézci Ize rozdélit elektroforézou v denaturaénim
polyakrylamidovém (PAGE) gelu.

2.2.1 POUZITE OLIGONUKLEOTIDY

PouZzité oligonukleotidy byly objednany u firmi Sigma Aldrich.

Pro ucel izolace cilové sekvence byla do inzertu zaclenéna restrikéni mista
pro Enzymy Setl (ASST") a CviKI-1 (RG'CY). Enzym Setl tvofi na 3"->5" fetézci Ctyr
bazovy previs, enzym CviKI-1 (RG"CY) tvofi tupé konce (viz 2.2).

FW sekvence:

5- GGATCA CGT AGG GTT AGG GTT AGG GTT AGG GCC A -3

RV sekvence:

5- GGC CCT AAC CCT AACCCT AACCCTACGTGA TCCA-3

Vlastni cilovasekvence:
5-AGG GTT AGG GTT AGG GTT AGG G -3" (£260=228500 cm'l.mol'l)

2.2.2 ANEALING
Reakce, obsahujici 1 ul FW i RV DNA (1,2 pug / ml) + destilovanou vodu do
celkového objemu 20 pl, prob&hla na pfistroji MiniCycler™ (MJ Research) za téchto
podminek:
denaturace pfi 95°C 1
pomalé chladnuti na 4°C

2.2.3 LIGACE

Vznikly (viz 2.2.2) dvouretézcovy produkt s A previsy byl ligovan do plasmidu
pGEM T-easy.

Ligacni smés se skladala z 1 ul inzertové DNA + 1 pl plasmidové DNA + 1ul
T4 DNA ligazy (3U/ul), 5 ul 2x ligaéniho pufru + destilovana voda do celkového
objemu 10 pl. Reakce probéhla pfes noc pfi teploté 4°C.
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2.2.4 TRANSFORMACE BAKTERII METODOU HEAT-SHOCK

Liga¢ni smés byla transformovana tepelnym Sokem do kompetentnich bunék
E.coli BL21.

K 50 ul kompetentnich bunék bylo pfidano 5 ul legaéni smési. Suspenze byla
inkubovana 30 minut na ledu. Transformace probihala pfi 42 € po dobu jedné
minuty a byla ukon€ena rychlym zchlazenim na ledu po dobu dvou minut.
K transformovanym burikam bylo pfidano 150 pl SOC média, smés byla inkubovana
45 minut pfi 37 C, 250 rpm. Narostlé bunky byly vysety na bakterialni padu
obsahujici ampicilin a 40ul 2% X-galu a umistény pfes noc do termostatu s teplotou
37 C.

2.2.5 IZOLACE PLASMIDOVE DNA

Na zakladé modro bilé selekce, kterou plasmid pGEM T-easy umoZznuje, byly
vybrany bilé bakterialni kolonie. Vybrané kolonie byly inokulovany do 4 ml LB média
s ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany pres noc ve tfepacce pfi 37 C, 250 rpm.
Narostla kultura byla centrifugovana pfi 14000 rpm (centrifuga Eppendorf MiniSpin
plus). Plasmidova DNA byla izolovana z peletu metodou alkalické lyze, nebo pomoci
soupravy Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed) dle protokolu vyrobce.

2.2.5.1 IZOLACE PLASMIDOVE DNA METODOU ALKALICKE LY ZE

Pelet byl rozpustén v50 pl TEG, ke smési bylo pfidano 100 pl Cerstvé
pripraveného roztoku 0,2 M NaOH + 1% SDS. Po promichani bylo dodano 75 ul 3M
acetatu sodného a 225 ul 5 M LiCl. Smés byla centrifugovana 10 minut pfi 14000
rom (centrifuga Eppendorf MiniSpin Plus). Vodni faze byla pfenesena do Cisté
mikrozkumavky a byla dopInéna 900 pl 96% etanolu (- 20 C). Po 5 minutach na | edu
byla znovu centrifugovana 15 minut na max. rpm. Po odstranéni vodni faze byl pelet
rozpustén v 70% ethanolu (- 20 €) a ihned centrifugovan 5 minut na max. rpm.
Vodni faze byla slita a jeji zbytky opatrné odsany. Pelet byl vysuSen pfi 37 € a
nasledné rozpustén ve 30 ul H,O. Pro ovéfeni sekvence vloZzeného inzertu byla

provedena sekvenace (viz 2.8)
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2.2.6 IZOLACE CILOVE SEKVENCE

PFitomnost inzertu byla ovéfena kontrolni restrikci enzymem EcoRl.

Reakéni smés se skladala z 10 pl plasmidové DNA + 2 ul 10x pufru + 2 U
restrikéniho enzymu + destilované vody do celkového objemu 20 pl. Reakce
probihala pfi 37 € po dobu 3 hodin. Vysledek reakce byl vyhodnocen pomoci
elektroforézy v agar6zovém gelu (viz 2.4).

2.2.6.1 RESTRIKCNI REAKCE ENZYMY Setl A CviKI-1

Reakce byla provedena zvlast pro enzym Setl a pro enzym CviKi-1, nebot
kazdy z enzymu vyZaduje jiné reakéni podminky.

