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Abstrakt

Modifikace nukleovych kyselin predstavuji vyznamny néstroj moderni bioorganické chemie
umoziujici roz§ifeni jejich piirozenych vlastnosti o nové funkéni charakteristiky vyuzitelné ve
strukturdlnich studiich. Tato bakalaiska prace se zabyvd syntézou a charakterizaci
modifikovanych 2'-deoxyribonukleosid trifosfatt obsahujici benzodioxolovou
elektron-donorni (DOx) nebo difluorfenylovou elektron-akceptorni (2F) modifikaci, a jejich
aplikaci pfi enzymové syntéze DNA. Modifikace byly zavedeny do pozice 5 u cytosinu a do
pozice 7 u 7-deazaadeninu pomoci Sonogashira cross-coupling reakce. Oba syntetizované
trifosfaty byly charakterizovany pomoci NMR a hmotnostni spektrometrie. Pro komplexné;si
hodnoceni vlivu elektronovych efekti byly zahrnuty i dal§i nukleosid trifosfaty (dCOMTP
a dAFTP), které byly syntetizovany ve skupiné prof. Michala Hocka.

Byla exprimovéna rekombinantni termostabilni DNA polymerasa KOD(exo—) v builkédch
E. coli BL21-Al a spole¢né s dal§imi DNA polymerasami — KOD XL, Vent, Vent(exo—) a KOD
testovana na schopnost inkorporovat modifikované nukleotidy metodou prodluzovani primeru
(PEX). Enzymova syntéza metodou polymerasové fetézové reakce (PCR) byla testovana tfemi
DNA polymerasami — KOD(exo—), KOD XL a Vent(exo—). Vysledky PEX experimenti
ukdzaly, Ze Ctyfi z péti testovanych DNA polymeras U¢inn€ inkorporuji modifikované
nukleotidy srovnateln€ s pfirozenymi dNTPs, poskytujici produkty o plné délce. Piicemz
ucinnost syntézy metodou PEX byla potvrzena i hmotnostni spektrometrii. U KOD polymerasy
byla pozorovana nizka Gc€innost za vzniku kratSich — ne plné€ syntetizovanych sekvenci. Pfi
metodé¢ PCR doSlo k syntéze produkti s modifikacemi u vSech tfech testovanych DNA

polymeras.

Analyzou DNA produkt pomoci cirkularniho dichroismu (CD) a teplotnich studii (Tm) bylo
potvrzeno, ze vSechny Ctyfi sledované modifikace zdsadné neovliviiuji sekundarni strukturu

DNA ani jeji teplotu denaturace.
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Abstract

Modification of nucleic acids represents an important tool in modern bioorganic chemistry,
enabling the expansion of their natural properties with new functional characteristics that can
be utilized in structural studies. This bachelor’s thesis focuses on the synthesis and
characterization of modified 2'-deoxyribonucleoside triphosphates bearing benzodioxole
electron-donating (DOx) and difluorophenyl electron-accepting (2F) functional groups, and
their application in enzymatic DNA synthesis. The modifications were introduced at position 5
of cytosine and at position 7 of 7-deazaadenine via Sonogashira cross-coupling reaction. Both
synthesized triphosphates were characterized using NMR and mass spectrometry. For a more
comprehensive evaluation of the electronic effects, other two nucleoside triphosphates

dCOMeTP and dAFTP), synthesized in prof. Michal Hock’s group, were also included.
y g

Recombinant thermostable DNA polymerase KOD(exo—) was expressed in E. coli BL21-Al
cells and tested along with other DNA polymerases - KOD XL, Vent, Vent(exo—) for their
ability to incorporate modified nucleotides using primer extension (PEX) method. Enzymatic
synthesis by DNA polymerase chain reaction (PCR) was tested with three DNA polymerases —
KOD(exo—), KOD XL, and Vent(exo—). The results from PEX experiments showed that four
out of five tested polymerases successfully incorporated modified nucleoside triphosphates,
with comparable efficiency to natural dNTPs, providing full-length products which was also
confirmed by mass spectrometry. Low efficiency was observed with the KOD polymerase
resulting in synthesis of only short and not fully extended sequences. In PCR method, synthesis

of products with modifications was observed in all three tested DNA polymerases.

Analysis of DNA products by circular dichroism (CD) and thermal studies (Tm) confirmed that
all four tested modified dNTPs do not significantly affect neither the secondary structure of

DNA nor its melting temperature.
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Podékovani

M¢ nejvétsi podeékovani patii Ing. Veronice Raindlové, Ph.D. za vedeni mé prace, ale také za
jeji  vSudypfitomnou ochotu a nekonecnou trpélivost. Chtéla bych timto podekovat
RNDr. Markovi Ondrusovi, Ph.D. za cenné rady pii syntéze modifikovanych trifosfatti, pomoc
pii analyze NMR spekter a za méfeni UPLC-MS, a také RNDr. Lucii Bednarové, CSc. za
meéfeni a interpretaci CD spekter. Mé pod€kovani patii prof. Ing. Michalu Hockovi, Ph.D., DSc.
za moznost vypracovani své bakalaiské prace v jeho vyzkumné skupiné. V neposledni fadé
nesmim opomenout cely kolektiv vyzkumné skupiny prof. Michala Hocka za vytvofeni

ptijemného pracovniho prostfedi. Rodin¢ a ptatelim d¢kuji za podporu pfi studiu.



Qbsah

VO ettt bttt ettt eb bt bbbt s bbbt bbbttt et bbb naen 11
L. TEOTEHICKA CASL....eeeiiiieii ettt ettt b e bt et st e et e e bt e sheeeatesateembeebeebeenees 12
1.1. ) 113 70) 4 T OO UUTUSRRPRRRPON 12
1.2. StAVDA DINA ...ttt ettt 12
1.3. DINA POLYIMEIASY ...evieevieirieiieiiesieiteeteesieesteesteesteesssessseasseesseesseesseesssesssessseesseessessseesseessseans 14
1.3.1.  KOD DNA POLYIMETASA ....veervveeeieeieeieesiiesiiesteereeseesseesseesssessseassesssesssessssesssesssessseessessses 16

1.4. SYNLEZA DINA ..ottt et et e b e s et st e eate e bt e sbeesbeesateeabeebeenbeeas 16
LA L. PEX ettt 17
LiA.2. POR ettt ettt et ettt ettt e h ettt e n et e h e teeaeent et e neeneas 18

L.5. Syntéza modifikovanych nukleosid trifosfatl...........ccceveiriiiiiiiiieie e 19
1.6. DNA modifikace na nukleovych bazich ...........cooeiiiiiiiiiiiii e 21
1.7. Metody analyzZy DINA .......cccoeoiieiieiieierte st ere et ee et estaesreereesbeesseesseesssessseesseesseesssesssenns 22
1.8. Bunécna linie Escherichia coli BL21-Al......ccccoiiiiiiiieeeeeeeeeeeee et 23

R O 1 [ ¢ 1o PRSUSRPSUSRTRPN 24
3. Material @ MELOAY ....ccueieiieiietieie ettt ettt b e bt st st e e te et e e bt e sate et e et e b e e nneenaes 25
3.1. IMAALEIIAL ...ttt ettt ettt ettt et e bt et esbeesat e e teeteenteesseeeaeesnteeas 25
311, OliZONUKIEOLIAY ....eeeiieiieiieitie ettt ettt sttt et e st e st eeabeenbeebeenes 25
3.1.2. NUKIEOSIA trIfOSTALY ..eoviiiieciiecie ettt s eebeesbe b nes 26

2 T O 1< 04 1121 B TSRS 26
3.1.4.  Biologicky MAaterial ........ccceeiiiiiiiiieieeieee ettt et 28
315, ROZEOKY .ccutiiiieciecieeteee ettt ettt ettt e s ta e s b e et e et e e baestbesebeerbeesbeebaesrbesrbeeareenreenteennes 28
3.1.6. Pristroje a purifikani KOIONY .......ccccoieviiiiiiiiiiiicieceeceesee e 29

3.2 1Y <7016 | 2P STRRRRP 31
3.2.1. Syntéza 2¢-deoxyribonukleosid trifosfatd dCPO*TP a dA TP .......cccoveveverevrreeceeene, 31
3.2.2.  Exprese KOD (ex0—) DNA POIYMETASY......cccvirriiiieriieriieiieiieeieeieesteesieesneseneesseesseenens 32
3.2.2.1. Kultivace bunek Escherichia coli BL21-Al........ccccoovviiiiiiiniinieeie e 32

3.2.2.2.  SpUStENT XPreSe PIOLCINU ....veeuveeuiereieeieeteeieeteesieeseresseeseeseesseesssesssesnseesseensesnsns 32
3.2.2.3.  LYZADUNCK....cooiiiiiiecie ettt sttt neenes 32
3.2.2.4. Separace KOD (exo—) DNA polymerasy pomoci afinitni chromatografie............. 33
3.2.2.5. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsiranu sodného... 33
3.2.2.6. Purifikace a méfeni koncentrace KOD(exo—) DNA polymerasy ...........cccccvveveenee. 33

3.2.3. Inkorporace modifikovanych nukleotidii metodou prodluZzovani primeru...................... 34
3.2.4. Separace DNA produkti polyakrylamidovou denaturacni elektroforézou...................... 34
3.2.5. Syntéza templatu Pveg z plasmidu metodou polymerasové fetézové reakce .................. 34
3.2.6. Inkorporace modifikovanych dNTPs metodou polymerasové fetézové reakce .............. 35
3.2.7. Separace DNA produktii horizontalni elektroforézou v agarosovém gelu...................... 35
3.2.8. ANALYZA DNA ...ttt ettt bbb e e be e aaessaeenbeenbeenseennes 35



4.

3.2.8.1. Meéfeni molekulové hmotnosti metodou MALDI-TOF a metodou UPLC-MS ...... 36

3.2.8.2.  Urcovani teploty denaturace pfipravenych oligonukleotidil...........c..cccveeveervvennnnee. 36
3.2.8.3.  Urcovani formy DNA metodou cirkularniho dichroismu..........c.coceveninnnnnnenne 36
VYSLEAKY ..ottt ettt ettt st e et e et e e te e s tae s st esebeenbees b e e se e tbeesbeanbeerseenraentaennaenraeans 37
4.1. Syntéza modifikovanych trifoSTatl..........cocveviirciieciieieerece s 37
4.1.1.1.  Charakterizace syntetizovanych nukleosidl a nukleosid trifosfati ...........c........... 37
4.1.1.2. Vytézek syntézy modifikovanych nukleosid trifosfatl.........ccccoveeiriiiiiinienninnnns 42
4.2. Exprese KOD(eX0—) DNA POLYMETIASY ...cevuviruiieiieeieeniieeiieeie et eieesieesitesitesteeeeesieesaeesaeeeas 43
4.3. Inkorporace modifikovanych nukleotidi metodou extenze primeru (PEX) .......cccceeveeenne 45
4.3.1. Inkorporace modifikovanych nukleotidi metodou PEX s templatem o délce 19
10101 [T 15 16 L BSOS 45
4.3.2. Inkorporace modifikovanych nukleotidi metodou PEX s templatem o délce 31
10101 [T 15 16 L BSOS 50
4.4, Inkorporace modifikovanych nukleotidi metodou polymerasové fetézové reakce............. 54
4.4.1.1. Syntéza templatu Pveg pomoci polymerasové fetézové reakce...........cceveereennnnns 54
4.4.1.2. Inkorporace modifikovanych nukleotid metodou PCR s templatem Temp®™..... 55
4.5. ANALYZA DINA ..ottt ettt ettt e sh e sat e et e e te e te e heesaeesateeas 59
4.5.1. Meg¢feni molekulové hmotnosti metodou MALDI-TOF a metodou UPLC-MS............... 59
4.5.2. Studium vlivu modifikace na strukturu DNA metodou cirkularniho dichroismu ........... 62
4.5.3. Studium vlivu modifikaci DNA na teplotu denaturace .........c..ccccceeveeverersieneneenieneene 63
DESKUSE ..ttt et et ettt e st e et e e te et e et e bt e bt e eeteeateenteente e teesaeeeneeen 64
ZLAVET .ttt ettt ettt ettt e h bttt e bt e e e bt e e bt e e e a bt e e bt e e a bt e s bt e e hte e e bt e e hbeesabeeebteeeabeeeates 66
CRLOVANA ITEETALUTA ......ueetieiieieie ettt ettt ettt et e e s beesatesateenteente e st esseesateenseenseenseenseenes 67



Seznam zkratek

6-FAM 6-karboxyfluorescein

A adenin

APS persiran amonny

MeCN acetonitril

bp pary bazi

CD cirkularni dichroismus

C cytosin

DNA deoxyribonukleova kyselina

dGMP 2’-deoxyguanosin monofosfat

dNTP 2’-deoxyribonukleosid trifosfat/y

dACTG smés dATP, dGTP, dCTP, dTTP

dPAGE denaturacni polyakrylamidova gelova elektroforéza

dsDNA dvouvlaknova DNA

E. coli Escherichia coli

ESI elektrosprejova ionizace

eq ekvivalent

exo— bez exonukleasové aktivity

EtsN triethylamin

g gravitaéni zrychleni

G guanin

HFIP 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol

His-tag polyhistidinovéa znacka

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (z angl. High Resolution
Mass Spectrometry)

IPTG isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

LB Lysogeny broth

M,y molekulova hmotnost [Da]
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MALDI-TOF

MS
NIC
NMR
nt
ODs0o
PAGE
PCR
PEX
RNA
RPM
SDS
SDS-PAGE
T
TEAB
TBE
TEMED
Tm
TMAC
TPPTS
TRIS
UPLC

UV-Vis

minuta

laserové ionizace za pfitomnosti matrice s detektorem doby letu
hmotnostni spektrometrie

bunécna kultura pted zahajenim exprese proteinu (z angl. noninduced cells)
nuklearni magneticka rezonance

nukleotid

optickd denzita méfena pii 600 nm

polyakrylamidové gelova elektroforéza

polymerasova fetézova reakce

extenze primeru

ribonukleova kyselina

rotace za minutu (z angl. revolutions per minute)

dodecylsiran sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéza za ptitomnosti dodecylsiranu
sodného
thymin

hydrogenuhli¢itan triethylamonny
tris-borat-EDTA
N,N,N’,N’-tetramethylethylen-1,2-diamin
teplota denaturace

tetramethylammonium chlorid

trisulfonat trifenylfosfinu sodného
tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultra vysoko uc¢inna kapalinové chromatografie

ultrafialovo-viditelna oblast elektromagnetického zareni
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Uvod

Nukleové kyseliny predstavuji klicové biomolekuly, které zajistuji uchovavani, prenos
a expresi genetické informace. Jejich chemickd modifikace umoznuje rozsifeni biologické
funkce o specifické fyzikalné-chemické vlastnosti, coz otevira nové moznosti jejich vyuziti
nejen v oblasti molekularni biologie a biomediciny, ale také v rozvijejici se oblasti molekularni
elektroniky. Jednim z progresivnich smérti tohoto vyzkumu je zavadéni elektron-donorovych
a elektron-akceptorovych substituentii na nukleobaze DNA. Tyto modifikace mohou
ovlivitovat Sifeni naboje v molekule DNA, stabilitu dvousroubovicové struktury i interakce
jednotlivych para bazi.

Zatimco klasicka chemicka syntéza modifikovanych nukleotidd je Casto limitovdna nizkym
vytézkem a nekompatibilitou s urCitymi typy modifikaci (zejména v piipadé vétSich
substituentl nebo delSich sekvenci), enzymovéa syntéza poskytuje efektivni a flexibilni
alternativu. Umoziiuje selektivni inkorporaci modifikovanych 2'-deoxyribonukleosid trifosfat
(ANTP) do DNA fetézce pomoci termostabilnich DNA polymeras, a to za podminek blizkych
fyziologickym. Pro charakterizaci vzniklych modifikovanych DNA struktur jsou nezbytné
pokrocilé analytické techniky, jako je spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD), ktera
umoznuje sledovat zmény sekundarni struktury DNA, nuklearni magnetickéa rezonance (NMR)
pro detailni analyzu strukturnich interakci. Déle se vyuZivaji metody hmotnostni spektrometrie
(MS) ke stanoveni pfesné molekulové hmotnosti syntetizovanych oligomerii a fluorescencni
spektroskopie pro studium dynamiky interakci modifikovanych DNA sekvenci s jinymi

biomolekulami.

