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Abstrakt:

Prace se tykd mikroRNA (miRNA), coz jsou kratké fetézce RNA, které svou
vazbou na cilovou mRNA molekulu reguluji expresi genetické informace. Vzniklé
komplexy miRNA a mRNA maji zpravidla podobu netplného duplexu, kde jsou
kratké useky Watson-Crickovych bazovych parii piferuSovany vnitinimi smyckami,
nekomplementarnimi pary nebo vydutémi.

Obsahem prace je studium vlivu anomalnich strukturnich ttvart, vnitini smycky
a vyduté, na strukturni stabilitu komplexu tvofeného miRNA oznacované Let7 s jejim
cilovym usekem LCSI na mRNA /in-41 z Caenorhabditis elegans.

Reseni prace spocivalo ve zméfeni teplotnich zavislosti UV absorp&nich spekter
smésnych roztokii vySe uvedenych RNA sekvenci a jejich mutovanych analog
a v analyze spektralnich zmén pomoci metody singularniho rozkladu a naslednym
fitovanim s pouzitim termodynamického modelu. Vysledkem jsou urcené
termodynamické charakteristiky komplexii a spektralni zmény spojené se zvySenim

teploty komplexu a s jeho rozpadem.
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Abstract:

The bachelor thesis concerns microRNA (miRNA), short RNA molecules that
mediate post-transcriptional regulation of gene expression by binding to a target
mRNA. They usually form extended duplexes consisted of short tracks of
Watson-Crick basepairs separated by internal loops, mismatched pairs, or bulges.

The thesis represents a study of the effect of structural anomalies, the internal loop
and the bulge, on the structural stability miRNA Let7 complex with its target LCS/
sequence at mRNA /in-41 from Caenorhabditis Elegans.

The task was solved by recording temperature dependent UV absorption spectra of
solutions containing mixtures of the mentioned above RNA sequences and their
mutated analogs, analysis of the spectral changes by using a singular decomposition
method followed by fitting to a thermodynamic model. The determined
thermodynamic characteristics of the complexes and spectral changes caused by

a temperature increase or the complex dissociation are the outcome of the work.
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Uvod

MikroRNA (miRNA) jsou specidlni kratké fetézce RNA, které svou vazbou na
cilovou mRNA molekulu reguluji expresi genetické informace na stupni translace.
Vzhledem k této své funkci jsou povazovany za vyznamnou soucast bunécnych
procest, a to 1 z hlediska diagnostickych ¢i terapeutickych aplikaci. Proto jsou fetézce
miRNA jiz od svého objeveni a popisu v 90. letech cilem mnoha biolékarskych
vyzkumti. Nemén¢ dulezity je vSak i vyzkum zaméfeny na fyzikalné-chemické
vlastnosti tvorby komplexii miRNA a mRNA. Tyto komplexy maji totiz zpravidla
podobu netplného duplexu, kde jsou kratké tseky Watson-Crickovych bazovych part
preruSovany vnitinimi smyckami, nekomplementarnimi pary nebo vydutémi. Studium
termodynamické stability komplexti umoziuje dosdhnout nejen hlubsiho pochopeni
vlivu strukturniho uspotfadani komplexu na jeho stabilitu, ale pfinasi i nové informace
o celkovém mechanismu tvorby téchto vazeb.

Néplni prace bylo studium vlivu anomaélnich strukturnich utvardi na strukturni
stabilitu komplexu tvofeného miRNA oznaCované Let7 s jejim cilovym usekem LCSI
na mRNA /in-41 z Caenorhabditis elegans s cilem rozsifit a kompletovat souc¢asné
vysledky studia interakce. Let7 a LCS! spolu vytvateji neuplny duplex, ktery kromé
17 komplementarnich parti obsahuje vnitini smycku a vydut. Re$eni prace se opira
o zméfeni teplotnich zavislosti UV absorpcnich spekter smésnych roztok téchto RNA
sekvenci a jejich mutovanych analog a o podrobnou analyzu teplotné indukovanych
spektralnich zmén.