PFi restrikci enzymem Setl se reakéni smés skladala z 10 pl plasmidové DNA
+ 2 ul 10x pufru + 2 U restrikéniho enzymu + destilované vody do celkového objemu
20 pl a reakce probihala pfi 55 € po dobu 1 hodiny. Poté byla DNA pfesrdzena
ethanolem a znovu rozpusténa v 10 pl destilované vody.

PFi restrikci enzymem CviKl-1 se reakéni smés skladala z 10 ul presrazené
DNA + 2 pl 10x pufru + 2 U restrikéniho enzymu + destilované vody do celkového
objemu 20 pl. Reakce probihala pfi 37 T po dobu 3 hodin. Poté byla DNA znovu
presrazena ethanolem a rozpusténa v 10 ul destilované vody. Vysledek reakce byl
vyhodnocen pomoci elektroforézy v agar6zovem gelu (viz 2.4), produkty reakce byly

Z gelu vyfiznuty a izolovany (viz 2.6)

2.2.6.2 IZOLACE CILOVE SEKVENCE
Konecny produkt byl ziskan elektroforézou v denaturaénim PAGE gelu (viz
2.5). Produkt byl z gelu vyfiznut a izolovan metodou Freeze — sgeueze (viz 2.6).

Nakonec byla zméfena koncentrace cilového ssDNA oligonukleotidu (viz 2.7)

2.3 OPTIMALIZACE PROUKCE KONE CNEHO PRODUKTU
2.3.1 OPTIMALIZACE VYT EZKU PLASMIDOVE DNA

Aby se zvySila produkce plasmidové DNA v bakterialnich bunkach, které
v minimalnim M9 médiu rostou hufe nez ve standardnich médiich, byla provedena
indukce chloramphenicolem (viz 2.1.4.2)

Bakterie byly indukovany pfi tfech rdznych optickych denzitach (ODggo = 0,6;
0,9; 1,1) tfemi rdznymi koncentracemi chloramphenicolu (100, 170, 220 pg/ml) tak,

aby mohla byt stanovena optimalni doba indukce a koncentrace chloramphenicolu.
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Vintervalech 4, 8 a 16 hodin byly odebirany vzorky bakterii po 1 ml.
Z odebranych vzorkl byla izolovana plasmidova DNA (viz 2.2.5) a byla stanovena jeji

koncentrace (viz 2.7). Vysledky byly naneseny do grafd.

2.3.2 MULTIPLIKACE CILOVE SEKVENCE (viz 2.1.4.1)
2.3.2.1 POUZITE OLIGONUKLEOTIDY

Pouzité oligonukleotidy byly objednany u firmi Sigma Aldrich.

Pro Gcely izolace cilové sekvence byla do inzertu za¢lenéna restrikéni mista
pro enzymy Dral (TTT AAA) a Acll (AA"CGTT) (restrikce produktu multiplikace ligacni
metodou) a pro enzymy Dral a Alwl (GGATC(N),") (restrikce produktu multiplikace

metodou ESRA). Tato restrikéni mista zarover oddélovala kopie cilové sekvence.

Primery pro multiplikaci ligaéni metodu (viz obr. 2.5):

HTSins1.1F:

5- AAT TTA AAG GGT TAG GGT TAG GGT TAG GGAACG TTG TCG TC -3
HTSins1.1R:

5- AAT TGA CGA CAACGT TCC CTA ACCCTAACCCTAAACCTTTA -3
HTSpriml.1F:

5-TTA AAT TTC CCA ATC CCA AT -3

HTSpriml.1R:
5-TTAAGG TTT AGG GTT AGG GA-3

AATTTAAAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGAACGTTGTCGC
ATTTCCCAATCCCAATCCCAATCCCTTGCAACAGCAGTTAA

l restrikce

AAAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGAA
TTTCCCAATCCCAATCCCAATCCCTT

Obr. 2.5 schéma multiplikace vybrané sekvence liaéni metodu
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Primery pro multiplikaci metodou ESRA (viz obr. 2.6):
HTSins1.2F:

5- AAA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG AAC GTT GGA TCC TAG GAA AGG

GTT AGG GTT AGG GTT AGG GAA -3

HTSins1.2R:

5-TTC CCT AAC CCT AAC CCT AACCCTTTC CTA GGA TCC AAC GTT CCC
TAA CCC TAACCC TAACCCTTT -3

HTSprim1.2F:

5-TTT CCC AAT CCC AAT CCC AA-3

HTSpriml1.2R:

5-AAA GGG TTAGGG TTAGGG TT -3

AAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGAACGTTGGATCCTAGGAAAGGGTAGGGTT AGGGTTAGGGAA
TTTCCCAATCCCAATCCCAATCCCTTGCAACCTAGGATCCTTTCCCAATCC CAATCCCAATCCCTT

}

AAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGAACGTTGGATCCTAGGAAAGGGTAGGGTT AGGGTTAGGGAA
TTTCCCAATCCCAATCCCAATCCCTTGCAACCTAGGATCCTTTCCCAATCC CAATCCCAATCCCTT

— 4 4 —

viz vysledky

Obr. 2.6 schéma multiplikace vybrané sekvence metodou ESRA

Vlastni cilova sekvence:
5- AAA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG AA -3 (g260=278200 cm'l.mol'l)

Tento 26 bp dlouhy ssDNA oligonukleotid, podle zjisténych in vitro NMR spekter,

mnohem vice odpovida ,wild-type“ telomerické sekvenci (Ambrus et al.,2006).