Cilem této prace bylo syntetizovat 2'-deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci specifické
modifikace (dCPO*TP a dA*TP), exprimovat termostabilni KOD(exo—) DNA polymerasu
z bunek Escherichia coli BL21-Al a studovat schopnost této polymerasy, spolecné s dal§imi
vybranymi enzymy, inkorporovat tyto modifikované nukleotidy metodami prodluzovani
primeru (PEX) a polymerasové fetézové reakce (PCR). Nasledné pak analyzovat biochemické
a biofyzikalni vlastnosti vzniklych DNA produktl, véetn€ vlivu zavedenych modifikaci na

jejich strukturu a teplotu denaturace.
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1. Teoreticka Cast

1.1. Historie

Prvni DNA byla izolovana Svycarskym chemikem Friedrichem Miescherem, ten z hnisu
obvazl svych pacientii extrahoval latku ,,nuklein®, nicméné role této latky byla objevena az
pozdéji. Velmi vyznamnym pokrokem na poli studia DNA byl objev jeji dvousroubovicové
struktury, tento objev ucinili v roce 1953 biologové Francis Crick a James Watson. Vysvétlili
parovani bazi na zaklad¢ komplementarity a popsali zplisob pienosu genetické informace. Crick
nasledné¢ popsal centrdlni dogma molekuldrni biologie, které popisuje pienos genetické

informace od DNA pies RNA az k proteintim [1].

1.2. Stavba DNA

Molekula DNA je dlouhy polymer tvofen jednotkami nukleotidd, ty jsou tvoreny vzdy tfemi
slozkami: kyselinou fosforecnou, péti uhlikatym monosacharidem 2’deoxyribosou a dusikatou
bazi [2]. Kyselina fosfore¢na a 2’-deoxyribosa tvoii kostru DNA a diky kovalentnim vazbam
drzi dlouhy fetézec pohromadé [3]. DNA obsahuje ctyti typy dusikatych bazi. Mezi purinové
patfi adenin a guanin, zatimco cytosin a thymin se fadi mezi pyrimidinové baze (obrazek €. 1).
Dusikaté baze se spojuji vodikovymi mustky na zaklad¢€ principu komplementarity. Guanin se

vaze na cytosin ttemi vodikovymi mustky, zatimco adenin se spojuje s thyminem dvéma [2].

Primarni struktura DNA

o ' N
guanin

N &
Q . cytosin

Ikonec

Obrdzek 1: Primdrni struktura DNA. Upraveno, obrdzek dostupny z [4] Jednotlivé nukleotidy jsou spojené
fosfodiesterovou vazbou, kterd vznikd mezi fosfatovou skupinou navdzanou na 5. uhliku pentdzy jednoho nukleotidu

a hydroxylovou skupinou na 3. uhliku pentdzy ndsledujiciho nukleotidu.
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Komplementarita bazi - DNA

5'-konec N—HO . 3'-konec
/ N\
— >— ] 4
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cytosin guanin HLL—0=F=0
0
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O0=P—0—CH _N N-— i sessees Q CH, |
2 = / 3
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4 e
OH h W N /i \“
o g\\ /N ............. H—N\ )
Q N— »—N
\—/ o !
OH adenin thymin  “Nge” ?H
0—P=0
v i
3'-konec 5'-konec

Obrdzek 2: Komplementarita bdzi. Upraveno, obrdzek dostupny z [4]. Retézec DNA md dva konce — na jednom se nachdzi
hydroxylovd skupina (-OH) na 3. uhliku cukru (oznacovany jako 3'konec) a na druhém je fosfdtovd skupina pripojend
k 5. uhliku cukru (tzv. 5' konec). Jednotlivé nukleotidy jsou mezi sebou propojeny vodikovymi mistky. Adenin se pdruje

s tyminem pomoci dvou vodikovych vazeb a guanin s cytosinem pomoci trech.

DNA je charakteristickd svou dvousroubovicovou strukturou (nazyvanou také jako double
helix) slozenou ze dvou antiparalelnich fetézcii (obrazek €. 2). Smér fetézce je urcen podle
orientace fosfatové skupiny, ta je vZdy pfipojena na 5' konec, naopak na 3' konci je pfipojena
volna hydroxylova skupina. Antiparalelni uspofaddni znamena, Ze jeden fetézec bézi smérem
5'— 3' zatimco druhy fetézec bézi opacné 3' — 5'. Tato antiparalelni orientace umoziuje

spravnou replikaci a ¢teni genetické informace. Jednotlivé fetézce jsou vzdjemné spojeny

vodikovymi vazbami mezi nukleotidy [1] [2].

DNA miiZe existovat v riznych strukturdlnich forméch v zéavislosti na podminkéach prostredi
a sekvenci nukleotidd. U vSech forem DNA plati, Zze patei tvofi cukr-fosfatova kostra

a sekundarni struktura drzi pohromad¢ diky vodikovym vazbam.

Nejbéznéjsi formou, kterou nalezneme v Zivych buiikdch je B forma DNA (obréazek €. 3), jedna
se o pravotocivou dvousSroubovici, kterd obsahuje 10 paru bazi na jednu otacku s délkou 3,4 nm.
Kazdy par bazi vytvaii specifické asymetrické prostorové uspotadani SirSiho velkého a uzsiho
malého zlabku. Velky Zldbek je schopen specificky interagovat s proteiny, maly Zzlabek
interaguje s proteiny nespecificky a podili se na stabilizaci struktury DNA [3].
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Dalsi, 1 kdyz za fyziologickych podminek méné Castou formou DNA, je A forma. Tato forma
pravotocivé dvousroubovice se Castéji vyskytuje v prostiedi s nizsi vlhkosti. Oproti B form¢ je
Sir$i a krat$i s 11 pary bazi na jednu otacku a délkou 2,3 nm [5].

Forma Z je levotociva dvousroubovice. Tato DNA ma specifické zigzag uspotradani patetre, coz
z vyse zminénych forem. Na jednu otacku pfipada 12 part bazi a délka otacky Cini 4,6 nm.
Z forma DNA se vyskytuje ziidka, zejména ve stfidajicich se purin-pyrimidinovych pérech, pfi
ur¢itych iontovych koncentracich nebo se objevuje pfi riiznych bunécnych procesech (napf.

transkripce, regulace exprese gentl) [6]

A forma DNA B forma DNA Z forma DNA

Obrdzek 3: Formy DNA, dostupné z [7] pravotocivda A forma (vievo), pravotocivd B forma (uprostred), levotociva Z forma

(vpravo)

Mezi dalsi velmi vzacné formy DNA patii pravoto¢iva C forma, ktera vznikd pfti specifické
vlhkosti a v piitomnosti Li* a Mg?* iontfl, dale pak D forma, které se vyskytuje v piipadé nizké

koncentrace guaninu [5].

1.3. DNA polymerasy

Replikace DNA je zakladni biologicky proces, pii kterém butika vytvarti piesnou kopii své DNA
pted délenim, aby zajistila pfedani genetické informace dcetfinym buiikam. Tento proces zacina
rozpletenim dvouSroubovice pomoci enzymu helikasy, ktery rozrusi vodikové vazby mezi
dusikatymi bazemi. Na uvolnénych vldknech pot¢ DNA polymerasy syntetizuji nova

komplementarni vlakna pfipojovanim vhodnych nukleotidl podle principu parovani bazi (A-T,
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C-G). DNA polymerasy nejen zajistuji rast novych fetézcl, ale také opravuji chyby, ¢imz

prispivaji k vysoké presnosti replikace [8] [9].

V 60. letech byla poprvé objevena DNA polymerasa v lyzatech E. coli. Tento objev poskytl
biochemicky zaklad pro model replikace DNA, ktery vytvorili Watson a Crick. Pozdéji bylo
zjisténo, Ze identifikovanda DNA polymerasa, dnes zndma jako DNA polymerasa I, neni
hlavnim enzymem odpovédnym za replikaci DNA v E. coli. Ukazalo se, ze prokaryotické
i eukaryotické bunky obsahuji nékolik rtiznych DNA polymeras, které maji specifické ukoly
v replikaci a opravé DNA. Dalsi typy DNA polymeras byly objeveny diky experimentu
s mutantni E. coli, kterd neobsahovala DNA polymerasu I, ukédzalo se, ze i tento mutant byl
schopen rustu. To vedlo ke zjisténi, ze DNA polymerasa I neni nutnd pro replikaci, ale
vyznamng¢ se podili na opravé DNA. Diky dal$im experimentiim s E. coli byly objeveny i dalsi

typy DNA polymeras [10].

Na zdklad€ sekvence aminokyselin 1ze DNA polymerasy rozdélit do nékolika skupin: A, B, C,
X, Y a RT. Skupina A se dale déli podle replikativni nebo opravné funkce. Replikativni DNA
polymerasy syntetizuji novou DNA na zakladé¢ komplementarity bazi k templatu a opravné
polymerasy kontroluji nové nasyntetizovana vlakna a opravuji ptipadné chyby v parovani bazi
diky své 3' — 5'1 5' — 3' exonukleasové aktivité. Mezi DNA polymerasy zajiStujici replikaci
DNA skupiny A patii eukaryoticka mitochondridlni DNA polymerasay a T7 DNA polymerasa.
Mezi ty s opravnou funkci patii DNA polymerasa [ z E. coli a Bst DNA polymerasa I z Bacillus
stearothermophilus [11] [12].

DNA polymerasy skupiny B jsou velmi pfesné v syntéze vedouciho i opozd’ujiciho vldkna
DNA a také velmi Gc¢inn€ opravuji chyby diky 3'—5' exonukleasové aktivité, fadi se mezi né
E. coli DNA polymerasa II, Pfu DNA polymerasa izolovana z Pyrococcus furiosus [12].

Skupina C zahrnuje DNA polymerasy podilejici se na replikaci bakteridlniho genomu.

Ptikladem je DNA polymerasa III z E.coli.

Na opravé DNA po chemickém, oxidativnim nebo radiaénim poSkozeni se podileji DNA
polymerasy patiici do skupiny X, piikladem jsou pol B, pol p, pol A.
Rodina RT zahrnuje eukaryotické telomerasy a reverzni transkriptazy nalezené ve virech, které

vyuzivaji RNA jako templat pro syntézu fetézce DNA [13].

DNA polymerasy jsou komplexni enzymy s n¢kolika podjednotkami, které se komplexné podili
na replikaci. Jejich funkci je inkorporace volného nukleotidu na zdkladé komplementarity

dusikatych bazi. Pied samotnym zacatkem syntézy nového DNA je zapotiebi primer. Kratky
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usek RNA, ktery poskytuje volny 3' hydroxylovy konec, na ktery miize DNA polymerasa
navazat prvni nukleotid. Syntéza probihd vzdy ve sméru 5' — 3', coZ znamena, Zze nové

nukleotidy se pfipojuji k 3' hydroxylové skupiné rostouciho fetézce [14].

Exonukleasova aktivita DNA polymerasy umoziiuje opravu chyb pfi syntéze DNA. Polymerasy

mohou mit dva typy exonukledzové aktivity: 5' — 3" a 3'—>5' [15].

3'—5' exonukleasova aktivita (zndma jako proofreading) je schopna odstranit chybny
nukleotid, ktery je omylem piidan polymerasou na 3'- OH konec nové syntetizovaného fetézce.
Tento chybny nukleotid obvykle neni komplementarni k templatové bazi, a proto nevytvari
spravné vodikové vazby, coz vede k jeho detekci a naslednému odstranéni. DNA polymerasa
ma také specifickou 5' — 3' exonukleasovou aktivitu, kterd je velmi dilezitd v opravé DNA.
Tato aktivita umoziuje postupné odstraiiovani nukleotid z 5’ konce a je vyuzivana zejména

k odstranéni ribonukleotidovych primer béhem replikace DNA [16].

1.3.1. KOD DNA polymerasa

KOD DNA polymerasa mé ve srovnani s jinymi DNA polymerasami niz$i chybovost, coz je
dilezité pro aplikace vyZzadujici vysokou piesnost replikace. Pochdzi z hypertermofilniho
archea Thermococcus kodakaraensis a tadi se do archeédlni skupiny B DNA polymeras [17]. Je
stabilni pfi vysokych teplotach, coZ umoznuje jeji vyuziti pii amplifikaci DNA s vysokym
obsahem nukleotidii G a C, jeji vyssi rychlost prodluZovani fetézce umoziuje efektivnéjsi
amplifikaci [18]. Pro specifické aplikace byly vyvinuty dal§i varianty této DNA polymerasy,
jednou z nich je KOD(exo—) DNA polymerasa. Absence 3'—5' exonukleasové aktivity zvySuje
jeji citlivost a efektivitu i pii nizSich koncentracich enzymu [19]. Optimalizovanou smési dvou
pfedchozich DNA polymeras je KOD XL DNA polymeras [20], kterd je tolerantni

k modifikovanym nukleotidim pii enzymové syntéze.

V experimentech s modifikovanou DNA se také Casto vyuzivd Vent DNA polymerasa. Ta je
izolovéana z termofilniho archea Thermococcus litoralis a také patii do archedlni B skupiny
DNA polymeras [21]. T u této DNA polymerasy existuje varianta bez 3'—5' exonukleasové

aktivity, kterd je vhodné&jsi pro syntézu modifikované DNA pomoci metody PCR [22].

1.4. Syntéza DNA
Existuji dva zplisoby syntézy DNA, chemickd a enzymova. Chemickd syntéza DNA probiha

postupnym piipojovanim jednotlivych nukleotidi ve sméru 3’ — 5'. Proces zacina ukotvenim
prvniho nukleotidu na pevny nosic, ke kterému se ptidavaji fosforamiditové monomery. Kazdy

cyklus syntézy zahrnuje Ctyfi kroky: odstranéni chranici skupiny (deprotekce), spojovani
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nukleotidl (coupling), zakon¢eni netispéSnych fetézcti (capping) a stabilizaci fosfatové vazby
oxidaci. Po dokonceni syntézy se DNA uvolni z nosice a odstrani se zbyvajici chranici skupiny,
¢imz vznikne findlni oligonukleotidova sekvence. Chemicka syntéza neni vhodna pro syntézu

dlouhych oligonukleotidu a také casto neni kompatibilni s modifikacemi [23].

Druhou variantou syntézy je enzymova syntéza, ktera probiha ve sméru 5’ — 3" a vyuziva DNA
polymeras pro inkorporaci pfirozenych nebo piipadné modifikovanych 2'-deoxynukleosid
trifosfatti do rostouciho fetézce DNA. Existuji dva hlavni typy enzymové syntézy: metoda
prodluzovani primeru (PEX) a polymerasova fetézova reakce (PCR). Vychozim bodem syntézy
je primer, kratky usek DNA, obvykle dlouhy 15-25 nukleotidii. Ten je postupné prodluZovan
zaclenovanim dNTPs dle komplementarity k templatu [24] [25].

Mnoho DNA polymeras bylo testovano na pouziti pfi enzymové syntéze modifikovanych
nukleotid. Jako nejvhodnéjsi se ukézaly byt termostabilni DNA polymerasy bez 3'—5'
exonukleasové aktivity, napiiklad KOD XL nebo Vent(exo—).

1.4.1. PEX

Zakladni a nejjednodussi metodou enzymové syntézy je metoda prodluZovani primeru (PEX).
Pti této metodé€ je vyuzivan templat a k nému komplementarni primer. Kvili vizualizaci pti
vyhodnocovani vysledkli musi byt primer na 5’ konci oznacen, bud’ fluorescenéné nebo
radioaktivné. DNA polymerasa inkorporuje 2'-deoxyribonukleotid na zdklad¢ komplementarity
(viz obrazek ¢. 4). Touto metodou je mozné ptipravit i DNA s modifikovanymi nukleotidy.
Pokud je jeden z ptirozenych dANTP (dATP, dGTP, dCTP a TTP) nahrazen modifikovanym
nukleotidem, kazda nukleobaze v nové syntetizovaném fetézci ponese danou modifikaci.
Vyhodnoceni PEX metody probiha pomoci gelové elektroforézy, ta prokaZe za pouziti pozitivni
kontroly (pouze ptirozené dNTP), negativni kontroly (absence konkrétniho pfirozeného,
pfipadné modifikovaného dNTP), Ze doslo ke spravné inkorporaci modifikovaného nukleotidu

[26].
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Obrdzek 4. Metoda PEX, za pouziti DNA polymerasy dochdzi k pripojovdni prirozenych dNTPs podle komplementarity

primeru k templdtu. Obrdzek vytvoren v programu Biorender.
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1.4.2. PCR

Polymerasova tetézova reakce (PCR) byla poprvé pouzita americkym chemikem K. B.
Mullisem. Tento objev vedl k vyraznému pokroku v mnoha odvétvich [27]. Touto metodou 1ze
vytvofit mnoho kopii zjednoho puvodniho vldkna DNA, to lze vyuzit v diagnostice,
monitorovani onemocnéni i béhem védeckého vyzkumu [28]. Kazdy cyklus PCR je slozen ze
tii krokli — denaturace, navazani primeru (annealing) a elongace. Cyklus téchto tii krokl se
opakuje 25-50%. Béhem jednotlivych cykll dochazi k exponencialnimu navySovani mnozstvi

vzorku DNA (obrazek €. 5).