Samotna prace zaina teoretickymi kapitolami (prvni aZ ctvrtd) vénovanymi
nukleovym kyselindm, zejména miRNA a jeji roli v regulaci genové exprese, a dale
vztahim dulezitym pro popis interakce latky s optickym zafenim a metodami
zpracovani experimentalnich dat.

Vysledkiim experimentalni prace a jejich nasledné diskuzi se vénuji kapitoly pét
az sedm. Jsou zde popsan¢ detaily ptipravy vzorkl a provadénych méfeni; dale jsou
uvedené vysledky méteni teplotnich zéavislosti UV absorpce samostatnych RNA
vlaken a jejich smési analyzované pomoci metody singularniho rozkladu. Vysledky
méfeni smési byly nasledné vyhodnoceny fitovanim naméfenych dat pomoci
termodynamického modelu, coz umoznilo urcit termodynamické parametry
charakterizujici jednotlivé komplexy, spektralni zmény zpisobené rozpadem
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komplexu i zmény ve spektru komplexu vyvolané zvySenim teploty. Tyto vysledky
jsou diskutovany spolecné s vysledky dosazenymi vramci neddvno obhajené

diplomov¢ prace, jez tato prace dopliuje.



1 Nukleové Kkyseliny

Nukleové kyseliny jsou dlouhé, nevétvené polymery sestavajici z monomernich
jednotek, nukleotidil, vzajemné navéazanych kovalentnimi fosfodiesterovymi vazbami.
Jsou zodpovédné za uchovavani a pienos dédicné informace a umoznuji produkovat
funk¢ni biomolekuly. V zivych organismech se vyskytuji dva typy nukleovych kyselin
srozdilnym  chemickym slozenim: deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
a ribonukleové kyseliny (RNA) (Bruce et al. 2002).

1.1  Struktura DNA a RNA

Pti déleni buniky dochéazi k prenosu genetické informace do dcefinych bunék.
Nositelem dédi¢né informace je molekula DNA uvnitt jadra buiiky. DNA je nezbytna
pro vyvoj organismu a je schopna ptesné replikace (Bruce et al. 2002; Saenger 1984).

DNA je tvofena dvéma vlakny tvaru Sroubovice, ob¢ vldkna se staci kolem stejné
osy a jsou vzajemné opacné orientovand. Kazdé vldkno je tvoteno sekvenci nukleosidt
propojenych fosfodiesterovou vazbou na 3° a 5° uhliku cukru f-D-deoxyribosy.
Nukleosid je kromé cukerné slozky s furanosovou cyklickou strukturou tvoten jeste
dusikatou bazi, pficemz u DNA se baze orientuji dovnitf vlakna a fosfaty spolecné
s cukrem vytvati vnéj$i cukr-fosfatovou kostru (Watson, Crick 1953).

K udrzeni dvousSroubovicové struktury dochazi diky interakcim mezi dusikatymi
bazemi. Baze maji planarni strukturu a jejich vzajemné interakce jsou vlivem
vodikovych mistka velmi specifické — dochdzi ke komplementarnimu parovani bazi
a to vzdy mezi purinovou a pyrimidinovou bazi. V DNA se majoritné vyskytuji ¢tyfi
baze, derivaty purinu adenin (A), guanin (G) a derivaty pyrimidinu cytosin (C),
thymin (T). K parovani dochazi mezi A, T a mezi G, C. Vlivem parovani je vzdy
v dané dvousSroubovicové struktuife DNA zachovan pomér komplementarnich bazi,
zaroven je sekvenci bazi jednoho fetézce urena sekvence na fetézci druhém, coz tvofi
zakladni princip mechanismu pro pfenos genetické informace (Watson, Crick 1953).

RNA se od DNA lisi jak primarni strukturou, kdy cukernou slozkou RNA je ribosa
anamisto thyminu se mezi jeji dusikaté baze fadi uracil (U), tak strukturou sekundérni.
RNA se nejcastéji vyskytuje ve formé jednoduchého vldkna, které miZe navazovat
samo na sebe a vytvaret tak rizné smycky, vlasenky a vyduté. Délka RNA je mnohem
krat$i nez DNA. Funkce RNA spocivd zejména v genové expresi, kdy mRNA

(messenger RNA) zjaderné DNA pienasi informaci o struktufe proteinti, rRNA
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(ribozomalni RNA) se ucastni tvorby ribozomi, kde dochdzi k syntéze proteint,
asamotny vznik proteinu v ribozomech piiklddanim aminokyselin fidi tRNA
(transferova RNA). Nemén¢ vyznamny je podil RNA na regulacich translaci (Bruce
et al. 2002; Saenger 1984).