2.3.2.2 PRIPRAVA INZERTU LIGA CNi METODOU

Aby mohla byt provedena ligace, bylo tfeba spojit sekvence HTSinsl.1F a

HTSins1l.1R (kazda o koncentraci 2 nmol/ul) do duplexu se Ctyfbazovymi previsy

AATT (viz 2.2.2).
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Poté probéhla samotna ligace. Reakce obsahovala 10 pl duplexové DNA + 2
ul liganiho pufru + 2 U T4 DNA ligadzy + destilovanou vodu do celkového objemu 20
ul a probihala pfi 16 € po dobu 12 hodin.

Po pfesrazeni ethanolem byla ligovana DNA namnoZena pomoci PCR. PCR
reakce obsahovala8 pul ligované DNA + 1 pl obou primerd HTSpriml.1F a
HTSprim1l.1R o koncentraci 10 pM + 10 pl Fussion-Flash master mix. Reakce
probéhla na pfistroji MiniCycler™ (MJ Research) za téchto podminek:

1) pocéatecni denaturace 10 sekund pfi 98 T
2) denaturace 1 sekunda pfi 98 T
3) nasedani primeru 5 sekund pfi 68 T
4) elongace 15 sekund pfi 72 T
kroky 2 — 4, 35 cyklu
5) dosyntetizovani nedokon&enych vliaken 60 sekund pfi 72 T

Po presrazeni DNA byla provedena ligace do plasmidu pGEM T-easy (viz
2.2.3), transformace bakterii BL21 (viz 2.2.4) a izolace plasmidové DNA (viz 2.2.5).
Pro kontrolu pfitomnosti inzertu byla provedena restrikce enzymem EcoR1 (viz 2.2.6)

a vysledek reakce vizualizovan elektroforézou v agarézovéem gelu (viz 2.4).

2.3.2.3 PRIPRAVA INZERTU METODOU ESRA

Pro multiplikaci metodou ESRA byla provedena PCR reakce skladajici se z 5
pl HTSins1.2F a 5 pl HTSins1.1R (2nmol/ pl) + 10 pl Fussion-Flash master mix.
(podminky reakce viz 2.3.2.2). Po probéhnuti reakce byla DNA pfesrdZzena
ethanolem.

Pro namnoZeni fetézcl obsahujicich vice kopii cilové sekvence byla znovu
provedena PCR reakce za pfitomnosti primerd HTSpriml.2F a HTSpriml.2R.
Reakce se sklddala z 8 ul presrdZzené DNA + 1 pl obou primerd o koncentraci 10 pM
+ 10 pl Fussion-Flash master mix (podminky reakce viz 2.3.2.2).

Vysledek PCR reakce byl vizualizovan elektroforézou v agarézovém gelu (viz
2.4) a prouzek gelu osahuijici kopie cilové sekvence byl vyfiznut. Po vyizolovani DNA
z gelu (viz 2.6) byla provedena ligace do plasmidu pGEM T-easy (viz 2.2.3),
transformace bakterii BL21 (viz 2.2.4) a izolace plasmidové DNA (viz 2.2.5). Kontrola
pritomnosti inzertu byla provedena restrikéni reakci enzymem EcoR1 (viz 2.2.6) a

vysledek reakce byl vizualizovan elektroforézou v agarézovém gelu.
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2.4 ELEKTROFOREZA V AGAROZOVEM GELU

Byla pfipravena smés agardézy a 1x TAE pufru o vysledné koncentraci 1%.
Agardza byla rozpusténa zahfatim smési v mikrovinné troubé. Po jemném ochlazeni
smési pod tekouci vodou byl pfidan Cyber Green (1 pl/10 ml smési) a smés byla
nalita do elektroforetické formy s hfebenem. Po zatuhnuti byl hfeben vyjmut a gel
prelit 1x TAE pufrem. Do vzniklych jamek byly naneseny vzorky DNA smichané
s DNA nanaSecim pufrem (1:1/10). Pro stanoveni velikosti byl do jedné jamky
naneSen 2-log DNA Ladder. Elektroforéza probihala pfi 60-90 V v horizontalni
elektroforetické vané. Poté byla DNA vizualizovani na gelovém fotodokumenta¢nim
zafizeni MF-chemiBIS (DNR Bio-imaging systems).

2.5 ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU
2.5.1 PRIPRAVA GELU

Podle potifeby byl nafedén pfislusny zasobni 20% roztok akrylamidu. K nému
bylo pfidano 100 ul 10% APS a 10 pl TEMED, smés byla okamzité nalita mezi dvé
utésnéna elektroforeticka skla a ihned poté byl mezi skla vlozen hfeben, tvofici
jamky. Po zatuhnuti gelu byl hfeben vyjmut, jamky proplachnuty destilovanou vodou
a gel umistén do pfipravené vertikélni elektroforetické soupravy (Owl; Hoefer).
Nakonec byly vany naplnény 1x TBE pufrem a elektroforeticka souprava pfipojena ke

zdroji napéti, aby se gel predehral.