Prvnim krokem PCR je denaturace, kdy dojde pomoci vysoké teploty (95 °C) k rozvolnéni
vodikovych vazeb mezi bazemi komplementarnich nukleotidi, a tim k rozvolnéni DNA
fetézch. V dalsim kroku je reakéni smés ochlazena na teplotu kolem 60 °C a dochézi k nasedani
primert na specifickou sekvenci templatové DNA. Poslednim krokem cyklu je elongace, kdy
dochézi k ptipojovani volnych nukleotidi termostabilni DNA polymerasou a syntetizuje se

nové vlakno. Tato syntéza probiha pfi teploté kolem 72 °C [29].

PCR metoda probiha v termocykleru, ten umoznuje stiidani teplot v pfesn¢ danych ¢asovych
intervalech. K detekci se vyuziva elektroforéza v agarovém gelu s obarvenim pomoci
interkala¢niho roztoku (napf. ethidium bromidu) a nasledna vizualizace v UV svétle [30]. Kvali
opakovanym zménam teplot se pro metodu PCR pouzivaji termostabilni DNA polymerasy

napiiklad Taq polymerasa [31] nebo Vent DNA polymerasa.

Metodou PCR lze také syntetizovat vlakno s modifikovanymi nukleotidy. K amplifikaci DNA
se jako substraty vyuzivaji 2'-deoxyribonukleotidy, které jsou béhem syntézy inkorporovany
do nové vznikajiciho fetézce a v nasledujicich cyklech slouzi jako templat pro dalsi syntézu.
Ptitomnost modifikovanych nukleotidii vSak miize komplikovat proces Cteni templatu, coz
klade zvySené naroky na vybér vhodné DNA polymerasy. Pro amplifikaci modifikované DNA
se proto doporucuje volba DNA polymeras s vyssi toleranci k témto Upravam, nebot’ bézné
pouzivana Taq polymerasa je viici chemickym modifikacim zna¢né€ senzitivni a jeji i€innost je
tim vyrazné omezena. Mezi nej€astéji pouzivané DNA polymerasy pii tomto procesu patii

KOD XL a Vent(exo—) DNA polymerasy.

Pro zvySeni G¢innosti a specifity amplifikace zejména modifikované DNA se mohou do PCR
reak¢ni smési piidavat aditiva. Nékteré aditiva pomahaji snizovat tvorbu sekundarnich struktur
v templatové DNA, coz zvySuje dostupnost templatu pro polymerasu a tim zlepSuje amplifikaci

cilové DNA. To je zvlasté uzite¢né pii amplifikaci oblasti bohatych na GC pary. Ptikladem
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takovych aditiv je betain nebo DMSO. Jina aditiva mohou omezit nespecifické vazby primert,
¢imz snizuji amplifikaci nespecifickych produktti a zvysuji specificitu PCR. Formamid se vaze
do velkého a malého zldbku DNA, destabilizuje dvousroubovici DNA a snizuje teplotu tani
DNA, coz umoziiuje pouziti nizsi teploty pro nasedani primert. [32]. Pfidanim TMAC do PCR
reakce dochazi ke zvyseni specifity amplifikace a snizuje tvorbu nespecifickych produkta [33].
Pii pouziti aditiv do PCR reakci je nutnd jejich optimalizace koncentrace pro konkrétni

aplikace.
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Obrdzek 5: Jednotlivé kroky PCR. Primery jsou na 5 konci oznaceny fluorescencni znackou, primy primer FAM a reverzni

Cyb. Obrdzek vytvoren v programu Biorender.

1.5. Syntéza modifikovanych nukleosid trifosfati
Yoshikawlv postup, vyvinuty v roce 1967, je jednou z prvnich a nejrozsifenéjsSich metod
syntézy nukleosid 5'-trifosfatt (NTP) (obrazek €. 6). Tato metoda umoziuje efektivni ptipojeni

trifosfatové skupiny na 5'-hydroxylovy konec nukleosidu. Tato reakce zahrnuje tfi kroky.
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Nukleosid se nejprve pievede na svij 2',3'-O-isopropylidenovy derivat, ¢imz se ochrani
hydroxylové skupiny na pozicich 2' a 3' a zvysi se selektivita fosforylace na pozici 5'. Je
pfipravena reakéni smés chloridu fosforylu (POCls) a bezvodého trialkylfosfatu (napf.
trimethyl- nebo triethylfosfatu), ktery slouzi jako rozpoustédlo a zaroven katalyzuje reakci.
Fosforodichloridat se hydrolyzuje vodou, ¢imz se nahradi chlorové skupiny hydroxylem
a vznikd 5'-fosfat. Isopropylidenova chranici skupina se nasledné odstrani zahfatim reakéni

smési na cca 70 °C, ¢imz vznika Cisty 5'-nukleotid [34].
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Obrdzek 6: Fosforylace modifikovanych nukleotidil dle Yoshikawa, obrdzek dostupny z [35]. Pismeno N znaci jednu
z nukleobazi (A, C, T, G), pismeno R znaci vodik nebo modifikaci.

K modifikaci ANTP se béZné vyuZzivaji dva piistupy organické syntézy (obrazek €.7). Prvni
moznosti je funkéni skupinu nejprve piipojit k jodovanému nukleosidu (dN') pomoci vhodné
cross-coupling reakce (napt. Sonogashira) a nasledné pak probiha trifosforylacni reakce nebo
opacnym piistupem, kdy se modifikace pfimo navaze na jodovany 2'-deoxyribonukleosid
trifosfat (AN'TP). Vybér mezi témito metodami zavisi na povaze pozadované modifikace a

stabilité trifosfatové skupiny za danych reakcnich podminek [36].
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Obrdzek 7: Dva pristupy organické syntézy modifikovanych nukleosid trifosfati. Obrdzek vytvoren v programu
ChemDraw.
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Modifikace jsou nejcastéji vazany do polohy 5 u pyrimidinu a do polohy 7 u 7-deazapurinovych
bazi. 7-deazapurinové baze se od purinu lisi chybé&jicim atomem dusiku v pozici 7. Jsou
pouzivany z divodu vyssi stability. Modifikace v téchto polohach byvaji tolerovany DNA
polymerasami a nenaruSuji komplementaritu bazi. Jsou sméfovany do velkého zlabku
a zachovavaji B formu DNA [37]. Oproti tomu modifikace v poloze 8 se opakovanym
testovanim ukézaly jako méné vhodné, dochazi ke sterickému branéni, proto jsou tyto polohy
vyuzivany pouze pro malé substituenty, naptiklad brom nebo methyl [38]. VétSina modifikaci
mirn¢ destabilizuje strukturu a v diisledku toho dochazi ke snizeni teploty denaturace, piesto
byly nalezeny modifikace (hlavn¢ 7-alkynyl-7-deazapuriny), které naopak strukturu DNA

stabilizuji a teplota denaturace se zvySuje [37].

Cross-coupling reakce, zejména Suzuki-Miyaura a Sonogashira, pfedstavuji zasadni metody
pro chemickou modifikaci nukleobdzi. Jedna se o palladiem katalyzované procesy, které
umoziuji vytvafeni novych vazeb mezi uhlikovymi atomy — konkrétné¢ mezi halogenovanymi

nukleosidovymi substraty a riznymi organickymi slou¢eninami [39].

Suzuki-Miyaura cross-coupling reakce umoznuje spojeni halogenovanych nukleosidl s aryl
nebo vinylboronovymi kyselinami za vzniku modifikovanych nukleosida [40]. Sonogashira
cross-coupling reakce zahrnuje reakci halogenovanych nukleosidi s terminalnimi alkyny za

vzniku alkylynovych derivata [41].

Ob¢ tyto metody byly Uspésné aplikovany na modifikaci nukleotidii, coz umoznilo jejich

nasledné zaclenéni do DNA pomoci enzymovych reakci, jako je PEX nebo PCR.

1.6. DNA modifikace na nukleovych bazich

Modifikované baze v nukleovych kyselinach, at uz v DNA nebo RNA, jsou intenzivné
zkoumény pro své Siroké vyuziti v diagnostice, medicinalni chemii, chemické biologii

a materidlovém inzenyrstvi [26].

Diilezitym epigenetickym mechanismem, ktery hraje klicovou roli v regulaci genové exprese
je methylace DNA. U savcil tento proces zahrnuje pfidani methylové skupiny (-CH3) na 5. uhlik
cytosinového nukleotidu, ¢imz vznika 5-methylcytosin. Tato modifikace miize ovlivnit aktivitu
gend hned nékolika zptsoby. MlzZe naptiklad pfitahovat proteiny, které potlacuji expresi gent

€1 branit vazbé transkripénich faktori na DNA [42].

21



Deaminaci adenosinu vznika inosin, ktery je bézné ptitomen v transferové RNA, kde umoziuje
parovani nesplnujici podminky Watson-Crickovského parovani bazi s nékolika kodony, ¢imz

zvysuje flexibilitu pii translaci genetického kodu [43].

Mezi  vyznamné latky  piipravené modifikaci nukleotidi  patii  gemcitabin
(27,2 difluordeoxycytidin, dFdC), analog pyrimidinového nukleosidu deoxycytidinu, od které
ho se odliSuje dvéma atomy fluoru (misto dvou atomti vodiku) v poloze 2' cukru. Gemcitabin
je cytostatikum pouzivané v chemoterapii. Po zaclenéni do DNA zpiisobuje zastaveni syntézy

DNA a néasledné apoptézu nadorovych bunck [44].

Tenofovir disoproxil fumaréat (TDF) je acyklicky nukleotidovy analog adenosinmonofostatu,

ktery se pouziva v kombinaci s jinymi antiretrovirovymi latkami k 1é¢b¢ infekce HIV-1 [45].

1.7. Metody analyzy DNA

Pro zkoumani struktury DNA se vyuzivéa nékolik analytickych metod, které poskytuji detailni
informace o jeji konformaci a stabilité. Mezi tyto metody patii napiiklad rentgenova
krystalografie, cirkuldrni dichroismus (CD), fluorescenéni spektroskopie, hmotnostni

spektrometrie (MS), méfeni teploty denaturace a nuklearni magneticka rezonance (NMR).

Hmotnostni spektrometrie (MS) je klicovou analytickou technikou pro studium struktury
a vlastnosti DNA. Mezi jeji varianty patii zejména MALDI-TOF a UPLC-MS, které umoziuji
detailni analyzu nukleovych kyselin. Metoda MALDI-TOF vyuziva laserové zafeni k ionizaci
biomolekul, které jsou krystalizovany v matrici organickych kyselin. Ionizované molekuly jsou
nasledné urychleny elektrickym polem a separovany podle poméru hmotnosti k naboji (m/z)
v analyzatoru Casu letu (TOF) [46]. Ultra vykonna kapalinovd chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS) je analytickd technika, kterd kombinuje vysokou
ucinnost separace kapalinové chromatografie s citlivosti a specificitou hmotnostni

spektrometrie [47].

Dalsi moznosti pro studium struktury DNA je technika, ktera sleduje zmény v absorpci UV
svétla pti zvySovani teploty, coz umoznuje urcit teplotu denaturace (Tm) DNA. Touto metodou
je mozné méfit, jak ovlivituje teplotu denaturace DNA pfitomnost ligandu, ktery je navazan na

nukleobaze [48].

Cirkularni dichroismus (CD) je spektroskopicka metoda ¢asto vyuzivana k analyze chirdlnich
biomolekul, ptfedevS§im proteini a nukleovych kyselin. CD méfi rozdilnou absorpci
levoto¢ivého a pravotoc¢ivého kruhové polarizovaného svétla, coz poskytuje naptiklad

informace o sekundarni struktufe proteinti [49]. Krom¢ proteinti se metoda CD pouziva také
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k analyze DNA a RNA, pficemz muize poskytnout informace o pfitomnosti riznych
konformacnich forem, jako jsou B-DNA, A-DNA nebo Z-DNA [50]. Jednotlivé nukleotidy
v DNA tvorici glykosidické vazby s 2°-deoxyribosou jsou chiralni, to zptisobuje, ze pro kazdou

formu DNA je specifické spektrum [51].

1.8. Bunécna linie Escherichia coli BL21-Al

E. coli je jednobunécny mikroorganismus, ktery je pro lidské oko neviditelny. Své jméno
ziskala podle némeckého pediatra Theodora Eschericha, jenz ji poprvé identifikoval v roce
1885. Slovo coli odkazuje na jeji prirozené prostiedi, kterym je tlusté sttevo. VétSina kmeni
E. coli Zije neskodné v travicim traktu lidi i zvitat, kde se podili na traveni a ochrané¢ pied

Skodlivymi mikroby.

Existuje mnoho riznych kmenl E. coli, které se od sebe lisi specifickymi povrchovymi
markery. Nejznaméjsi kmeny E. coli jsou bohuzel ty, které zpisobuji onemocnéni. Piestoze
nékteré kmeny E. coli zpsobuji onemocnéni, vétSina z nich ¢lovéku nijak neskodi, n€které jsou
dokonce prospésné. Kromé pozitivni role ve stievni mikroflotfe se tato bakterie hojné vyuziva

ve védeckém vyzkumu, kde pomohla objasnit zékladni biologické procesy [52].

Od kmene E. coli B byl geneticky modifikovan kmen Escherichia coli BL21-Al, ktery je hojné
vyuZivan v laboratofi. Byl navrZen pro uc¢innou expresi rekombinantnich proteind, zejména
téch, které mohou byt toxické pro hostitelskou buitku [53]. Kli¢ovou vlastnosti tohoto kmene
je absence proteaz Lon a OmpT, které by mohly degradovat exprimované proteiny. Tato
absence =zajiStuje stabilitu a integritu produkovanych proteini. U kmene BL21-Al
zprostiedkovava expresi gentl, a nasledné proteinti, chromozomalné kédovana bakteriofagova
T7 RNA polymerasa. Ta je regulovana promotorem Pgap [54], ktery po pfidani L-arabinosy do
kultiva¢niho média indukuje expresi [55]. Pfitomnost isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosidu
(IPTG) indukuje gen pro T7 RNA polymerasu [56]. Naopak 1% roztok glukosy potlacuje
expresi T7 RNA polymerasy. Dochézi ke snizeni hladiny cyklického ATP, coz vede k nizsi

aktivité araBAD promoteru a tim i k niz8i expresi T7 RNA polymerasy a cilovych gend.
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2. Cile prace

Syntéza 2‘-deoxyribonukleosid trifosfatl nesouci benzodioxolovou nebo difluorfenylovou

modifikaci (dCPO*TP a dA*TP)
Exprese KOD(exo—) DNA polymerasy z bun¢k E. coli BL21-Al

Studium aktivity vybranych termostabilnich DNA polymeras pfi enzymové syntéze DNA
metodou PEX a PCR s vyuzitim modifikovanych dNR®TPs

Analyza DNA s modifikovanymi nukleobazemi metodami CD, MS a testovani vlivu

pritomné modifikace na nukleobézi na teplotu denaturace DNA
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3. Material a metody

3.1. Material
3.1.1. Oligonukleotidy

Nazev Sekvence (5" = 3) Délka (nt)
Prim'-FAM® CATGGGCGGCATGGG 15
Prim"ORPree? TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG 25

Primer  POM O FAM® TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG 25
REVPves? GGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAG 26
Prim®VP2CysY GGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAG 26

Oligol CCCGCCCATGCCGCCCATG 19

Temp CCCTCCCATGCCGCCCATG 19

Temp®'ON CTAGCATGAGCTCAGTCCCATGCCGCC
CATG
TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAA
GTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTAT
TATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGC

Templat GTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAAT
TCTATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTA

Temp®es CAATAAATGTGTCTAAGCTTGGGTCCCAC
CTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAA
CGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTC
TCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGG
CATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAA
AGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTITGTTT
GTCGGTGAACGCTCTCC

Pozn.: ¥ fluorescenéni znacka 6-karboxyfluorescein (6-FAM) navéazana na 5’ konci (obrazek

Prim

Temp

OligolA

339

&. 8), Y fluorescenéni znacka Cyanine5 (Cy5) navézana na 5 konci, podtrzené useky oznaluji
odpovidajici ¢asti sekvence primerti a templatu (obrazek ¢&. 9); Temp®*“¢ byl v ramci bakalaiské
prace izolovan z plasmidu, ktery byl laskavym darkem doc. Mgr. Libora Krasného Ph.D.
(MBU AV CR), ostatni oligonukleotidy byly zakoupeny od firmy Generi Biotech.

HO ] 8] I CH
(8]
8]
HH

Obrdzek 8: Struktura 6-karboxyfluoresceinu (6 - FAM) dostupnd z [57].
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Obrdzek 9: Struktura Cyanineb (Cy5) dostupnd z [58].