Chemickou strukturu dusikatych bazi, sekvenci RNA nukleotidi a schéma

dvousroubovicové struktury DNA uvadime na obr. 1.
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Obrazek 1. A. Dusikaté baze — adenin (A), guanin (G), cytosin (C), uracil (U), thymin (T);
B. Cast RNA, kde je sekvence dusikatych bazi A, G, U, C navazana na 1° uhlik ribosy.
Ribosy jsou vzajemné propojeny fosfodiesterovymi vazbami na 5¢ a 3¢ uhliku cukru.
Smér vzniklého retézce od 5° k 3¢ konci ukazuje Sipka; C. Schéma struktury DNA
dvousroubovice. Vyznacena je opacna orientace vlaken, jeZ se staci kolem spole¢né osy.
Vné dvousroubovice je cukr-fosfatova kostra, uvniti dochazi k parovani bazi A-T a C-G.
Upraveno dle (Saenger 1984).

smér fetézce




1.2 Genova exprese

Cast DNA, jez koduje urcity protein, se nazyva gen. Pfesun genetické informace
z genu jaderné DNA do ribozomu zakonceny syntézou proteini nazyvame genovou
expresi. Tento proces ma dva stupné — transkripci a translaci. Pribéh genové exprese

popisuje centralni dogma molekularni biologie, jehoz schéma uvadime na obr. 2.

replikace

CDNAtranskripce RNA translace pro tein

Obrazek 2. Centralni dogma molekularni biologie

Transkripce je déj, pfi kterém je enzymem RNA polymerasou nasyntetizovano
RNA vldkno komplementarni k pfisluSnému useku v kodujicim vldknu DNA,
tzv. primarni transkript. V eukaryotnich butikdch prochézi transkript procesem zrani
ajadro builky opousti az zrald, maturovana forma, tzv. messenger RNA (mRNA)
(Bruce et al. 2002).

Proces, pfi kterém je vyuzivéna informace z mRNA k syntéze proteint, nazyvame
translace. Translace probiha v ribozomech. Pomoci tRNA dochazi k ptepisu sekvence
nukleotidll na sekvenci aminokyselin (Bruce et al. 2002).

Nukleotidy v mRNA jsou ¢teny po trojicich zvanych kodony, pficemz kazdy
kodon odpovida urcité aminokyseling. Pro ¢tyfi mozné dusikaté baze existuje celkem
64 moznych kodonl.. Koédovanych aminokyselin je 20, z ¢ehoz vyplyva, Ze jednu
aminokyselinu mize kodovat vice kodond. K prepisu nukleotidi na sekvenci
aminokyselin doch4zi navazanim tRNA na kodony v mRNA, kdy na jedné Casti tRNA
je navazana aminokyselina a na jiné ¢asti je tzv. antikodon, ktery je komplementarni
k ptislusnému kodonu. Jednotlivé aminokyseliny jsou navazovany na konec
vznikajiciho polypeptidového fetézce. Syntéza proteinu konci po navazani posledniho,
tzv. stop kodonu (Bruce et al. 2002). Schéma kodonti tvofenych trojici nukleotidl a jim
odpovidajici aminokyseliny uvadime na obr. 3.