2.5.2 PRIPRAVA VZORK U
Vzorky DNA byly smichany s formamidovym nanaSecim pufrem v poméru 1:1.

Poté byla smés inkubovana 5 minut pfi 95 C a nanaSena do jamek na gelu.

2.5.3 VLASTNI ELEKTROFOREZA A BARVENI GELU

Elektroforéza probihala pfi 140 Vaz do doby, kdy spodni barvicka
formamidového nanaseciho pufru nedosahla spodniho okraje gelu. Po skonceni byl
gel opatrné vyjmut ze skel a obarven v 1x TBE pufru s ethidium bromidem o pfiblizné
koncentraci 0,5 ng/ml. Poté byla DNA vizualizovana na gelovém fotodokumenta¢nim
zafizeni MF-chemiBIS (DNR Bio-imaging systems).
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2.6. 1IZOLACE DNA Z GELU METODOU FREEZE-SQUEZE

Prouzek gelu obsahujici DNA byl vyfiznut, umistén do mikrozkumavky
obsahujici 1 ml freeze-squeze pufru a inkubovan 30 minut pfi pokojové teploté.
Mezitim byla pfipravena stfedni mikrozkumavka s malou dirkou ve dné. Poté byla
mikrozkumavka asi do svého 1/5 objemu naplnéna skelnou vatou (Serwa), vata byla
upéchovana. Do takto pfipravené stfedni mikrozkumavky byl pfemistén vyfiznuty
prouzek gelu, mikrozkumavka byla uzaviena a izolovana parafimem. Poté byla
mikrozkumavka vloZena na 30 sekund do tekutého dusiku. Po vytazeni byl parafilm
odstranén a mikrozkumavka byla vlioZzena do vétsi Cisté mikrozkumavky. 1zolace DNA
z gelu probéhla v centrifuze (10000 rpm, 20 minut, centrifuga Eppendorf MiniSpin
plus). Po skonceni centrifugace byl ke kapaliné ve vnéjSi mikrozkumavce pfidan 96%
ethanol, ktery vysrazel pfitomnou DNA, ktera byla sto¢ena (14000 rpm, 10 minut
minut). Pelet byl rozpustén v 70% ethanolu a znovu zcentriugovan (14000 rpm, 5

minut). Nakonec byl pelet vysuSen a rozpustén v destilované vodé.

2.7 STANOVENI KONCENTRACE DNA
Koncentrace pasmidové DNA byla stanovena strojové na spektrofotometru
Biowave Il (WPA), nebo vypocitana z hodnot absorbance DNA pfi vinové délce Axgo

ze vtahu:

C [pg/ml] = Axeo X 50 / | [cm]

kde 50 je extinkéni koeficient dsDNA neznamé sekvence a ,|* odpovida délce kyvety
v cm.
Koncentrace ssDNA byla stanovena strojové na spektrofotometru Biowave Il

(WPA), dle Lambert-Beerova zékona:

C [m0|/|] = Aoeso / Szeo.l [Cm]

Extinkéni  koeficienty pro jednotlivé sekvence byly predikovany pomoci

software ,Primer tools” (Nationale Institute of Standard and Technology).
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2.8 SEKVENACE INZERTU
Pro sekvenaci inzertu byly pouZzity primery SP6fw a T7rv nasedajici na SP6 a

T7 promotory plasmidu pGEM T-easy. Sekvenacéni reakce byla namichana Big
Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit(em) (Applied Biosystems) a jeji sloZzeni
bylo: 2 yl PET + 6 pl 2,5x sekvenaéniho pufru + 1 pl primerd (10 pmol) + 700 ng
plasmidové DNA + destilovana voda do 20 ul. Reakce byla provedena na pfistroji
MiniCycler™ (MJ Research) za téchto podminek:

1) pocatecni denaturace 2 minuty pfi 94 €

2) denaturace 1 minuta pfi 94

3) nasedani primerd 1 minuta pfi 60 C

4) elongace 4 minuty pfi 60 C

kroky 2-4, 32 cykll

Vyhodnoceni signélt bylo provedeno na pfistroji ABI (Perkin Elmer).
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3. MATERIAL

3.1. ORGANISMY
Kompetentni buriky Escherichia coli BL21

3.2 VEKORY
PGEM T-easy (viz obr. 3.1) — plasmid pro klonovani PCR produktt
- nese rezistenci na ampicilin a lac Z fragment pro

tzv. ,blue-white* selekci (Promega)

Xmnl 2009
- 7l |
Scal 1890 ‘\Nael o707 Aoal 14
. Aatll 20
f1 ori Sphl 28
BstZl | 21
Ncol a7
Amp! ot | 43
pGEM®-TEasy  /acz L] Secll | 49
Vector I EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Naotl 77
BstZl 77
Pstl g8
ori Sall a0
Ndel a7
Sacl 109
BstXl 118
Nsil 127
141

T sps

Obr 3.1 plasmid pGEM T-easy

3.3 MEDIA

Bakterialni pida:

1) 2g Trypton Casein Peptone (Amresco) + 1 g Yeast Extract Bacteriological
(Amresco + 2 g NaCl (Lach-Ner) + 3 g Agar Bacteriological (Amresco) +
destilovana voda do 200 ml