3.1.2. Nukleosid trifosfaty
— Ptirozené trifosfaty (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), New England Biolabs

— 2‘-Deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci modifikaci (dCOM°TP, dCP*TP, dAFTP,
dA?FTP), syntetizovano v laboratofi prof. M. Hocka

3.1.3. Chemikalie

— Agarosa, Serva

— Arabinosa, Sigma Aldrich

— APS, Sigma Aldrich

— Acetonitril, VWR Chemicals
— Betain, Sigma Aldrich

— Denaturacni 25% koncentrat (Rotiphorese Sequenziergel-Konzentrat 25 %, akrylamid

a mehylenbisakrylamid v poméru 19:1, 50% mocovina), Carl Roth
— DMSO, Eurisotop
— D0, Eurisotop
— DOWEX, Sigma Aldrich
— Glukosa, Serva
— Formamid, Sigma Aldrich
— HCI, Sigma Aldrich
— Glycerol, Thermo Fisher Scientific
— Triton-X-100, Sigma Aldrich
— Kanamycin, Sigma Aldrich

— Imidazol, Sigma Aldrich
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Isobutanol, Sigma Aldrich

IPTG, Sigma Aldrich

KOD(exo—) DNA polymerasa, pfipraveno v laboratofi prof. M. Hocka
KOD DNA polymerasa, Novagen

KOD XL DNA polymerasa, Novagen

SDS, Sigma Aldrich

Standard na SDS elektroforézu: Color protein standard 10-250 kDa, New England
Biolabs

100 bp DNA Ladder, Invitrogen

Vent(exo—) DNA polymerasa, New England Biolabs
Vent DNA polymerasa, New England Biolabs
TEMED, Sigma Aldrich

TEAB, pfipraven v laboratofi prof. M. Hocka
TRIS-base, Sigma Aldrich

TMAC, Sigma Aldrich

Triton-X-100, Sigma Aldrich

dA!, ptipraveno v laboratofi prof. M. Hocka dle [59]
dC", Fluorochem

5-ethynylbenzo-1,3-dioxol (DOx), Fluorochem
4-ethynyl-1,2-difluorbenzen (2F), Sigma Aldrich
Pd(OAc),, Fluorochem

Cul, Fluorochem

TPPTS, Fluorochem

EtsN, VWR Chemicals

POCIs, Fluorochem

PO(OMe)3, Fluorochem
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(NH(Bu3))>H2P>07, Fluorochem
NaCl, Lachner

DMF, Sigma Aldrich

DMSO, Eurisotop

Silikagel, Sigma Aldrich

3.1.4. Biologicky material

Buné&éna linie: BL21-AI™ One Shot™ chemicky kompetentni E. coli, Thermo Fisher

Scientific

Plasmid — 5080 bp, z Bacillus subtilis Pveg konstitutivni promotorovy usek, klonovan

mezi EcoRI a HindIII, doc. Mgr. Libor Krasny Ph.D. dle [60]

3.1.5. Roztoky

Pufr na horizontalni elektroforézu: 0,5x TBE
Pufr na PAGE: 1x TBE
Pufr na SDS elektroforézu: 1x TRIS-glycin

Stop solution (95% formamid; 0,5mM EDTA; 0,025% bromfenolovd modi; 0,025%
xylencyanolova modi; 0,025% SDS)

SDS-PAGE loading dye (4% SDS; 20% glycerol; 200mM DTT; 0,01% bromfenolova
modf; 0,1M TRIS-HCI, pH 6,8)

10% separacni gel (30% bisakrylamid; 1M TRIS-HCI, pH = 8.8; 20% SDS; 10% APS;
TEMED; H,0)

5% zaosttovaci gel (30% bisakrylamid; 1M TRIS-HCI, pH = 6.8; 20% SDS; TEMED;10%
APS; H>0O)

2 SDS loading dye (4% SDS; 100mM TRIS-HCIL; 20mM DTT; 20% glycerol; 10mM
EDTA; 0,1% bromfenolova modr)

2 x skladovaci pufr pro KOD(exo—) polymerasu (100mM TRIS-base; 100mM KCl; 2mM
DTT; 0.2mM EDTA)

10x reakéni pufr (1,2M TRIS-base; 100mM KCI; 60mM (NH4)2SO4; 15mM MgCl x 6
H>0; 1% Triton-X 100; 0.01% BSA)
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6x DNA gel loading dye (60mM EDTA, 10mM Tris-HCI (pH 7,6), 60% glycerol,
Page Blue™

LB medium (0,5% kvasinkovy extrakt;1% trypton; 1% NaCl), UOCHB AV CR
Lyzaéni pufr (20mM TRIS-base; 500mM NaCl; 10% glycerol; pH = 8.0)

Elu¢ni pufr (20mM TRIS-base; 500mM NaCl; 10% glycerol; S00mM imidazol)

Fosfatovy pufr (11mM NaH>PO4, 11mM NaHPO4, 80mM KCI, pH = 7,3)

3.1.6. Pristroje a purifikacni kolony

Centrifugy: Eppendorf centrifuge 5810 R; Eppendorf miniSpin; Avanti JXN30
Inkubétory: Inova40 Orbital Shaker, Innova S44i Shaker

AKTA pure™ 25 chromatography system

Horizontalni elektroforéza, C.B.S. Scientific

Kolona pro afinitni chromatografii: HisTrap™ High Performance, 1 mL, Cytiva
Kolona pro UPLC-MS: bioZen Oligo 1,7 pm 2,1x150 mm (Phenomenex)
Kolona pro HPLC: 5 uM C18 Kinetex

Cary 100 Bio-Vis spektrofotometr, Varian

NanoSpectrophotometr N60, Implen

Skener gelti: Amersham™ Typhoon™ 5, Cytiva

Termoblok: Eppendorf Thermomixer comfort

PCR Purifcation Kit, QIAGEN

QIAquick Nucleotide Removal Kit, QITAGEN

SpeedVac, vakuovy koncentrator, Labconco

SDS elektroforéza, Bio-Rad

Ptistroj na méteni MALDI-TOF: UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (Bruker) hmotnostni

spektrometr s 1 kHz smartbeam II laserovou technologii

Ptistroj na méteni UPLC-MS: Agilent 1290 Infinity II

Ptistroj na méteni molekulové hmoty : LCQ classic (Thermo-Finnigan) spektrofotometr

pouzivajici ESI nebo Q-Tof Micro (Waters, ESI source, interni kalibrace lockspray)
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Ptistroj na méteni CD: Jasco-1500

Vertikalni elektroforéza, Jena Bioscience

Vivaspin 20, 50 000 MWCO, Sartorius

Vortex: Vornado, Benchmark

Rotacni vakuova odparka, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Flash chromatografie: Teledyne ISCO CombiFlash, NextGen 300+
HPLC: Waters modular HPLC system

NMR: Bruker Avance III 500 MHz spectrometr (500.0 MHz pro 'H, 125.7 MHz pro '*C a
202.4 pro *'P)

Lyofilizator: FreeZone 2,5L; Labconco
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3.2. Metody

3.2.1. Syntéza 2¢-deoxyribonukleosid trifosfati dCP°*TP a dA* TP

Do reakéni zkumavky byl vloZen jodovany nukleosid 5-jodo-2’-deoxycytidin (dCY) nebo
7-jodo-7-deaza-2"-deoxyadenosin (dA'), pfislusny alkyn S5-ethynylbenzo-1,3-dioxol (DOx)
nebo 4-ethynyl-1,2-difluorbenzen (2F) (2 eq), Cul (8 mol %), Pd(OAc). (7 mol%), TPPTS
(11 mol %). Pod argonem byl ptidan Et;N a rozpoustédlo MeCN /H,0 v poméru 1:2. Tato smes
byla michéna pod argonem pies noc. Smés byla nésledné odparena na rotacni vakuové odparce
a CiSténa pies flash chromatografii (DCM/MeOH, 10:1). Cisténim byly ziskany piislusné

nukleosidy dCP°*a dA? nesouci benzodioxolovou (DOx) a difluorfenylovou (2F) modifikaci.

Dal§im krokem byla fosforylace dCP°*a dA% Do reakéni baiiky bylo vlozeno dCP%*nebo dA?F,
nasledné byly pod argonem piikapany 2 mL PO(OMe)s a POCl; (1,2 eq). Smés byla ochlazena
na —10 °C (smés led a NaCl) a ponechdna reagovat po dobu 2 hodin. Pod argonem byla
ptipravena smés (NHBu3)2H2P207 (5 eq), BusN (4 eq) a 2 mL DMF, ktera byla také ochlazena
na —10 °C. Tato smés byla poté po kapkach ptidavana do reakéni smési a byla ponechéna

reagovat po dobu 1 hodiny. Po hodiné byly do smési piidany 3 mL 2M TEAB.

Reak¢ni smés byla nékolikrat odpatena na rotacni vakuové odparce do vymizeni zapachu EtzsN
a dale ¢isténa na HPLC za pouZiti kolony Kinetex C18 s gradientem A = 0,1M TEAB ve vodé
aB=0,IM TEAB v 50 % methanolu, v poméru A/B =95/5 — B =100 %). Frakce obsahujici
produkt dAZ'TP nebo dCPO*TP byly pievedeny na sodnou siil za pomoci iontoménice DOWEX.
A po lyofilizaci byly ziskany vysledné nukleosid trifosfaty dCP°*TP a dA%FTP.

Rl-——=

1a,1b T R!
. Pd{DAc), (7 mol. %) \ \
Cul (8 mol. %) - 1 POCI; (1.2 eq.)

N N ;J
HO TPPTS (11 mol. %) |\ —J PO(OMe)s
o EtsN (6 eq) 0 -10°C, 2 h, pod argonem  p2¢y ‘
4’-
MeCN/ Hz (1:2) 2. (NHBu3);H,P,0 5 eq
OH  aN' rt, Ar OH dgNR BUJQ’ qu . £ -
P -10 °C, 1h, pod argonem dNtTP (l C 1.
R— o o o “NTTO
1a1h 3 2 M TEAB ) ) |
R’:HOPOP{JF—I’ H e
1a R'= o o N o ) dclox: Ri =

b R'=

Obrdzek 10: Syntéza 2 ‘deoxyribonukleosid trifosfati. Obrdzek vytvoren v programu ChemDraw.

Vysledné produkty byly analyzovany pomoci NMR na pfistroji Bruker Avance III 500 MHz
spektrometru (500.0 MHz pro 'H, 125.7 MHz pro *C a 202.4 pro *'P), vzorky byly méfeny
v D20O. Analyza molekulové hmotnosti pomoci hmotnostni spektrometrie byla provedena

servisni skupinou hmotnostni spektrometrie UOCHB AV CR na piistroji LCQ classic
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(Thermo-Finnigan) spektrofotometr pouzivajici ESI nebo Q-Tof Micro (Waters, ESI source,

interni kalibrace lockspray)

3.2.2. Exprese KOD (exo—) DNA polymerasy

3.2.2.1.Kultivace bun¢k Escherichia coli BL21-Al

Na expresi proteinu byly pouzity bunky Escherichia coli BL21-Al transformované plasmidem
genu KOD polymerasy vlozenym do vektoru pET28a. Do 200 ml jiz pfipraveného LB media
bylo pipetovano 200 pL kanamycinu o koncentraci 30 mg-ml™' a 2 mL 40% roztoku glukosy.
Glukosa byla do LB média ptidana kvili zastaveni pfipadné nezadouci exprese. Kanamycin
pridan proto, ze gen pro KOD(exo—) byva klonovan do plasmidu, ktery obsahuje také gen
rezistence vici kanamycinu. Do takto ptipraveného LB media bylo pfidino malé mnozstvi
kompetentnich bun€k E. coli. Bunky byly ponechany inkubovat (Inova40 Orbital shaker) po
dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C do viditelného zakaleni narostlymi bunikami. Tato pfedkultura
byla stocena na centrifuze (Eppendorf centrifuge 5810 R) pti 3900 RPM a 4 °C po dobu
20 minut. Kultivace bunék nésledné probihala v novém LB mediu. Do 2 L nového LB media
byly ptidany 2 mL kanamycinu o koncentraci 30 mg-mL. Sterilni pipetou bylo n&kolik
mililitri media odebrano jako referencni standard pro méteni ODsoo. Vzniklé pelety byly
resuspendovany v novém LB mediu. Buniky byly nasledné inkubovany v shakeru (Innova S44i)
pii teploté 37 °C, dokud hodnota ODsoo nedosahla hodnoty 0,5. Opét bylo odebrano nekolik

mililitrd pro naslednou SDS elektroforézu.

3.2.2.2.Spusténi exprese proteinu

Po dosazeni ODgoo = 0,5 bylo do media pfidano 20 mL 40% arabinosy a 2 mL 1M IPTG
(pfipraven rozpusténim 2,383 g IPTG v 10 mL Mili-Q H20O). Poté pokracovala inkubace
(Innova S44i shaker) pii 24 °C po dobu 16 hodin. Buiiky byly stoceny na centrifuze (Avanti
JXN30) pi1 8 000x g a4 °C po dobu 20 minut. Po expresi proteinu byl opét odebran vzorek pro
SDS elektroforézu.

3.2.2.3.Lyza bunék

Peleta, kterd vznikla po centrifugaci byla resuspendovdna ve 40 mL lyza¢niho pufru. Po
resuspendaci nésledovala lyza bunck a denaturace hostitelskych proteinii pii 80 °C po dobu
1 hodiny (Inova40 Orbital shaker) poté zchlazeni bun€k na ledu po dobu 20 minut a nasledné
stoceni na centrifuze (Avanti JXN30) pti 38 000% g po dobu 40 minut. Protein KOD(exo0—) je
termostabilni, to znamend, Ze se nevysrazi, ale zistdva soucasti supernatantu, ten byl poté

pouzit na separaci.
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3.2.2.4.Separace KOD (exo—) DNA polymerasy pomoci afinitni chromatografie

Separace proteinu probihala na pfistroji AKTA pure™ s pouzitim kolony HisTrap HP 1 mL
a pratokovou rychlosti 1 mL/min. Vzorek byl nanesen na kolonu pomoci lyza¢niho puftru.
Protein byl zachycen na koloné a nésledné eluovan elu¢nim pufrem obsahujici imidazol.
Imidazol, diky své vyssi afinité k HisTrap kolon¢, umoznil uvolnéni proteinu a jeho separaci.

Pritomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy.

3.2.2.5.Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného

Byl namichéan 10% separacni gel, ktery byl pti polymerizaci pievrstven 200 puL isobutanolu pro
zachovani rovného povrchu a pro zajisténi polymerizace bez piistupu vzduchu. Po skonceni
polymerizace (cca po hodin€) byl isobutanol odsat filtracnim papirem a nad separacni gel byl
pipetovan 5% zaostfovaci gel. Vzorky byly pfed nanesenim na gel smichany v poméru 1:1
s 2x SDS-PAGE loading dye. Poté byly denaturovany zahiatim na 95 °C po dobu 10 minut
a nasledné rychle ochlazeny. Elektroforéza byla provedena v 1x SDS pufru. Protein je diky
dodecylsiranu sodnému denaturovan a ma uniformni naboj. Do jamek bylo pipetovano 10 pL
vzorkil a 5 pL standardu (color protein standard 10-250 kDa). Zaostfovani probihalo po dobu
30 minut pii napéti 100 V. Poté bylo napéti zvySeno na 150 V a separace probihala dalSich
45 minut. Po ukonceni byly gely promyty vodou a obarveny PageBlue barvicim roztokem po
dobu 60 minut, nasledn¢ byly opét promyty vodou. Gely byly skenovéany na fluorescencnim
skeneru Amersham™ Typhoon™ 5, dle standardu bylo urceno, které frakce obsahovaly

exprimovany protein.

3.2.2.6.Purifikace a méfeni koncentrace KOD(exo—) DNA polymerasy

Pro finalni purifikaci a odsoleni proteinu byla pouZita kolona Vivaspin 20, 50 000 MWCO dle
nasledujiciho protokolu. Frakce, které obsahovaly protein byly spojeny a pipetovany do kolony
nasledné byly stoceny na centrifuze (Eppendorf centrifuge 5810 R) pti 3 900 RPM 32 a 20 °C
po dobu 20 minut. Po prvnim sto¢eni byl do kolony s proteinem pipetovan 2x skladovaci pufr
pro KOD(exo—) polymerasu. Nejprve byly pfidany 3 mL tohoto 2x skladovaciho pufru
a nasledné postupné jesté tiikrat 2 mL. Po kazdém piidani byl obsah kolony stocen na centrifuze

(Eppendorf centrifuge 5810 R) pii 3 900 RPM a 20 °C po dobu 20 minut.