K ptenosu dédi¢né informace pifi vzniku novych bun€k dochazi replikaci
dvousroubovice DNA. Replikace zacina lokalni separaci dvou jejich
komplementarnich vldken, kdy ob& oddélend vldkna jsou zdrojem stejné informace pro
nové vznikajici komplementarni sekvenci. Z pivodni DNA dvousroubovice tak

vznikaji dv¢ identické dcefiné DNA dvousroubovice (Bruce et al. 2002).



druhy nukleotid

U C A G
Phe Ser Tyr Cys |U
U Phe Ser Tyr Cys |C
- Leu Ser STOP | STOP | A -
e Leu Ser STOP Tip |G| 5
§ Leu Pro His Arg | U 8
.hsd - Leu Pro His Arg | C| T
= Leu Pro Gln Arg | A a
= Leu Pro Gln Arg |G|\
e, Ile Thr Asn Ser |U| 2
& A Ile Thr Asn ser |c| *©
Ile Thr Lys Arg | A
Met Thr Lys Arg |G
Val Ala Asp Gly |U
G Val Ala Asp Gly |C
Val Ala Glu Gly |A
Val Ala Glu Gly |G

Obrazek 3. Tabulka trojic nukleotida
aminokyselinu je urcujici poradi nukleotidi. Syntetizovany protein zacina vzdy
kodonem AUG pro methionin (Met) a kon¢i jednim ze tfi stop kodoni. Kodovani
probiha smérem od 5¢ k 3° konci mRNA. Upraveno dle (Voet et al. 1995).

kédujicich aminokyseliny. Pro kaZdou



2 MikroRNA

MikroRNA (zkracené miRNA) jsou kratké jednovlaknové tetézce nekodujici
RNA, které prostiednictvim vazby na cilovou mRNA post-transkripcné reguluji
genovou expresi, a tak se ucastni fady fyziologickych procesi dilezitych pro vyvoj
organismu, od rostlin az po zivoCichy vcetné ¢lovéka. Odhaduje se, ze v lidském
genomu je vyuzitim miRNA regulovano pfes 60% gent kddujicich proteiny
(Catalanotto et al. 2016). Taktéz byla popsana miRNA jako signalni molekula, jejiz
funkci je zprostiedkovavani mezibunééné komunikace. Rovnéz byla nalezena piima
souvislost mezi nespravnou expresi miRNA a patologickymi onemocnénimi, napf.
svalovou dystrofii, diabetem ¢i mnoha typy rakoviny, z ¢ehoz vyplyva vyuziti miRNA
jako potencidlniho biomarkeru onemocnéni (Catalanotto et al. 2016; O’Brien et al.

2018).

2.1 Historie objevu miRNA

miRNA byla poprvé popsana v 90. letech tymy V. Ambrose a G. Ruvkuna, jez
sledovaly geny lin-4 alin-14 u modelového organismu Caenorhabditis elegans
(hadd’atko obecné). Oba uvedené geny se podileji na regulaci prechodu vyvojovych
stadii C. elegans, a to tak, Ze gen /in-4 produkuje kratké nekodujici RNA fetézce, které
vazbou na gen /in-14 zabrani jeho translaci v protein (Lee et al. 1993; Wightman et al.
1993). V roce 2000 byl popsan dalsi typ miRNA, let-7, jeZ se vazbou na mRNA /in-41
podili na vyvoji organismu nejen u C. elegans, ale i u dal$ich druhti organismi véetné
¢lovéka (Reinhart et al. 2000; Paquinelli et al. 2000). Od té doby bylo objeveno
a popsano velké mnoZzstvi miRNA v riznych organismech. V soucasnosti, v posledni
verzi 22.1 vydané v fijnu 2018, databaze miRBase (Griffiths-Jones et al. 2006),
shromazd’ujici vSechny publikované miRNA sekvence, obsahuje pro 271 druh
organismil 38 589 vlasenkovych prekurzorii a 48 860 maturovanych miRNA, z toho
1917 prekurzorii a 2564 maturovanych sekvenci nalezi clovéku (Kozomara et al.

2019).

2.2 Nazvoslovi

Systematické ndzvoslovi, jez je mimo jiné¢ dodrzovano i databazi miRBAse, bylo

ustanoveno témeéf na pocatku existence tohoto oboru a jedinou vyjimku



v pojmenovavani tvofi z historickych divodi miRNA [lin-4, -14, -41 a let-7.
Nézvoslovi ma tfi ¢asti — pfedponu, vnitini ¢ast a ¢iselnou piiponu.