2) sterilizace autoklavovanim, zchlazeni na cca 60 C, pfidani ampicilinu

(Roth) do koncentrace100 pg/ml a nalit do bakteriologickych misek.
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M9 médium:

1) 12,8 g Na,HPO,4 + 3,9 g KH,PO4 + 0,5 g NaCl + 1,0 g NH,4CI + destilovana
voda do 950 ml, pH 7,4

2) sterilizace autoklavovanim, zchlazeni na cca. 60 T

3) 2,0 g glukézy + 0,494 g MgS0,.7H,O + 0,0152 g CaCl,.2H,O + 0,01 g
Thiaminu + 0,01 g FeS0,4.7H,0 + destilovan& voda do 50 ml

4) 50 ml roztoku z kroku 3 se pfevede injekéni stfikackou s filtrem do 950 ml
roztoku z kroku 1

SOC médium:
10g Trypton Casein Peptone + 2,5 g Yeast Extract Bacteriological + 0,25 g
NaCl + 5 ml 250 mM KCI + 20 mM glukéza (Lach-Ner) + destilovana voda
do 500 mi

3.4 ROZTOKY A PUFRY
Akrylamidovy gel nativni (20% zasobni roztok):
20 % akrylamid AA:bisAA v pomérul9:1 v TBE pufru
Akrylamidovy gel denaturaéni (20% zasobni roztok):
20 % akrylamid AA:bisAA v pomérul9:1 v TBE pufru + 8M urea
Formamidovy nanasSeci pufr:
25 mg bromphenol blue + 25 mg Xylene Cyanol + 3,3 ml 150 mM Tris-
base pH 7,6 + 6,6 ml 50% glycerolu + destilovana voda do 10 ml
Freeze-Squze pufr:
3 M acetéat sodny + 150 mM Tris-base
TAE pufr 50x:
242 g Tris-base + 57,1 g ledové kyseliny octové + 100 ml 0,5 M EDTA +
destilovana voda do 1 |
TBE pufr 20x:
0,9 M Tris-base + 0,9 M H3BO3; + 10 mM EDTA, pH 8,3 + destilovana voda
do 1|
TEG:
25 mM Tris-HCI + 10 mM EDTA + 50 mM glukd6za
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3.5 OSTATNI CHEMIKALIE

2-log DNA Ladder (New England Biolabs), acetat sodny (LachNer), agardza
(Serva), APS (peroxysiran amonny; Lach-Ner), BSA (New England Biolabs,
Takkara), CaCl,.2H,O (Lach-Ner), DNA nanaSeci pufr (Takkara), dNTPs
(Takkara), ethanol (Lach-Ner), FeS0O4.7H,O (Lach-Ner), glycerol (Lach-Ner),
HCI (Lach-Ner), Chloramphenicol (Roth), IPTG (Roth), KH,PO, (Lach-Ner),
LiCl (Lach-Ner), MgS04.7H,0 (Lach-Ner), Na,HPO,4 (Lach-Ner), NaOH (Lach-
Ner), NH4Cl (Lach-Ner), restrikéni enzmy + pufry (Acll, Alwl, CviKl-1, Dral,
EcoR1, Setl; New England Biolabs, SibEnzyme), RNaza A (Quiagen), T4 DNA
ligaza + pufr (New England Biolabs), SYBR green (Invitrogen), Tag DNA
polymerdza + pufr (Takkara), Fussion-flash Taq DNA polymeraza
(Finnzymes), TEMED (N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin; Sigma-Aldrich),
Thiamin (Sigma-Aldrich), X-gal (Duchefa Biochemie)
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4. VYSLEDKY

4.1. PRIPRAVA IZOTOPICKY ZNA CENEHO DNA OLIGONUKLEOTIDU

Béhem anealingu byly dvé synteticky pfipravené vzajemné komplementarni
34 bp dlouhé sekvence spojeny do dvouretézcovych DNA oligonukleotidd
s jednobazovymi A previsy. Tyto oligonukleotidy byly ligovany do plasmidu pGEM
T-easy. Ziskanymi plasmidy byly transformovany kompetentni bufky BL21. Pozitivni
bakterialni kolonie obsahujici inzert s vloZzenou DNA byly vybrany na zakladé
tzv. ,blue-white* selekce, podle své bilé barvy vypovidajici o pferuSeni LacZ genu.
PlasmidovA DNA byla izolovana ze 100 ml M9 média. Poté byla stanovena
koncentrace ziskané plasmidové DNA svysledkem 967 pug/ml, coz odpovida
9,67.102 g plasmidové DNA / 100 ml M9 média. PFitomnost inzertu byla dale
ovéfena kontrolni restrikci vyizolovanych plasmidi enzymem EcoRl, jehoZz restrikéni
mista jsou v tésné blizkosti klonovaciho mista plasmidu pGEM T-easy. Poté byla
provedena elektroforéza v 1% agar6ézovém gelu, z néhoz byl vysledek restrikce
vyhodnocen. Zgelu vyplyva, Ze vybrané bakterialni kolonie produkovali
rekombinantni plasmid s inzertem, o velikosti pfiblizné odpovidajici 41 bp dlouhému

inzertu + 17 bp z plasmidové DNA (viz obr. 4.1).