Findlni koncentrace proteinu byla méfena na pfistroji NanoSpectrofotometr N60. Protein byl
uchovan v roztoku 2x skladovaci pufr; 50% glycerol; 1% Triton-X-100), tato smés snizuje

povrchové napéti a predchazi kompletnimu zamrznuti proteinu, coz by vedlo k jeho destrukci.
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3.2.3. Inkorporace modifikovanych nukleotidii metodou prodluzovéani primeru

Byla testovana aktivita vybranych enzymu pii syntéze DNA pomoci metody PEX. Nejprve byly
optimalizovany podminky pouze pro pfirozenou DNA. Tyto podminky byly pak nasledn¢
vyuzity pro syntézu DNA s modifikovanymi dNTPs. Do reakéni smési byl pipetovan
10x koncentrovany reakcni pufr, templat, fluorescencné znaceny primer, ptirozené nukleotidy,
pfipadné¢ modifikované nukleotidy, enzym DNA polymerasa, roztok byl poté¢ doplnén Mili-Q

vodou na pozadovany objem.

3.2.4. Separace DNA produktl polyakrylamidovou denatura¢ni elektroforézou

Byl namichan 12,5% denaturacni gel smichanim: 20 mL denatura¢niho koncentratu, 20 mL
2x koncentrované¢ho TBE pufru, 16 pnLL. TEMED a 320 pL 10% APS. Po polymeraci byl gel
zahtivan pii vykonu 65 W po dobu 50 minut. Vzorky byly pfipraveny smichdnim se
stop solution v poméru 1:1 a byly zdenaturovany pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut. Nasledn¢
byly vzorky a primer pipetovany do jamek na gel. Separace probihala pti vykonu 42 mA po
dobu 35 minut. Po ukonceni separace byl gel skenovan na fluorescenénim skeneru

Amersham™ Typhoon™ 5 a nasledné vyhodnocen.

3.2.5. Syntéza templatu Pveg z plasmidu metodou polymerasové fetézové reakce
Do 200 pL reak¢nich zkumavek bylo pipetovano: 10x koncentrovany reakéni pufr, templat,
pfimy a zpétny primer, DNA polymerasa, dNTP, smés byla doplnéna Mili-Q vodou na
pozadovany objem. Reakce byla provedena v duplikatu a probihala dle metody (tabulka €. 1)
v termocykleru typu Biometra TRIO 48.

Tabulka 1: Priibéh PCR, teplota a cas pii kterych probihaly jednotlivé kroky.

Krok Teplota [°C] | Cas [s]

1 Ptredehiati komory 80 o0

2 Denaturace 94 180

3 Denaturace 94 60 £

4 Nasedani primerii 62 60 40

5 Prodluzovani fetézcti | 72 60 —

6 Prodluzovani fetézcti | 72 300

7 Ochlazeni 4 po oclzlazeni vyjmuti
vzorkll z termocykleru
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3.2.6. Inkorporace modifikovanych dNTPs metodou polymerasové fetézoveé
reakce

Do 200 pL reakénich zkumavek bylo pipetovano: 10x koncentrovany reakéni pufr, templat,
pfimy a zpétny primer s odliSnou fluorescencni znackou, DNA polymerasa, dNTP, ptipadné
poté dCOMeTP, dCPOXTP, dAFTP, dA2FTP, smés byla doplnéna Mili-Q vodou na pozadovany
objem. Reakce poté probihala dle metody (tabulka ¢. 2) v termocykleru typu Biometra TRIO
48.

Tabulka 2: Priubéh PCR, teplota a ¢as pii kterych probihaly jednotlivé kroky.

Krok Teplota [°C] | Cas [s]

1 Predehrati komory 80 00

2 Denaturace 94 180

3 Denaturace 94 60 %

4 Nasedani primerti 68 60 40x%

5 ProdluZovani fetézct 72 120 —

6 Prodluzovani fetézcti 72 300

7 Ochlazeni 4 po oclzlazeni vyjmuti
vzorkl z termocykleru

3.2.7. Separace DNA produkti horizontalni elektroforézou v agarosovém gelu

Pro kontrolu spravnosti amplifikace byl pfipraven 1,3% agarosovy gel. Gel byl pfipraven
rozpu§ténim 0,65 g agarosy v 50 mL 0,5x TBE pufru a 5 pL 6X Loading dye (60mM EDTA,
10mM Tris-HCI (pH 7,6), 60% glycerol, 0,003% bromphenol blue, 0,03% xylene cyanol FF).
Jako standard byl pouzit 100 bp DNA Ladder, ktery obsahuje smés dsDNA o raznych délkach
(hmotnosti). Vzorky na gel byly pfipraveny smichdnim s 6x Loading dye. Na gel bylo
pipetovano 8 pL standardu a 5 pL vzorkid. Separace probihala pfi napéti 110 V po dobu

105 minut. Gel byl nasledn¢ skenovan na skeneru Amersham™ Typhoon™ 5 a vyhodnocen.

3.2.8. Analyza DNA

Pro tcely analyzy metodou cirkularniho dichroismu byly vybrané produkty DNA pfipraveny
metodou PEX v semi-preparativnim méfitku. Do reakéni smési byl pipetovan 10x
koncentrovany reakéni pufr, templat, fluorescenéné znaceny primer, ptirozené nukleotidy,
pfipadné¢ modifikované nukleotidy, DNA polymerasa, roztok byl poté doplnén Mili-Q vodou
na pozadovany objem. Po inkubaci byly vzorky ¢istény pomoci QIAquick Nucleotide Removal
Kit. Nasledné¢ byly pouzity k méfeni molekulové hmotnosti, méfeni metodou cirkuldrniho

dichroismu (CD) a pro méfeni teploty denaturace DNA.
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3.2.8.1.Méfeni molekulové hmotnosti metodou MALDI-TOF a metodou UPLC-MS

Me¢fteni molekulové hmotnosti oligonukleotidii pomoci metody MALDI-TOF bylo provedeno
servisni skupinou hmotnostni spektrometric UOCHB AV CR. Méfeni probihalo na pfistroji
UltrafleXtreme hmotnostnim spektrometru s 1kHz smartbeam II laserovou technologii. Matrice
se skladala z 3-hydroxypikolinové kyseliny, pikolinové kyseliny a vinanu amonného v poméru

9:1:1.

Analyza metodou UPLC-MS byla provedena RNDr. Markem Ondrusem, Ph.D. Byl pouzit
piistroj Agilent 1290 Infinity II za pouziti kolony bioZen Oligo 1, 7 um 2, 1x150 mm
(Phenomenex) pfti teplot¢ 60 °C a mobilnich fazi A = 12 mM Et;N, 300 mM HFIP v H,O
a B =12 mM EtN, 300 mM HFIP v methanolu s 30minutovym gradientem. 5 % B — 100 %
B v A. Dekonvoluce LC-ESI-MS spekter probihala pomoci programu UniDec.

3.2.8.2.Urcovani teploty denaturace pfipravenych oligonukleotid
Mg¢éteni absorbance i teploty denaturace vzorkii DNA probihalo na UV-Vis spektrofotometru
Cary Bio 100 v rozmezi teplot 25 °C az 95 °C s teplotnim krokem 1 °C/min a detekci pfi vinové

délce 260 nm v kiemenné kyveté o délce 1 cm.

3.2.8.3.Urcovani formy DNA metodou cirkularniho dichroismu

Cirkularni dichroismus ptipravené DNA byl méten RNDr. Lucii Bednarovou, CSc., ze skupiny
analytické laboratore UOCHB AV CR. Spektra cirkularniho dichroismu byla méfena na
Jasco 1500 (Tokyo Japonsko) ve spektralnim intervalu 200-350 nm v 1 mm kifemenné kyveté
s rychlosti posuvu monochromdatoru 10 nm/min, ¢asovou konstantou 8 sekund, a s krokem
0, nm stfemi akumulacemi. Po korekci na nulovou linii byla spektra prezentovana
v jednotkach diferencidlni molarni extinkce (Aeg) pro koncentrace v pfepoctu na par bazi.

Numerické zpracovani dat bylo provedeno pomoci software CD spektrometru — Sigmaplots.
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4. Vysledky

4.1. Syntéza modifikovanych trifosfati

Prvnim cilem mé bakaldiské prace bylo pfipravit modifikované 2°‘-deoxyribonukleosid
trifosfaty dCPOXTP, dA2'TP.Tato syntéza probihala pomoci Sonogashira cross-coupling reakce
jodovanych nukleosidii (dC, dA") s pfislusnymi alkylovymi derivaty (DOx, 2F), které byly
nasledné fosforylovany za vzniku nuleosid trifosfatd dCP°*TP a dA?FTP. Charakterizace obou
produktt byla po ptrecisténi na HPLC, provedena pomoci NMR a MS analyzy s vysokym
rozliSenim (HRMS).

4.1.1.1. Charakterizace syntetizovanych nukleosidt a nukleosid trifosfatt

U modifikovanych nukleosidti dCP°* a dA?" byla méiena 'H a '*C NMR spektra (obrazky ¢.
11, & 12, & 15, & 16). Nukleosid trifosfaty (dCPOXTP a dA2FTP) byly charakterizovany
z namé&fenych 'H, 3C a3'P{'"H} NMR spekter (obrazky ¢&. 13, &. 14, &. 17, &. 18) a molekulové
hmotnosti viech produktii (dCP*, dA2F, dCPO*TP, dA?FTP) byly ovéieny pomoci HRMS.

chOx

2800
2600
2400
2200
2000

1800

Obrdzek 11:'H NMR spektrum nukleosidu dC P%*
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Obrdzek 12: °C NMR spektrum nukleosidu dC PO

'H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds): 1.97-2.08 (ddd, 1H, H-2"a); 2.13-2.20 (ddd, 1H, H-2'b);
3.58, 3.64 (2 x ddd, 2H-5"); 3.80 (q, 1H, H-4"); 4.22 (dddd, 1H, H-3"); 5.10 (t, 1H, OH-5");
5.21 (d, 1H, OH-3"); 6.06 (s, 2H, O-CH,-0); 6.12 (t, 1H, H-1"); 6.95 (d, 1H, H-m-Ph); 6.98,
7.76 (2 x brs, 2 x 1H, NH); 7.11 (dd, 1H, H-0-Ph); 7.19 (d, 1H, H-o-Ph); 8.27 (s, 1H, H-6).

3C NMR: (125.7 MHz, DMSO-ds): 41.3 (CH2-2"); 61.4 (CH2-5"); 70.4 (CH-3"); 85.8 (CH-1");
87.8 (CH-4"); 94.2 (C5-C=C-Ph); 101.9 (C-5); 109.0 (CH-m-Ph); 111.5 (CH-0-Ph); 116.1 (C5-
C=C-C); 126.4 (CH-0-Ph); 144.9 (CH-6); 147.6 (C-m-Ph); 148.1 (C-p-Ph); 153.8 (C-2); 164.2
(C-4).

MS (ESI): m/z: 372.1 [M+H]; 394.1 [M+Na].

HRMS (ESI): m/z: [M+H] teoreticky vypocitano pro CigsHigOsN3z: 372.11901, nalezeno:
372.11917; [M+Na] vypocitano pro CisH1706N3Na: 394.10096, nalezeno: 394.10101.
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Obrdzek 13: 'H NMR spektrum nukleotidu dC PO*TP
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Obrdzek 14:3'P{{H} NMR spektrum nukleotidu dC Po*TP
'H-NMR (400.1 MHz, D,0): 2.30-2.39 (ddd, 1H, H-2"a); 2.43-2.50 (ddd, 1H, H-2'b); 4.19-

431 (m, 3H, H-4", 2H-5"); 4.65 (dddd, 1H, H-3"); 6.03 (s, 2H, O-CH»-0); 6.29 (t, IH, H-1);
6.93 (d, 1H, H-m-Ph); 7.13 (d, 1H, H-0-Ph); 7.20 (dd, 1H, H-o-Ph); 8.19 (s, 1H, H-6).

13C NMR: (125.7 MHz, D,0): 39.1 (CH2-2"); 64.9 (CH,-5"); 70.0 (CH-3"); 85.3 (CH-4"); 86.0
(CH-1"); 92.5 (C5-C=C-Ph); 108.6 (CH-m-Ph); 111.3 (CH-0-Ph); 115.0 (C5-C=C-C); 126.5
(CH-0-Ph); 144.0 (CH-6); 147.6 (C-m-Ph, C-p-Ph); 156.0 (C-2); 164.8 (C-4).

3P NMR (202.4 MHz, D;0): -19.4 (t, Pp); -8.4 (d, Py); -3.4 (d, Py).

HRMS (ESI): m/z: [M] teoreticky vypocitano pro CigsHisO15N3NazP3: 675.94928, nalezeno:
675.94947; [M-Na+H] teoreticky vypocitano pro CigHi7015N3NazP3: 653.96734, nalezeno:
653.96767.
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Obrdzek 15:'H NMR spektrum nukleosidu dA**
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Obrdzek 16: °C NMR spektrum nukleosidu dA*F

"H-NMR (400.1 MHz, DMSO-ds): 2.18-2.24 (ddd, 1H, H-2"a); 2.45-2.52 (m, 1H, H-2'b); 3.53,
3.58 (2 x ddd, 2H-5"); 3.84 (q, 1H, H-4"); 4.35 (dddd, 1H, H-3"); 5.07 (t, 1H, OH-5"); 5.29 (d,
1H, OH-3"); 6.51 (t, 1H, H-1"); 6.74 (brs, 2H, NH»); 7.43-7.54 (m, 2H, H-0-Ph, H-m-Ph); 7.78
(m, 1H, H-o0-Ph); 7.90 (s, 1H, H-8); 8.15 (s, 1H, H-2).

13C NMR: (125.7 MHz, DMSO-ds): 40.3 (CH2-2); 62.3 (CH2-5"); 71.3 (CH-3"); 83.6 (CH-1");
87.9 (CH-4"); 84.1 (C-7); 89.4 (C7-C=C-Ph); 94.6 (C7-C=C-Ph); 102.2 (C-5); 118.5 (CH-m-
Ph); 120.7 (CH-0-Ph); 127.7 (CH-8); 129.2 (CH-0-Ph); 148.4 151.1 (C-F, C-F); 149.9 (C-4);
153.3 (CH-3); 157.9 (C-6-NHo).

MS (ESI): m/z: 387.1 [M+H]; 409.1 [M+Na].
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HRMS (ESI): m/z: [M+H] teoreticky vypocitdno pro CioHi703N4F2: 387.12632, nalezeno:
387.12654; [M+Na] teoreticky vypocitano pro CioHisO3NsF2Na: 409.10827, nalezeno:
409.10843.
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Obrdzek 17:'H NMR spektrum nukleotidu dA’" TP
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Obrdzek 18: 3 P{!H} NMR spektrum nukleotidu dA’* TP

'H-NMR (400.1 MHz, D,0): 2.46-2.54 (ddd, 1H, H-2"a); 2.65-2.74 (m, 1H, H-2b); 4.10-4.28
(m, 3H, H-4", 2H-5"); 4.73-4.85 (m, 1H, H-3"); 6.52 (t, 1H, H-1"); 7.10-7.30 (m, 3H, H-Ph);
7.74 (s, 1H, H-8); 8.08 (s, 1H, H-2).ff

13C NMR: (125.7 MHz, D20): 38.6 (CH2-2"); 65.5 (CH2-5"); 70.8 (CH-3"); 82.8 (CH-1"); 85.1
(CH-4"); 81.9 (C-7); 90.1 (C7-C=C-Ph); 96.2 (C7-C=C-Ph); 102.7 (C-5); 117.3 (CH-m-Ph);
119.7 (CH-o0-Ph); 126.2 (CH-8); 128.0 (CH-0-Ph); 148.5 (C-4); 151.9 (CH-3); 157.1 (C-6-
NH>).

3IP NMR (202.4 MHz, D,0): -19.4 (t, Pp); -8.3 (d, Py); -4.2 (d, P,).
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MS (ESI): m/z: 691.0 [M]; 669.0 [M-Na+HJ-.

HRMS (ESI): m/z: [M] teoreticky vypocitano pro Ci9H15012N4Na3P3: 690.95660, nalezeno:
690.95688; [M-Na+H] teoreticky vypocitano pro Ci9Hi16012N4NaxP3: 668.97465, nalezeno:
668.97497.

4.1.1.2.Vytézek syntézy modifikovanych nukleosid trifosfata

Pro oba syntetizované modifikované trifosfaty byl vypocitan vytézek.

F
F 0\
o}
NH, // NH;
N7\ N~
o o o I\ o o o A
HO-P-0-P-0-P—0 ° HO-P-0-P-0 —P— o
o O O % % o o o k 7‘
OH dAZFTP OH  dcPoxTp

vytézek po cross - coupling reakci: 45%

vytézek po cross - coupling reakci: 41% y e . -
vytéZek po trifosforylaci: 24%

vytézek po trifosforylaci: 22%

Obrdzek 19: Struktury modifikovanych 2-deoxyribonukleosid trifosfati dCPO*TP a dA?TP. Struktury vytvoreny
v programu ChemDraw.

Vytézek po cross-coupling reakci u obou produkt se pohyboval kolem 40 %. A vytézek po

trifosforylacni reakci ¢ini u obou produktii kolem 20 %.

Ke dvojici mnou pfipravenych modifikovanych nukleosid trifosfatd, dA*TP
(s difluorfenylovou skupinou vykazujici elektron-akceptorni vlastnostiy a dCPO*TP
(s benzodioxolovou skupinou s elektron-donornim charakterem), byly pro ucely rozsifeni
studie enzymové syntézy doplnény dalsi dvé analogické modifikace: dJAFTP
(s monofluorfenylovou skupinou jako slab§im elektron-akceptorem) a dCOM°TP

(s methoxyfenylovou skupinou vykazujici elektron-donorni efekt) (obrazek ¢. 20).

F F
F O——\
O 0
NH, ] NH, // NHy NHe
/
N7 N= N7
I y A A
, 07N
"HOGP;—0 —] HOPy=0— HOgPs=0—) oo HOPy=0—
dAFTP dAZFTP dcOMetp OH dcboxtp

Obrdzek 20: Struktury nukleosid trifosfati nesouci elektron—donorni nebo elektron—akceptorni modifikaci. Struktury

vytvoreny v programu ChemDraw.
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4.2. Exprese KOD(exo—) DNA polymerasy

Druhym cilem bakaléiské prace bylo exprimovat enzym KOD(exo—) DNA polymerasa
z kompetentnich bunék E. coli BL21-Al. Po expresi byl protein ¢iStén pomoci afinitni
chromatografie (obrazek ¢.21) Jako prvni byly detekovany latky, které¢ nevykazovaly afinitu
ke stacionarni fazi kolony a byly tedy eluovéany jiz na pocatku separace. Rekombinantni
protein KOD(exo—) obsahuje His-tag sekvenci, kterd byla navazana na histidinové kotve
pritomné na kolon€. S postupnym zvySovanim koncentrace elucniho Cinidla, konkrétné
imidazolu, dochazelo k eluovani latek, jez byly ptivodné na kolon¢ zadrzovany.

FT pikl p|k2 ——

Obrdzek 21: Chromatogram purifikace enzymu KOD(exo —) DNA polymerasa na pristroji AKTA pure™. FT (z anglického
flow- through) je oznaceni pro ldtky, které nebyly zachyceny na koloné. Pik 1 a pik 2 onacuji ldtky, které byly eluovdny se

zvysujici se koncentract imidazolu v roztoku elucniho cinidla.

Pritomnost enzymu KOD(exo—) polymerasy byla potvrzena pomoci elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek (10% SDS-PAGE), jak je zndzornéno na
obrazku ¢. 22. KOD(exo—) polymerasa, jejiz teoretickd molekulové hmotnost ¢ini 90 kDa, byla
identifikovana porovnanim migracni vzdalenosti s komeréné dostupnym molekulovym

standardem (Color Protein Standard 10-250 kDa).
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Obrdzek 22: 10% SDS — PAGE, M (z anglického marker) oznacuje color Protein Standard 10-250 kDa, NIC (z anglického
non-induced cells) znaci buriky pred indukci exprese proteinu, TCP (z anglického total cell protein) buriky po dokonceni
exprese proteinu, L (z anglického lysate) bunécny lyzdt a FT (z anglického flow-through) pritok pri purifikaci. Pismena (A,

B) ndsledovand cislem oznacuji frakce sbirané pii purifikaci z piki 1 a 2.

Z vysledného gelu (obrazek ¢. 22) vyplyva, ze frakce odpovidajici piku 1 obsahuje
exprimovany protein KOD(exo—), coz potvrzuje pfitomnost dominantniho pasu o molekulové

hmotnosti v oblasti odpovidajici 90 kDa. Ve frakcich druhého piku nebyla ptitomnost cilového

proteinu detekovana.
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4.3. Inkorporace modifikovanych nukleotidi metodou extenze
primeru (PEX)

Ttetim cilem mé bakalarské prace byla inkorporace modifikovanych nukleotidi metodou PEX

za vyuziti vybranych termostabilnich DNA polymeras a porovnat jejich aktivitu s KOD(exo—),

konkrétné byly pro syntézu vybrany dalsi ctyfi DNA polymerasy KOD, KOD XL, Vent

a Vent(exo—). Nejprve byly optimalizovany podminky pouze pii reakci s piirozenymi

nukleotidy a poté byla provedena metoda PEX i se vSemi &tyfmi modifikovanymi dNRTPs

(dCOMeTP, dCPOXTP, dAFTP, dAFTP).

4.3.1. Inkorporace modifikovanych nukleotid metodou PEX s templatem o
délce 19 nukleotidii

Pro metodu PEX byl zvolen templat o délce 19nt (tabulka ¢. 3) vysledné podminky jsou zapsany
v tabulce ¢. 4 pro DNA polymerasy KOD(exo—) a KOD XL a v tabulce ¢. 5 jsou popsany
reakéni podminky pro DNA polymerasy Vent(exo—) a Vent. KOD DNA polymerasa byla
testovana zvlast’ (viz dale). Prob&hlé reakce byly vyhodnocovany pomoci 12,5% denaturacni

polyakrylamidové gelové elektroforézy.

Tabulka 3. Jednotlivd pismena reprezentuji pocdtecni pismena nukleotidil, podtrZené nukleotidy oznacuji komplementdrni
vidkno primeru k templdtu, zelené oznaceny nukleotid oznacuje, kam je inkorporovdn nukleotid s modifikaci, A%, R1
oznacuje nukleobdze s pritomnymi modifikacemi F a 2F, fialové je oznacen nukleotid, kam je inkorporovdn nukleotid

s modifikact C?, R2 oznacuje nukleobdze s modifikacemi OMe a DOx.

Nazev Sekvence Délka (nt)
Prim'>"-FAM® 5'—= CATGGGCGGCATGGG - 37 15
Temp©lizotA 5'— CCCECCCATGCCGCCCATG - 37 19
Komplementarni vlakno k Temp©liso!4 3" - GGGAR! GGGTACGGCGGGTAC -5’ 19
Temp©lisol€ 5— CCC.CCCATGCCGCCCATG -3 19
Komplementarni vldkno k Temp©'ieo!€ 3" - GGGIBR® GGGTACGGCGGGTAC — 57 19

Pozn.: ¥ Primer'*"-FAM ozna&en fluorescenéni znackou 6-FAM na 5 konci (obrazek &. 8,

kapitola 3.1.1.).
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Tabulka 4: SlozZeni reakcnich roztoku pro PEX s vyuzitim KOD(exo—) a KOD XL DNA polymeras s templdtem o délce
19nt

DNA polymerasa KOD(exo—) KOD XL
¢ (DNA polymerasa) 1.1 uM 0.125 U/ uL
F OMe F OMe
(V) =20 uL A+ | A- :24 c+ | C- CCDOX/ A+ | A- 224 c+ | C- CCDOX/
V (10x pufr) [puL] 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
V (Prim'™) (3 uM) [uL] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Oligol A
V (Temp' ™e2%) (3 uM) 12 |12 | 12 | = | — | — 12 12 | 12 | = | — | —
(L]
Oligo1C
V (Temp 7°%) 3 uM) o | 12 12| 12 =12 12 | 12
(L]
V (enzym) [pL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1 1 1 1 1
V (dGTP) (0.5 mM) [pL] 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
V (dATP) (0.5 mM) [pL] 0,8 | - - -—-- -—-- 0,5 Rl T IS P -
F 2F
V (dAF/ dA?F) (0.5 mM) - | o8 o o . 0.5 I o
(L]
Vv (dCoMe/ dCDOx)
(0.5 mM) [pL] o o | 08 e | 08
V (H20) [uL] 12,7 13,5 | 12,7 12,7 13,5 12,7 13,8 143 | 13,8 | 13,8 | 143 13,8
Reakéni podminky o . o .
(teplota/ Gas inkubace) 72 °C /15 min 60 °C /15 min
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Tabulka 5: SloZeni reakcnich roztokil pro PEX s vyuZitim Vent(exo—) a Vent DNA polymeras s templdtem o délce 19nt.

DNA polymerasa Vent(exo—) Vent

c (DNA

polymrasa) 0.4 U/ uL 0.4 U/ uL

AF/ COMe/ AF/

$(V)=20 uL A+ A= | e | CH c- coox | A+ A= | | C+ | C-

COMe /
CDOx

V (10x pufr) [pL] 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

V (Prim!">) (3 pM)
[uL]

AV (TempoligolA)

1,2 1,2 12 | —- 1,2 1,2 1,2
(3 uM) [uL]

V (TempO©lieolCy - L L 12

(3 uM) [uL] ’ 12

b}

1.2 — — — 1,2 1,2

s

1,2

b}

V (enzym) [pL] 1 1 1 1 1 1 0,8 08 | 08 | 08 | 08

0,8

V (dGTP) (0.5 mM)

0,5 05 | 05 | 05 0,5 0,5 0,5 05 | 05 | 05 | 05
[uL]

0,5

V (dATP) (0.5 mM)

0,5 0,5
[nL]

V (dCTP) (0.5 mM)

e | | 05 S R T —
[uL]

V (dAF/ dAT) (0.5

05 | — | 05 | |
mM) [pL]

AV (dCoMc/ dCDOX)
(0.5 mM) [uL]

0,5

0,5

V (H20) [pL] 13,8 14,3 13,8 | 13,8 14,3 13,8 14 14,5 14 14 14,5

14

Reakéni podminky
(teplota/ Cas 60 °C /15 min 60 °C /15 min
inkubace)

KOD(exo-) KOD XL Vent(exo-) Vent
72°C 60°C 60°C 60°C /15 min
OligolA

19nt - --. ... -. ‘

15Nt

12.5% dPAGE
scan FAM

Pl+ - AP A | 4+ - AT A 4+ - AT A4 - AF AP

Obrdzek 23: 12,5% dPAGE, (P) oznacuje na 5 ‘konci fluorescencné znaceny primer o délce 15 nt. (+) oznacuje pozitivni
kontrolu, vzorky s odpovidajicimi prirozenymi dNTPs. (—) oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez obsazeného
prvniho inkorporovaného dATPs nebo dA® TP (R1 = F, 2F), A" a A’" oznacuyje vzorky, kde prvni inkorporovany nukleotid

nese danou modifikaci.
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KOD(exo-) KOD XL Vent(exo-) Vent
72°C 60°C 60°C 60°C /15 min

OligolC

ey Sy @®e e e e

= - - - =

150t g -
w
2=
5x
o\o- §
© @
i)

P + _ COME CDOx + - COMe CDOx + - COMe CDOx + _ COME CDOx

Obrdzek 24: 12,5 % dPAGE, (P) oznacuje na 5 ‘konci fluorescencné znaceny primer o délce 15 nt. (+) oznacuje pozitivni
kontrolu, vzorky s odpovidajicimi pfirozenymi dNTPs. (—) oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez obsaZeného
prvniho inkorporovaného dCTP nebo dCRTP (R2 = OMe, DOx). COMe a CP%* oznacuje vzorky, kde prvni inkorporovany

nukleotid nese danou modifikaci.

Na gelu €. 23 a €. 24 1ze vidét, Ze vSechny DNA polymerasy KOD(exo—), KOD XL, Vent(exo—)
1 Vent inkorporuji nukleotidy stejné¢ uCinng€, poskytujici plné¢ extendované produkty
19DNA_C/A, 19DNA_CR? (R2 = OMe, DOx) a 19DNA_AR! (R1 =F, 2F). Také je patrné, Ze
pfitomnost modifikaci nema vliv na syntézu produktu, to lze potvrdit porovnanim mobility
piirozeného (+) a modifikovaného vlakna (AF, A%, COMe CPO%) U vzorkl negativnich kontrol
(—) nedochazi k inkorporaci zadného nukleotidu, tim lze dokéazat, Ze nedochézi k inkorporaci
chybnych nukleotidd a, ze PEX probihd spravné. Zaroven u negativnich kontrol (—)
syntetizovanych Vent DNA polymerasou lze pozorovat zkracovani primeru v disledku 3'— 5'
exonukleazové aktivity této DNA polymerasy. Spravnost PEX, respektive pln¢ extendovanych
19DNA produktti, byla poté ovéifena pomoci hmotnostni spektrometrie (tabulka ¢. 16, kapitola

45.1.).
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U KOD DNA polymerasy musely byt podminky dale optimalizovany. Bylo piidavano vétsi
mnoZstvi enzymu, piirozenych dNTPs i modifikovanych dNR*TPs (R= OMe, DOXx, F, 2F) a byl

prodlouzen cas inkubace (tabulka €. 6).

Tabulka 6: SloZeni reakcnich roztoku pro PEX s vyuzitim KOD DNA polymerasy s templdtem o délce 19nt.

DNA polymerasa

KOD

¢ (DNA polymerasa)

2,50/ L

(V) =20 uL

A+

AF/AF

C+

COMe /CDOx

V (10x pufr) [uL]

2

2

2

V (Prim™™) (3 M) [wL]

1

1

1

V (Temp®!) (3 uM) [uL]

1,2

b}

1,2

s

1,2

b}

V (Temp®°1©) (3 uM) [pL]

1,2

b}

1,2

s

1,2

b}

V (enzym) [uL]

1

1

V (dGTP) (0.5 mM) [uL]

1

1

V (dATP) (0.5 mM) [pL]

0,8

V (dCTP) (0.5 mM) [pL]

0,8

V (dAF/ dA%) (0.5 mM) [uL]

0,8

V (dCOM¢/ dCPO%) (0.5 mM) [pL]

0,8

V (H20) [pL]

13

13

13

13,8

13

Reakéni podminky (teplota/ ¢as inkubace)

72 °C /30 min, 60 min

KOD
72°C /30 min

19nt

o S e

15t ™ @D - &

2] + ~ COMe CDOx + _

OligolC OligolA

AF

AZF

+

KOD
72°C/ 60 min

OligolC

COME CDOX

OligolA

——

- -

+ -

AF

12.5% dPAGE
scan FAM

Obrdzek 25: 12,5 % dPAGE, (P) oznacuje na 5 ‘konci fluorescencné znaceny primer o délce 15 nt. (+) oznacuje pozitivni

kontrolu, vzorky s odpovidajicimi prirozenymi dNTPs. (—) oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez obsazeného

prvniho inkorporovaného dNTPs (N = C,A) nebo dNFTP (R= OMe, DOx, F, 2F). COMe, CP%, AF a A’F oznacuje vzorky,

kde prvni inkorporovany nukleotid nese danou modifikaci.
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Jak je z gelu (obrazek €. 25) patrné, 1 ptes zvyseni mnozstvi enzymu, dNTPs a prodlouzeni doby
inkubace, KOD DNA polymerasa neni schopna syntetizovat pln¢ extendovany
19DNA produkt, a stale ptevazuje tvorba 18DNA zkracené¢ho o dGMP. Pfi kratsi, 30minutové
inkubaci je z gelu také patrné, ze kromé produktu zkraceného o dGMP, vznika i produkt jen
o jeden nukleotid delsi, nez je primer (16nt), zejména u templatu OligolC odpovidajici
inkorporaci dC?*TPs (R2 = OMe, DOx). Pfi delsi dobé inkubace (60 minut) miizeme pozorovat
malé mnozstvi 19DNA produktu, ale stale vyrazn¢ prevysSuje produkt zkraceny o jeden

nukleotid (AGMP).

4.3.2. Inkorporace modifikovanych nukleotid metodou PEX s templatem o
délce 31 nukleotidii

Tabulka 7: Jednotlivd pismena reprezentuji pocdtecni pismena nukleotidi, podtrzené nukleotidy oznacuji komplementdrni
vidkno primeru k templdtu, Zluté oznacuji pozici nukleotidil, ke kterym je na zdkladé komplementarity bdzi inkorporovdn
nukleotid nesouci modifikaci F a 2F, ervené oznacené nukleotidy, jsou ty, ke kterym se inkorporuje nukleotid nesouct

modifikaci OMe a DOx.

Nézev Sekvence Délka (nt)
Prim!>" -FAM® 5~ CATGGGCGGCATGGG - 3’ 15
Temp?'ON 5— CTABCATEABCTCABTCCCATGCCGCCCATG - 3° 31

Komplementarni 3"~ GARTERGTARBE TERGARGTIEAR
vldkno k Temp®'®™Y  GGGTACGGCGGGTAC -5

31

Pozn.: ¥ Primer!>"-FAM oznacen fluorescenéni znackou 6-FAM na 5 konci (obrazek &. 8,

kapitola 3.1.1.).