L A B C D

3000 bp -> <- pGEM T-easy

100 bp ->
<- 58 bp inzert

Obr. 4.1 kontrola pfitomnosti inzertu v plasmidu; L: 2-log DNA ladder, A: plasmid

bez restrikce, B-D: restrikce plasmidové DNA ze tfi vybranych enzymem EcoRl.

PlasmidovA DNA ze 3 wvybranych kolonii byla poté osekvenovana.
K vyhodnoceni sekvenacéni reakce byl pouzit program Sequence scanner. Ze
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srovnani zjisténé sekvence inzertu se sekvenci komeréné pfipraveného
oligonukleotidu bylo zjiSténo, Ze bé&hem pfipravy vektoru nedoSlo v inzertové
sekvenci ani v jejim bezprostfednim okoli k mutaci, ktera by mohla poskodit vnesena
restrikéni mista i cilovou sekvenci samotnou.

Cilova sekvence byla z plasmidu izolovana restrikci enzymy Setl a CviKI-1,
jejichz restrik€ni mista byla souc€asti objednavanych sekvenci. Poté byla provedena
elektroforéza v 1% agar6zovém gelu, z néhoz byl vysledek restrikce vyhodnocen.
Z gelu vyplyva, Ze pouzité restrikéni enzymy jsou schopné vystépit viozeny fragment
DNA z plasmidu pGEM T-easy (viz obr. 4.2).

L A B C

3000 bp -> <- pGEM T-easy

100 bp ->
<- 22/26 bp duplex

Obr. 4.2 vysledek restrikéni reakce enzymy Setl a CviKl-1; L: 2-log DNA ladder,

A-C: restrikce plasmidové DNA ze tii vybranych kolonii.

Finalni ssDNA oligonukleotid byl ziskdn oddélenim dvou nestejné dlouhych
vlaken duplexu s &tyfbazovym previsem na 3°->5" vlaknu pomoci elektroforézy
v denaturan¢nim 18% polyakrylamidovém gelu (viz obr. 4.3). Prouzek gelu
odpovidajici cilové sekvenci byl vyfiznut. Poté byla stanovena koncentrace z gelu
vyizolované DNA. Zjisténa koncentrace se rovnala 2,26 ug/ml, coz odpovida 65 %

teoreticky mozného vytézku ssDNA oligonukletidu.
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26 bp ->
22 bp ->

<- prouzek 3’-5" komplementarniho vliakna
<- prouzek 5°-3" produktu

Obr. 4.3 vysledek elektroforézy v denaturanénim polyakrylamidovém gelu.

4.2 OPTIMALIZACE VYT EZKU PLASM. DNA INDUKCI CHLORAMPHENICOLEM

Optimalizace vytézku plasmidové DNA byla provedena srovnanim mnoZztvi

plasmidové DNA ziskané ze vzorku bakterii péstovanych v minimalnim médiu bez

indukce a ze vzorku bakterii indukovandukovanych chloramphenicolem. Indukce byla

provadéna chloramphenicolem o koncentracich 0, 100, 170 a 220 pg/ml, pfi

ODsgoo = 0,6; 0,9; 1,1. Vzorky byly odebirany v intervalech po 4, 8 a 16 hodinach po
indukci (viz. obr. 4.4, 4.5, 4.6). NejvySSi koncentrace plasmidové DNA (1373 pg/ml),
bylo dosazeno po osmi hodinové indukci chloramphenicolem o koncentraci 170

pg/ml, pFl ODegoo = 0.

9. Tato koncentrace odpovida 1,42 nasobku koncentrace

plasmidové DNA ziskané pfi pfedeslé izolaci (viz 4.1).

:

:

. o B
/;@5—’—’:152 e
| 864 M

7 739 718 702

koncentrace plasmidové DNA [ug/ ml]

¢as [hod]

Obr. 4.4 graf zavislosti koncentrace plasmidové DNA na indukci bakterialni kultury

chloramphenicolem; indukce pfi ODgyo = 0,6; koncentrace chloramphenicolu
[Mg/ml]: kosoctverec = 0, &tverec = 100, trojuhelnik = 170, kfizek = 220. Z grafu

vyplyvd az 1,37 nasobny narust koncentrace plasmidové DNA izolované

z indukovanych bakterii oproti nejvys3i dosazené koncentraci plasmidové DNA

z neindukovanych bakterii.
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Obr. 4.5 graf zavislosti koncentrace plasmidové DNA na indukci bakterialni kultury
chloramphenicolem; indukce pfi ODgyo = 0,9; koncentrace chloramphenicolu
[Mg/ml]: kosoctverec = 0, &tverec = 100, trojuhelnik = 170, kiizek = 220. Z grafu
vyplyvd az 1,41 nasobny narlst koncentrace plasmidové DNA vyizolované

z indukovanych bakterii oproti nejvy3Si dosazené koncentraci plasmidové DNA

z neindukovanych bakterii.
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Obr. 4.6 graf zavislosti koncentrace plasmidové DNA na indukci bakterialni kultury
chloramphenicolem; indukce pfi ODgy = 1,1; koncentrace chloramphenicolu
[ug/ml]: kosoctverec = 0, ¢tverec = 100, trojuhelnik = 170, kfizek = 220. Z grafu
vyplyvd az 1,35 nasobny narlst koncentrace plasmidové DNA vyizolované
z indukovanych bakterii oproti nejvys3i dosazené koncentraci plasmidové DNA
z neindukovanych bakterii.
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4.3 MULTIPLIKACE CILOVE SEKVENCE
4.3.1 PRIPRAVA INZERTU LIGA CNi METODOU