W

Byla provedena syntéza metodou PEX s templatem o délce 31 nukleotida (tabulka ¢. 7).
Nejprve byly optimalizovany podminky pouze s ptfirozenymi nukleotidy a pak byly tyto reakcni
podminky aplikovany na reakci s modifikovanymi dNTPs. Analyza prib&hu syntézy byla
provedena na 12,5% denatura¢ni polyakrylamidové gelové elektroforéze (IPAGE) (obrazky €.
26, 27). Oproti PEX s templatem o délce 19nt (kapitola 4.3.1.) byly pouzity koncentrovang;si
roztoky dNTPs i dNRTPs (R=OMe, DOx, F, 2F). V tabulce ¢&. 8 jsou vysledné reakéni
podminky pfi pouziti KOD(exo—), KOD a KOD XL a v tabulce €. 9 jsou reakéni podminky pro
Vent(exo—) a Vent DNA polymerasy.
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Tabulka 8: SloZeni reakcnich roztoku pro PEX s vyuzitim KOD(exo—), KOD a KOD XL DNA polymeras s templdtem o

délce 31nt.

urr 61/ 90 09

Ui 06/00 CL

Ui 61/ Do CL

(eoeqmoqur sep /ejordes)

Aqurapod Tugyeay
4l SI Sl 4l 4! 54! 11 4! A 11 4! 4! SEl 1 v1o| ST | ¥T | I [11] (OTH) A
§°0 N e e e e e e ) AW& /4VP) A
ST Sl ST | s1 | =~ | — | = | | s0 | s0o |- | [T (OLOP) A
0 0 ST Sl S0 §0 | - | = | | | [1](Nwp) (DLVYP) A
o | | §0 st e ST s | | | s | [l Gaw ) (DLOV) A
0 0 0 0 0 $0 4 4 4 4 4 4 I I I I I I [111] (whzud) A
Sl ¢l Sl S1 Sl S1 S1 Sl Sl ST | ST | s Sl ST | ST | ST | ST | ST (1l
(AT €) (noredWdL) A
I I I I I I I I I I I I I I I I I I | [11] QA €) Gugwitid) A
C z C z C z 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 [11] (gnd x01) A
\www -2 +D N« -V +V \wwoo -0 | + N« -V | +V \wwoo -0 | 4O NM -V | +V T 0z = (AR
/N STI°0 M/NsT AT 1°1 (esexowkjod YN(Q) 9
TX A0 ao (-0x2)qO31 esesowjod yN(
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Tabulka 9: SlozZeni reakcnich roztokil pro PEX s vyuZitim Vent(exo—) a Vent DNA polymeras s templdtem o délce 31nt.

DNA polymerasa Vent(exo—) Vent
¢ (DNA polymerasa) 2U/puL 2U/uL
AF/ COMe/ AF/ COMe/
2(V)=20uL A+ A- AZF C+ C- CPOx A+ A- AZF C+ C- CPOx
V (10x pufr) [uL] 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
s 150t
V (Prim ™) (3 uM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
[uL]
310N)
V (Temp™™ (3 uM) 15 | 1,5 | 1,5 | 15 1,5 1,5 1,5 1,5 | 1,5 |15 | 15| 15
[nL]
V (enzym) [puL] 1 1 1 1 1 1 2 2 2 4 4 4
V (ACTG) (4 mM) 0.5 L L 0.5 - . 1.5 - - 3 - .
[uL]
V (dATG) (4 mM) [puL] -——- -——- -——- -——- 0,5 0,5 -—-- ——-- ——-- ——-- 3 3
V (dCTG) (4mM) [uL] -——- 0,5 0,5 -——- -—-- -——- -—-- 1,5 1,5 ——-- ——-- -——-
V (dAF/ dA%F) . L 0.5 L - . - - | - - .
(4 mM) [pL] ’
OMe DOx
V (dCOMe/ dCPO%) . L L L L 0.5 L . . . . 3
(4 mM) [uL]
V (H20) [pL] 14 14 13,5 14 14 13,5 12 12 11 8,5 8,5 5,5
Reakéni podminky o . o .
(teplota/ ¢as inkubace) 60 °C/30 min 60 °C /60 min
KOD(exo-) KOD KOD XL Vent{exo-) Vent
72°C /15 min 72°C /90 min 60°C /15 min 60°C / 30 min 60°C /60 min
£
- - My -
31nt - .' . . . . ’ .
-
-
- * e 3
- - - o, = - é%
15nt .; . - . - §§
Pl+ - A AF|4 AP AT L+ - AR AT 4 AP AT P+ - AP AR

Obrdzek 26: 12,5% dPAGE, (P) oznacuje na 5 konci fluorescencné znaceny primer o délce 15 nt. (+) oznacuje pozitivni

kontrolu, vzorky s odpovidajicimi prirozenymi dNTPs. (—) oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez obsazeného

prvniho inkorporovaného dNTPs. A" a A%F oznacuje vzorky, kde prvni inkorporovany nukleotid nese danou modifikaci.
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KOD(exo-) KOD KOD XL Vent({exo-} i Vent
72°C /15 min 72°C /90 min 60°C / 15 min 60°C/30min | 60°C/60min

Temp?'o%

3tnt - “ h --'- "b "

-
- - - -
150t - W . - . -

12.5% dPAGE
scan FAM

P i + % cOMeclJQa( + & cOMecﬂO: + & COMecDB:K + s cDMecDﬂx + e COMecDD):

Obrdzek 27: 12,5% dPAGE, (P) oznacuje na 5 ‘konci fluorescencné znaceny primer o délce 15 nt. (+) oznacuje pozitivni
kontrolu, vzorky s odpovidajicimi pfirozenymi dNTPs. (—) oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez obsazeného
prvniho inkorporovaného dNTP nebo dNFTP. COMe, CP%, oznacuje vzorky, kde prvni inkorporovany nukleotid nese danou

modifikaci.

Na obrazcich gelu €. 26 a ¢. 27 je viditelné, Ze DNA polymerasy KOD(exo—), KOD XL a
Vent(exo—) a Vent jsou schopné syntetizovat pIné extendované 31DNA, 31DNA_AR! (R1 =F,
2F) a 31DNA_CR? (R2 = OMe, DOx). V piipadé Vent DNA polymerasy byla pii inkorporaci
dAR'TPs, na gelu pozorovana tvorba dvou past produkti — 31DNA AF/A% a delsi
32DNA_AF/A* kde ziejm& dochazi k netemplatové adici jednoho nukleotidu navic.
Z porovnani intenzity pasu lze vyvodit, Ze 1 v pfipadé inkorporace modifikovanych dNTPs
dochazi ke stejné¢ uinné syntéze jako v piipad€ syntézy s pouzitim piirozenych dNTPs

(+ kontrola).

U KOD DNA polymerasy je viditelné, ze neni schopna syntetizovat DNA se spravnym poctem
nukleotidii, tato skutecnost byla pozorovéana jiz u syntézy kratSiho templatu o délce 19nt

(kapitola 4.3.1). Reakéni podminky pro tuto DNA polymerasu nebyly déle optimalizovany.
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4.4. Inkorporace modifikovanych nukleotidii metodou polymerasové
fetézove reakce

Tabulka 10: Jednotlivd pismena reprezentuji pocdtecni pismena nukleotidi, podtrZené nukleotidy oznacuji
komplementdrni vidkno primeru k templdtu; Zzluté oznacené urcuji pozici nukleotidi, ke kterym je na zdkladé
komplementarity bazi inkorporovdn nukleotid ATnebo A%, cervené oznacené nukleotidy, jsou ty, ke kterym se inkorporuje

nukleotid COMe nebo CPO*

Nazev Sekvence Délka
(nt)
Prim"ORPres? 5 TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG — 3’ 25
Prim f " FAM® 5 TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCG — 3’ 25
PrimREVPes? 5’ GGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAG — 3 26
Prim® VP2 Cy5Y 5 GGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAG — 37 26
5’- TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAATRccAccTlAC
ITCTAAIAAACCATTATTATCATIACATTAACCTATAAAAATAI
339

CBTATCACBABBCCCTTTCBTCTTCAABAATTCTATTTACAA

Temp?*s AAATEEECTCETETTETACAATAAATETETCTAABCTTRE@TCC
CACCTBACCCCATECCEAACTCABAABTEAAACBCCEBTABCEC

TABTET TCTCCCCAT@C z?T CT'C
CATCAAATAAAACBAAABBICTCABTCEAAABACTEEGCC
TTTCATTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCC — 3

9 Prim"ORP¢2F AM oznaden fluorescenéni znackou 6 - FAM na 5 konci (obrazek &. 8, kapitola

3.1.1.), ® PrimREVP*¢2Cy5 oznaden fluorescenéni znadkou Cy5 (obrazek €. 9, kapitola 3.1.1.)

4.4.1.1.Syntéza templatu Pveg pomoci polymerasové fetézové reakce

Plasmid (Pveg konstitutivni fragment klonovany v p770 mezi EcoRI a HindIIl) byl pouZit na
PCR amplifikaci ptislusného fragmentu o délce 339nt (Temp®*“¢). Vysledné slozeni reakéniho
roztoku dle tabulky €. 11, za podminek dle tabulky €.1, kapitola 3.2.5. Produkt syntézy byl
purifikovan pomoci PCR purifikacniho kitu. Pribéh syntézy byl analyzovan na 1,3 %
agarosovém gelu s pfidavkem interkala¢niho ¢inidla GelRed kvili nasledné vizualizaci. Byla
zmeétena koncentrace na Nanospectrophotometru (tabulka €. 12) a produkt této syntézy o délce

339 nukleotid® byl dile vyuZivan jako templat Temp®*“¢ pro dali PCR reakce.
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Tabulka 11: SloZeni reakcniho roztoku pro amplifikaci Temp™ pomoci PCR, reakce byla provedena v duplikdtu.

%(V)=20puL

DNA polymerasa KOD XL
¢ (DNA polymerasa) 2.5U/ pL
V (10x pufr) [uL] 2

V (PrimFORPveg2) (20 uM) [uL] 3

V (PrimREVPP2) (20 uM) [uL] 3

V (Pveg plasmid) (35.6 ng/uL) 1177Bx [uL] 1

V (enzym) [pL] 1.2

V (dACTG) (4mM) [puL] 0.75

V (H20) [pL] 9.05

Tabulka 12: Vyslednd koncentrace amplifikované sekvence, kterd byla naddle pouzivdna jako templdt pro PCR syntézu
(kapitola 4.4.1.2.).

Produkt ¢ produktu [ng/ pL]
Temp®ee -1 389.2
T Pveg _ 2

emp 380.6

Te Pveg
o emp
1000
i
300 ww i
&g
200 %'-2
s
100 °8
L 1. 2

Obrdzek 28: vlevo. 1,3% agarosovy gel s pridavkem GelRed, L (z anglického ladder) oznacuje standard obsahujici dsDNA
o ruznych délkdch., reakce byla provedena v duplikdtu, cisla 1. a 2. znaci produkty amplifikace pomoci PCR; vpravo:

struktura interkalacniho barviva GelRed, dostupnd z [61].

Na vysledném gelu (obrazek ¢. 28 vlevo) lze vidét pas v oblasti mezi 300 a 400 bp, ktery

potvrzuje, Ze doslo k amplifikaci produktu o odpovidajici délce.

4.4.1.2.Inkorporace modifikovanych nukleotidéi metodou PCR s templatem Temp®*

Pro enzymovou syntézu PCR byly vybrany termostabilni DNA polymerasy KOD(exo—),
KOD XL a Vent(exo—), jelikoz tyto DNA polymerasy byvaji pro tuto metodu nejvhodné;si.
Nejprve byly optimalizovany podminky pro reakci pouze s piirozenymi dNTPs a nasledné byla
provedena syntéza i s modifikovanymi dNRTPs (R = OMe, DOx, F, 2F), vysledné slozeni
reak¢énich smési je zapsano v tabulce €. 13. Pti PCR reakci dochazi k exponencialni amplifikaci
templatu, proto je pii jednotlivych cyklech PCR pro DNA polymerasy naro¢n¢jsi €ist templat

s modifikovanymi nukleobazemi. Pro tuto reakci byly pouzity dva odlisn¢ fluorescenéné
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znacené primery: piimy (For) nesouci fluorescencni znacku 6-FAM a reverzni (Rev) nesouci
fluorescen¢ni znacku CyS5.

Po dokonceni inkubace (tabulka ¢. 2, kapitola 3.2.6) a nasledné purifikaci pomoci PCR
purifikac¢niho kitu byly produkty amplifikace analyzovany na 1,3% agarosovém gelu. Gel byl
skenovan na Typhoon pro kazdou fluorescen¢ni znaCku oddélen¢ a nasledné byl gel ponoien
na dobu 25 minut do interkalacniho fluoroforu GelRed a opét skenovan na Typhoon.
Vysledkem jsou proto tii obrazky (obrazek ¢. 29, ¢. 30, ¢. 31), kazdy s jinak fluorescencné
znaCenymi DNA produkty PCR reakce, odpovidajicimi prodlouzeni 6-FAM-znaceného
primeru (obrazek 29), Cy5-znaceného primeru (obrdzek 30) a PCR produktl v pfitomnosti
GelRed. Porovnanim intenzit jednotlivych past po vizualizaci v§emi fluorofory je ziejmé, ze

dochazi k symetrické amplifikaci obou vldken se stejnou ti¢innosti.
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Tabulka 13: SloZeni reakcnich roztoki pii PCR s vyuZitim KOD(exo—), KOD XL a Vent (exo—) DNA polymeras
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KOD(exo-) KOD XL Vent(exo-) “

s BER.S ala. &s
Cm{eCDOIA Ohz _DOx AF AQF

£ o E LAY B ke BT w0 Ae CooraA &

Obrdzek 29: 1,3% agarosovy gel, viditelné produkty oznacené fluorescencni znackou 6-FAM, vznikly extenzi 6-FAM
fluorescencné znaceného primého primeru. (+) oznacuje pozitivni kontrolu, vzorky pouze s prirozenymi dNTPs. (C—)
oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez pritomného dCTP ani dC*TP (R2 = OMe, DOx); (A—) oznacuje vzorek
negativni kontroly, vzorky bez pritomného dATP ani dA®'TP (R1 = F, 2F); (COMe, CP%, A a AF) oznacuje vzorky, kde

dochdzi k inkorporaci modifikovanych dNTPs spolu s dalsimi tfemi odpovidajicimi pfirozenymi dINTPs.

KOD(exo-) - KODXL . Vent(exo-)
; ‘&n%‘ o ‘m%‘g T umw—
+ ¢ A C C A A + ¢ A CCTA A+ C A CcTCTA XA

Obrdzek 30: 1,3% agarosovy gel, viditelné produkty oznacené fluorescencni znackou Cyb, vznikly extenzi Cy5 fluorescencné
znaceného piimého primeru. (+) oznacuje pozitivni kontrolu, vzorky pouze s pfirozenymi dNTPs. (C—) oznacuje vzorek
negativni kontroly, vzorky bez piitomného dCTP ani dCR?TP (R2 = OMe, DOx); (A—) oznacuje vzorek negativni kontroly,
vzorky bez pritomného dATP ani dAR' TP (R1 = F, 2F), (COMe, CP%, A%F a AF) oznacuje vzorky, kde dochdzi k inkorporaci
modifikovanych dNTPs spolu s dalsimi tremi odpovidajicimi ptirozenymi dNTPs.

! 2F OMe DOx F 2.F e X
ladder + C- A~ C CO A A+ C A A AT 4 o A T AT AT

Obrdzek 31: 1,3% agarosovy gel, ktery byl po separaci barven fluorescencnim barvivem GelRed. Ladder oznacuje standard
obsahujici DNA s riznym poctem nukleotidu. (+) oznacuje pozitivni kontrolu, vzorky pouze s prirozenymi dNTPs. (C—)
oznacuje vzorek negativni kontroly, vzorky bez pritomného dCTP ani dC*TP (R2 = OMe, DOx); (A—) oznacuje vzorek
negativni kontroly, vzorky bez pritomného dATP ani dAR' TP (R1 = F, 2F), (COMe, CPO, A" a AF) oznacuje vzorky, kde

dochdzi k inkorporaci modifikovanych dNTPs spolu s dalsimi tfemi odpovidajicimi piirozenymi dNTPs.
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Na vyslednych gelech (obrazek ¢. 29, ¢. 30 a ¢. 31) lze vidét, ze vSechny z pouzitych

termostabilnich DNA polymeras jsou schopné amplifikovat i jiz modifikovanou DNA.

Nicméné ucinnost amplifikace téchto modifikovanych DNA je mensi ve srovnani s amplifikaci

piirozené DNA. Nejlépe je schopna amplifikovat modifikovanou DNA KOD XL DNA

polymerasa.

4.5. Analyza DNA

4.5.1. Méfeni molekulové hmotnosti metodou MALDI-TOF a metodou

UPLC-MS

Pro méfeni molekulové hmotnosti

byly pfipraveny

vybrané

DNA  produkty

v semi-preparativnim méfitku metodou PEX. Reakéni podminky pro syntézu s templatem o

délce 19nt s vyuzitim KOD(exo—) a Vent DNA polymeras je zapsano v tabulce ¢. 14. Pro

templat o délce 31nt s vyuzitim KOD(exo—) a Vent(exo—) a Vent DNA polymeras jsou reakéni

podminky zapsany v tabulce ¢. 15.

Tabulka 14: SloZeni reakcnich roztoku pro PEX v semi-preparativaim méfitku s vyuzitim KOD(exo—) a Vent DNA

polymerasy s templdtem o délce 19nt.

inkubace)

DNA polymerasa KOD(exo0-) Vent
¢ (DNA polymerasa) 1,1 uM 0,4 U/ uL
%(V)=60 pL A+ | AF/ A% C+ COMe/CDOx C+ (COMe/CDOx
V (10x pufr) [uL] 6 6 6 6 6 6
V (Prim'™) (10 uM) [pL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
V (Temp©igel® (10 uM) [uL] - - 1,8 1,8 1,8 1,8
V (Temp©ligo!® (10 uM) [uL] 1,8 1,8 - - --- -
V (enzym) [pL] 7,5 7,5 7,5 7,5 4 4
V (GTP) (4 mM) [puL] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,3 0,3
V (dCTP) (4 mM) [uL] --- --- 0,5 --- 0,3 ---
V (dATP) (4 mM) [pL] 0,5 --- --- --- --- ---
V (dAF/ dA%) (4 mM) [uL] --- 0,5 --- --- --- ---
V (dCOMe/ dCPO%) (4 mM) [uL] --- --- --- 0,5 --- 0,3
V (H20) [pL] 42,2 42,2 42,2 422 46,1 46,1
Reakéni podminky (teplota/ ¢as 72 °C /15 min 60 °C /15 min
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Tabulka 15: SlozZeni reakcnich roztoku pro PEX v semi-preparativnim méfitku s vyuZitim KOD(exo—), Vent (exo—) a Vent

DNA polymerasy s templdtem o délce 31nt.

DNA polymerasa KOD(exo—) Vent(exo—) Vent
¢ (DNA polymerasa) 1,1 uM 2 U/uL 2U/uL
2(V)=60 pL A+ AF/ APF C+ COMe/CDOx C+ COMe/CDOx C+ (COMe/CDOx
V (10x pufr) [uL] 6 6 6 6 6 6 6 6
V (Prim"™) (10 uM) [uL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 L5 1,5 1,5
V (Temp*'°N (10 uM) [pL] 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25
V (enzym) [pL] 5 5 5 5 5 5 10 10
V (ACTG) (4 mM) [uL] 2,5 - 2,5 - 2,5 - 7,5 -
V (dATG) (4 mM) [pL] - - - 2,5 - 2,5 - 7,5
V (dCTG) (4 mM) [uL] - 2,5 - - - - - -
V (dAF/ dA%) (4 mM) [uL] - 2,5 - - - - - -
V (dCOMe/ dCPO%) (4 mM) [uL] - - - 2,5 - 2,5 - 7,5
V (H20) [puL] 42,75 40,25 42,75 40,25 42,75 40,25 32,75 25,25

Reakéni podminky (teplota/ ¢as
inkubace)

72 °C /15 min

60 °C /15 min

60 °C /30 min

Metodou MALDI-TOF a UPLC-MS bylo ovéfeno, zda molekulova hmotnost (Mw) u vybranych

syntetizovanych DNA produktti metodou PEX odpovida teoretické molekulové hmotnosti

produktt a potvrdit tak spravnost inkorporace nukleotidti béhem enzymové syntézy, respektive

potvrdit, Ze nedochdzi k inkorporaci nespravného nukleotidu do rostouciho fetézce DNA.
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Tabulka 16: Molekulové hmotnosti dsDNA produkti mérené metodou MALDI-TOF nebo metodou UPLC-MS. V tabulce

Je uveden pouZity templdt, ndsledné DNA polymerasa, dsDNA produkt, teoretickd molekulovd hmotnost [Mw (teor.)],

nameétend molekulovd hmotnost [Mw (real.)], rozdil molekulovych hmotnosti (4).

Templat DNA polymerasa dsDNA produkt My, (teor.) [Da] My (real.) [Da] A [Da]
19DNA C 6488,4 64904 2,0
KOD(exo—) 19DNA_COMe 6619,5 6620,5 1,0
TempOleolC 19DNA_(CPOx 6633 .4 6634,0 0,6
19DNA _C 6489,7 6488.,4 1,3
Vent 19DNA_COMe 6619,5 66279 8,4
19DNA_(CPOx 66334 6639,7 6,3
19DNA A 65124 6509,0 3,4
TempOligolA KOD(exo0-) 19DNA_AF 66284 6626,0 2,4
19DNA A% 6646,4 6645,0 1,4
31DNA 10154,8 10150,0 4,8
31DNA (COMe 10679,0 10682,0 3,0
KOD(exo—) 31DNA_CPOx 10734,9 10735,2 0,3
31DNA_AF 10626,9 10619,0 7,9
31DNA_ A% 10698,9 10691,0 7,9
Temp?'ON 31DNA 10154,8 10464,09 309,2
Vent(exo—) 31DNA_(COMe 10679,0 10984,0% 305,0
31DNA_CPOx 10734,9 11040,0% 305,1
31DNA 10154,8 10151,0 3,8
Vent 31DNA (COMe 10679,0 10671,0 8
31DNA_(CDPOx 10734,9 10727,0 7,9

Pozn.: ¥ Syntetizovany produkt prodlouzeny o dTMP

Z namé&fenych hodnot (tabulka €. 16) je patrné, Ze u PEX reakci v pfitomnosti KOD(exo—)
a Vent DNA polymeras dochazi k syntéze pln€ extendovaného produktu jak v ptipad¢ reakce
s pfirozenymi dNTPs, tak v piipadé dNRTPs nesoucimi modifikaci (R = OMe, DOx, F, 2F). Dle
ptedpokladii z PAGE geli (obrazek €. 26 a €. 27, kapitola 4.5.1), namétené My DNA produktt
syntetizovanych pomoci Vent(exo—) DNA polymerasy potvrdily pfitomnost produktii 32DNA,
32DNA_COMe¢ 3 32DNA CPO% yznikajicich netemplatovou adici dTMP.
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4.5.2. Studium vlivu modifikace na strukturu DNA metodou cirkularniho
dichroismu

Pro studium vlivu modifikace metodou cirkularniho dichroismu (CD) byly pfipraveny vzorky

ve stejném méfitku jako na méteni molekulové hmotnosti s KOD(exo—) DNA polymerasou a

templatem Temp31°N. SloZeni reakénich smési je zapsano v tabulce ¢. 15., v kapitole 4.5.1.

CD spektra studovanych nukleosid trifosfati maji negativni a pozitivni maxima v oblasti
~245 nm a ~266 nm porovnatelné intenzity (obrazek ¢. 32). Tento prib¢h je charakteristicky

pro B konformaci DNA [62].

— J10NA
JDNA COMe
310NA_CDox

— J1IDNA_AF

— JM1ONA_A-2F

Ae

200 220 240 260 250 300 k.1 o

vinova détka(nm)

Obrdzek 32: Porovndni CD spekter piirozené a modifikované DNA. Kiivky jednotlivych DNA s modifikaci a pfirozené
DNA jsou oznaceny riznymi barvami. Na vodorovné ose je vynesena vinovd délka (A) v hodnotdch od 200 nm do 340 nm

a na svislé ose je vynesena diferencidini moldrni extinkce (4g).

Pozorované spektralni zmény ve spektralni oblasti 300-320 nm jsou zfejmé disledkem
ptitomnosti modifikaci v primdrni struktufe nukleotidi. Porovnanim tvaru kiivek vyplyva, ze
vSechny Ctyf1 modifikace (OMe, DOx, F, 2F) maji mirny vliv na prostorovou strukturu DNA,
ale z celkového hlediska nedochazi ke zméné konformace DNA a vSechny modifikované DNA,

obdobné¢ jako piirozend DNA, zaujimaji B konformaci.
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4.5.3. Studium vlivu modifikaci DNA na teplotu denaturace

Pro porovnani denatura¢nich teplot pfirozené a modifikované DNA bylo nutné nejprve vzorky
studovanych DNA pfipravit opét v semi-preparativnim méfitku s KOD(exo—) DNA
polymerasou a templatem Temp31°N (tabulka &. 15, kapitola 4.5.1) a pak nafedit tak, aby

vykazovaly stejnou hodnotu absorbance.

Tabulka 17: Teploty denaturace prirozené DNA, modifikované DNA a rozdil mezi nimi (4T).

dsDNA Teplota denaturace [°C] AT [°C]
31DNA 78,5 ---
31DNA COMe 79,5 0,25
31DNA_CPo* 77,5 -0,25
31DNA Af 78,8 0,08
31DNA A%F 78,9 0,10

__ Tm (modifikované DNA)— Tm (piirozené DNA)
n

AT

; 1 =4 (pocet modifikaci) (rovnice ¢. 4.1.)

Na zaklad¢ experimentalnich dat tykajicich se teploty denaturace (tabulka ¢. 17) modifikované
DNA a jejiho porovnani s teplotou denaturace ptirozené DNA lze konstatovat, ze zavedeni
modifikovanych bdzi nevede k vyrazné zméné teploty denaturace, coz naznacuje, ze tyto
modifikace zasadnim zplisobem neovliviiuji stabilitu dvousroubovicové struktury. Pro ovéteni
a potvrzeni ziskanych vysledkli a vzhledem k odchylkam pii méteni by bylo vhodné provést

opakovani daného experimentu za stejnych podminek.
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5. Diskuse

Cilem této bakalaiské prace byla syntéza dvou modifikovanych nukleosid trifosfati, konkrétné
dCPOTP a dA’FTP, a jejich aplikace pii studiu enzymové syntézy prostiednictvim metod
extenze primeru (PEX) a polymerasové fetézové reakce (PCR). Benzodioxolova (DOx)
modifikace byla navdzana do pozice 5 u cytosinu a difluorfenylovd (2F) do polohy 7 u
7-deazaadeninu pomoci Sonogashira cross-coupling reakce. Syntetizované nukleosid trifosfaty
byly charakterizovany metodou NMR a pomoci hmotnostni spektrometrie. Vytézky po
cross-coupling reakci a néasledném c¢isténi flash chromatografii se pohybovaly kolem 40 %
a vytézky po nasledné trifosforylaci se pohybovaly kolem 20 %. Nizsi vytézek cross-coupling
reakce je prisuzovan jen cCasteCnou konverzi na produkty a néslednym Ccisténim flash
chromatografii. Niz8i vytézek fosforylacni reakce je vétSinou zplisoben moznou piitomnosti
vlhkosti, ktera inaktivuje fosforylacni ¢inidlo POCI3, ale také ¢astecnou hydrolyzou trifosfatt
béhem zpracovavani a béhem HPLC separace. Tyto vytézky, respektive izolovand mnozstvi

dCPO*TP a dA?'TP, jsou nicméné dostacujici pro potiebné biochemické experimenty.

Za celem rozsifeni této studie a komplexnéjsi analyzy vlivu elektronovych efektti modifikaci
na nukleobazich byly k vySe uvedenym modifikovanym nukleotidim doplnény dalsi dva
trifosfaty. Spolu s dCPO*TP, jenz piedstavuje trifosfat s elektron-donorni substituci, byl zarazen
také  trifosfit dCOMTP  nesouci methoxyfenylovou skupinu. Pro reprezentaci
elektron-akceptornich modifikaci byl do studie kromé& dA?"TP, dale zahrnut trifosfat dA*TP

nesouci monofluorfenylovou skupinu.

Z transformovanych bun¢k E. coli BL21-Al byla exprimovana KOD(exo-) DNA polymerasa.
Tento kmen bunék je hojné vyuzivan pro expresi rekombinantnich proteind, zejména z divodu:
(a) indukce exprese pomoci IPTG, umoziujici pfesnou kontrolu nad produkci proteinu (b) diky
genetickym Upravam ma nizkou Uroven vlastni exprese, zvySujici vytéZnost rekombinantniho
proteinu. KOD(exo—) DNA polymerasa byla uspéSn€¢ exprimovana jako fuzni protein

s ptipojenym His-tag, coZ umoznilo jeji ispéSnou separaci pomoci afinitni chromatografie.

Utinnost KOD(exo—) a dal§ich étyt termostabilnich DNA polymeras — KOD, KOD XL, Vent
a Vent(exo—), byla nejprve testovana metodou PEX s vyuzitim dvou rizné dlouhych templata.
Templat o délce 19 nukleotidd, u které¢ho dochézi k inkorporaci pouze jedné modifikované baze
a dale templat o délce 31 nukleotidl, u kterého byly inkorporovany c¢tyfi modifikace do
vznikajiciho vlakna. Pfi této syntéze doslo ke vzniku pIné€ extendovanych produkti nesouci

modifikaci u ¢tyt DNA polymeras — KOD(exo—), KOD XL, Vent a Vent(exo—). Z analyzy
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PAGE gelt bylo patrné, Zze tyto DNA polymerasy inkorporuji modifikované nukleobaze se
stejnou ucinnosti jako pti pouziti pfirozenych dNTPs. Tento vysledek byl nasledné potvrzen
pomoci hmotnostni spektrometrie. Vyjimka byla pozorovdana u KOD DNA polymerasy, kde
nedochazelo k syntéze pln¢ extendovaného produktu ani pii pouziti pfirozenych dNTPs.
Moznym vysvétlenim by mohlo byt, ze KOD DNA polymerasa je spiSe konstruovana pro
amplifikaci dlouhych templati [63], coZ znamend, Ze jeji aktivita pfi enzymové syntéze
kratkych sekvenci miize byt niz$i, a to mize vést k neuplné amplifikaci nebo nizkému vytézku

produktu.

Metodou PCR byla testovdna inkorporace piirozenych dNTPs i modifikovanych dNRTPs
(R =0Me, DOx, F, 2F) za pouziti tii termostabilnich DNA polymeras, konkrétné¢ KOD(exo—),
KOD XL a Vent(exo—). U vSech DNA polymeras doslo k syntéze produktu i za pouziti
modifikovanych dNRTPs, av$ak sniz$i uéinnosti nez v piipadé syntézy pfirozené DNA.

Vzhledem k tomu, Ze u PCR dochdzi k amplifikaci jiZ modifikovaného vlakna, miZe byt cteni

Vv

Templat o délce 31nt byl pouzit pro syntézu jak ptirozené 31DNA, tak modifikovanych
31DNA_COMe¢ 31DNA_CPO* 31DNA_AF, 3IDNA_A®F ve vétsim méfitku pro méfeni pomoci
CD a stanoveni teploty denaturace. Analyza metodou CD prokazala zachovani B konformace
u vSech testovanych DNA nesouci jak dvé elektron-donorni (OMe, DOx), tak dvé
elektron-akceptorni (F, 2F) modifikace. CoZ je v souladu s pfedchozi studii provedenou ve
skupiné¢ prof. Hocka, prokazujici, Ze i1 hypermodifikovana forma DNA si zachovava
charakteristickou B konformaci [25]. Ze stanovenych teplot denaturace (Tm) modifikovanych
DNA a jejich porovnanim s ptirozenou DNA Ize usoudit, Ze nedochazi k zddné vyrazné¢ zméné
vlivem modifikaci. Pro ziskani optimalnich vysledkli by bylo zapotiebi dany experiment za

danych podminek zopakovat.
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6.7aver

Byly pfipraveny dva 2°‘-deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci benzodioxolovou a
difluorfenylovou modifikaci (dCP°*TP, dA?TP) v dostadujicim mnoZstvi pro nasledné

enzymov¢ studie.

Byla 1spé$né exprimovana termostabilni KOD(exo—) DNA polymerasa z

transformovanych bun€k E. coli BL21 — AL

Metodou PEX byly syntetizovany produkty pfirozenych a modifikovanych DNA o délce
19- a 31nt za vyuziti &ty modifikovanych dNTPs (dCP°*TP, Dc®MeTP, dAFTP, dA** TP) s
peti termostabilnimi DNA polymerasami, z ¢ehoz ¢tyfi z téchto DNA polymeras se ukdzaly
byt vhodné pro u¢innou syntézu plné extendovanych produkti. Zaroven doslo k inkorporaci
modifikovanych dNRTPs (R = OMe, DOx, F, 2F) metodou PCR u tfech testovanych
termostabilnich DNA polymeras.

Byla stanovena molekulova hmotnost pfirozené a modifikované DNA o délce 19- a 31nt.
Metodou cirkularniho dichroismu bylo potvrzeno, ze modifikace nemaji vliv na sekundérni
strukturu DNA zachovavajici stdle B formu. Bylo dokazano, Ze ptitomnost modifikaci

zasadnim zpiisobem neovliviiuje teplotu denaturace DNA.
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