Béhem anealingu byly 41 bp dlouhé sekvence HTSinsl.1f a HTSinsl.1r
spojeny do dvouretézcovych DNA oligonukleotidd se Ctyfbazovymi AATT previsy.
Témito previsy se béhem ligani reakce vzajemné spojovaly. Produkty ligaéni reakce
byly dale ampifikovany pomoci PCR. 20 bp dlouhé primery byly navrzeny podle
sekvenci HTSinsl.1f a HTSinsl. Poté byla provedena elektroforéza v 1%
agarozovém gelu, z néhoz byl vysledek liga¢ni reakce, amplifikované pomoci PCR,
vyhodnocen. Z gelu vyplyva, Ze liga¢ni metodou jsme pfipravili produkty odpovidajici
az Sesti kopiim cilové skvence (viz obr. 4.7).

L A B C

300 bp ->

200 bp -> <- prouzek odp. 6 kopiim CS

Obr. 4.7 Vysledek multiplikace cilové sekvence liga¢ni metodou; L: 2-log DNA

ladder, A-C: DNA ze tfi liga€nich reakci. (CS = cilova sekvence)

DNA, izolovana z predeSlého gelu, byla ligovana do plasmidid pGEM T-easy,
jimiz byly transformovany kompetentni burfiky BL21. Poté byly vybrany pozitivni
kolonie (viz 4.1) a pfitomnost inzertu byla ovéfena kontrolni restrikci enzymem
EcoRI. Poté byla provedena elektroforéza v 1% agar6zovém gelu, z néhoz byl
vysledek restrikce vyhodnocen. Z gelu vyplyva, Ze bakterie jedné ze tfi vybranych
kolonii produkovali rekombinantni plasmid sinzertem, o velikosti pfiblizné

odpovidajici Sesti kopiim cilové sekvence (viz obr. 4.8).
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<- pGEM T-easy

300 bp ->
200 bp ->

<-inzert

Obr. 4.8 kontrola pfitomnosti inzertu v plasmidu; A: plasmid bez restrikce, L: 2-log
DNA ladder, B-D: restrikce plasmidové DNA ze tfi vybranych kolonii enzymem
EcoRI.

4.3.2 MULTIPLIKACE CILOVE SEKVENCE METODOU ESRA

Cilovad sekvence byla multiplikovana pomoci PCR reakce, od standardni
reakce odliSné nepfitomnosti templatové DNA, ze sekvenci HTSinsl.2f a
HTSins1.2r. Pro amplifikaci fetézcu, obsahujicich vice kopii cilové sekvence, byla
provedena dalSi PCR reakce s primery odvozenymi od sekvenci HTSinsl.2f a
HTSinsl1.2r. Poté byla provedena elektroforéza v 1% agarézovém gelu, z néhoz byl
vysledek obou naslednych reakci vyhodnocen. Z gelu vyplyva, Ze metodou ESRA

jsme pfipravili produkty odpovidajici ¢tyfem kopiim cilové sekvence (viz obr. 4.9).

L A B

200 bp -> <- prouZek odp. 4 kopiim CS

Obr. 4.9 Vysedek multiplikace cilové sekvence metodou ESRA; L: 2-log DNA
ladder, A a B: produkty amplifikace.
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Amplifikovana DNA byla ligovana do plasmidid pGEM T-easy, jimiz byly
transformovany kompetentni buriky BL21. Pfitomnost inzertu v plasmidech,
izolovanych z pozitivnich kolonii, byla ovéfena kontrolni restrikci enzymem EcoR1.
Poté byla provedena elektroforéza v 1% agar6zovém gelu, z néhoz byl vysledek
restrikce vyhodnocen. Zgelu vyplyva, Ze obé vybrané bakterialni kolonie
produkovaly rekombinantni plasmid sinzertem, o velikosti pfiblizné odpovidajici

Ctyfem kopiim cilové sekvence (viz obr. 4.10).

<- pGEM T-easy

200 bp -> <- inzert

Obr. 4.10 kontrola pfitomnosti inzertu v plasmidu; L: 2-log DNA ladder, A: plasmid

bez restrikce, B a C: restrikce plasmidové DNA ze dvou vybranych kolonii
enzymem EcoRl.
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5. DISKUZE

Cilem této bakalafské prace byla pfiprava *C, N izotopicky znageného
ssDNA oligonukeotidu pro potfeby NMR spektroskopie. Optimalizace metod pfipravy
izotopicky znacCenych DNA oligonukleotidd tak, aby byl dosazen akceptovatelny
pomér mezi technologickou proveditelnosti a ekonomickou Unosnosti takové metody,
je zakladnim predpokladem pro rozvoj studii DNA pomoci NMR spektroskopie.

Srovnanim dostupnych metod pfipravy izotopicky uniformé& znacenych DNA
oligonukleotidi byla vybrana metoda pfipravy v bakteriich péstovanych na M9
(minimalnim) médiu obsahujicim izotopicky znaceny zdroj uhliku a dusiku (Louis et
al., 1997; Ramanathan et al., 2001; René et al. 2006). Tato metoda velmi konkuruje
zpusobum pfipavy izotopicky uniformé znacenych DNA oligonukleoidl enzymatickou
syntézou (Zimmer & Crothers, 1995; Smith et al., 1997; Masse et al., 1998; Mer &
Chazin, 1998) a PCR technikami (Chen et al., 1998; Louis et al.,1998), nebot
umoznuje i pomérné levnou a nenaro¢nou pfipravu delSich olionukleotidd. Svoji
velkou flexibilitou v izotopickém znadeni, vyplyvajici z pouzitych zdroju izotopu, se
rovna pfipravé izotopicky uniformé znaCenych DNA oligonukleotidd chemickou
syntézou (Ono et al., 1995; Fernandez et al., 1998; Tjandra et al., 2000; Kojima et
al., 2001). V porovnani s ni je vSak vyrazné levnéjSi a méné komplikovana. Stavajici
protokoly uréené pro in vivo pfipravu izotopicky znacenych dsDNA oligonukleotidd
byly upraveny tak, aby je bylo mozné pouzit pro pfipravu ssDNA oligonukleotidd.

Dale byl touto metodou vyroben vzorek izotopicky znaeného ssDNA
oligonukleotidu. Z analyzy jeho koncentrace ovSem vyplynulo, Ze k vyrobé mnozstvi
vzorku nutného pro spektralni analyzu pomoci NMR by bylo nutné izolovat DNA ze
40 litr( izotopicky znaceného minimalniho média. Vyroba takového mnozstvi média,
pfi dnednich cenach 3200 Ké& za 1 g **C izotopicky znagené glukézy a 800 K& za 1 g
5N izotopicky znageného NH4CI + priblizné 8000 K& za material a restrikéni enzymy,
by stala 296.000 K&. Proto byly provedeny experimenty s cilem zvySit vytéZzek DNA,
potazmo vytézek konec¢ného produktu syntézy. Pro tento ucCel byly provéfeny dva
postupy s odliSnym pfistupem k problému.

Nejprve byly provedeny experimenty s cilem zvysit vytéZzek plasmidové DNA,
zniz se izoluje cilovAd sekvence. Experimenty spocCivaly v porovnani vytézki
plasmidové DNA z bakterii indukovanych chloraphenicolem (Sambrook et al., 1982;

Ramanathan et al. 2002) s vytéZzkem plasmidové DNA z neindukovanych bakterii.
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Z namérenych vysledku bylo zjisténo, Ze timto zplsobem lze vytéZzek plasmidové
DNA zvysit az 1,42x, konkrétné indukci bakterii chloramphenicolem o koncentraci
170 pg/ml pfi ODeoo = 0,9. Po takovéto optimalizaci by cena vzorku klesla o 28,7 %
na 211.000 K¢.

V dalsi fazi jsme se pokouseli zvySit pocet studovanych oligonukleotid(
v plasmidové DNA. Toho bylo dosaZzeno multiplikaci cilové sekvence. Multiplikaci
cilové sekvence ligacni metodou (Louis et al., 1998) bylo dosazeno Sesti kopii cilové
sekvence na inzert, multiplikaci metodou ESRA (Louis et al., 1998; Ramanathan et
al., 2001; René et al., 2006) kopii &tyf.

Ze zjisténych skute€nosti vyplyva, Ze kombinaci zvySeni vytéZzku plasmidové
DNA a multiplikace cilové sekvence Ize dosahnout az 7,42 nasobek koncentrace
cilového produktu. To znamena, Ze mnozstvi minimalniho média, nutného pro vyrobu
1 mM NMR vzorku, pfi zachovani stejného vytézku cilového produktu, by mélo
klesnout na 5,4 litrd -> cena uniformé& *3C, ®N znageného 1mM NMR vzorku by
celkové klesla na 47.000 K& (cena takoveho vzorku, komeréné syntetizovaného u
firmy Silantes se pohybuje mezi 100-110 tisici K&). Cena *3C izotopicky znageného
vzorku by odpovidala 43.000 K&. Pfi uvazovaném studiu proton-N korelaci, by
absence °C izotopického znageni cenu vzorku sniZila az na 14.000 Kg&.
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. ZAVER

* bylo provedeno srovnani dostupnych metod pfipravy izotopicky uniformé
znacenych ss a dsDNA oligonukleotidd pro NMR spektroskopii

» optimalizovanou metodou syntézy v bakteriich péstovanych na izotopicky
znaceném minimalnim M9 médiu byl vyroben vzorek ssDNA oligonkleotidu,
jehoz vytéZzek nesplfioval pozadavek na finanéni dostupnost

» proto byla optimalizovana vytéznost plasmidové DNA, kterd by méla zvysit
vytéZek ssDNA oligonukleotidu 1,42 x

» déale byl pfipraven rekombinantni plasmid obsahujici Sest kopii ssDNA
oligonukleotidu

* nadale se pracuje na pripravé izotopicky znaeného vzorku ssDNA

oligonukleotidu z plasmidu obsahujiciho Sest kopii ssSDNA oligonukleotidu
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