Tiipismenna predpona vyjadiuje druh organismu, napt. Asa pro Homo sapiens Ci
cel u C. elegans, vnitini Cast urCuje, zda se jedna o maturovanou formu, kdy nabyva
tvaru miR, nebo o formu prekurzoru, potom je pouzivan tvar mir. Velikost ¢iselné
ptipony zpravidla odpovida poradi objeveni a popisu, tedy napi. po objeveni a popisu
miR-129 bude nasledovat miR-130, pficemz v piipad¢ existence dvou sekvenci
z jednoho prekurzoru piifazujeme k ¢iselné piiponé jesté koncovku tvaru -5p nebo -3p,
podle toho, z které¢ho konce prekurzoru maturovana forma pochézi. U ¢iselné ptipony
dale rozlisujeme ortologni, paralogni sekvence a stejné sekvence maturované miRNA
pochazejici z rizného prekurzoru (Griffiths-Jones 2004).

Ortologni sekvence jsou takové, jeZ maji velmi podobny nebo stejny tvar, ale
pochazi z riznych druhti organismi. Dle pravidel nazvoslovi jim pfifazujeme stejné
¢islo, napt. miRNA Asa-miR-101 u Clovéka a mmu-miR-101 u mysi. Pokud jsou
sekvence velmi podobné a v rdmci jednoho druhu se 1isi v jedné nebo dvou pozicich,
tikame, ze tyto sekvence jsou paralogni, a tuto vlastnost rozliSujeme malym pismenem
za &iselnou piiponou, napt. mmu-miR-10a a mmu-miR-10b. Ciselnou koncovkou tvaru
dme-mir-281-1 a dme-mir-281-2 u Drosophila melanogaster (octomilka obecnd)
rozliSujeme rizny prekurzor, ktery vede ke stejné sekvenci maturované miRNA
(Griffiths-Jones 2004).

Popsané nazvoslovi je platné u zivocichl a ¢loveka, v pfipadé miRNA u rostlin
a virt dochazi k mirnym odli$§nostem, napt. ve velikosti pismen ve vnitini ¢asti nazvu

(Griffiths-Jones 2004).

2.3 Biosyntéza

miRNA je kodovana z DNA sekvenci RNA polymerazou IVIII do formy
primarnich transkriptd, pri-miRNA, jez jsou dale Stépeny do forem prekurzord,
pre-miRNA, obsahujicich kolem 70 nukleotid uspotfadanych do vlasenkové struktury
(Catalanotto et al. 2016). Stépeni probiha v bunééném jadie za ucasti proteinu DGCRS
vazajiciho se na dvouvldknovou RNA a enzymu ribonukleazy III Drosha, jez jsou
soucasti vétSiho proteinového komplexu, tzv. ,,microprocessor complex‘. Nasleduje
pfesun do cytoplasmy vyvolany proteinem exportinem 5 za ucasti proteinového

komplexu Ran-GTP, odstépeni vlasenky endonukledzou Dicer a vznik zralé,



maturované miRNA o délce asi 22 nukleotidli. Tato miRNA je dvouvlaknova. Jedno
z vladken, tzv. ,,quide”, nové vzniklého duplexu za interakce se skupinou proteind
z rodiny Ago (Argonaut) formuje miRNA-proteinovy komplex, RISC (,,RNA-induced
silencing complex®), zatimco druhé vldkno, tzv. ,passenger”, je eliminovano.
Takovyto pribéh biosyntézy miRNA nazyvame kanonicky a vzhledem k ostatnim
moznym biosyntézam je dominantnim procesem (O’Brien etal. 2018). Prabch
kanonické biosyntézy a nasledné genové exprese priblizuje schéma na obr. 4.

K nekanonické biosyntéze miRNA dochézi v mnohem mensi mife, v podstaté se
jednd o zdménu poradi proteinii Drosha, Dicer, exportin 5 a Ago ucastnicich se

kanonické biosyntézy (O’Brien et al. 2018).

/N7
l Transkripce
3' Cepicka

DGRCS Cytosol
—mi ) Pre-miRNA
Ran-GTP
Expo-5

miRNA/MIRNA* duplex

] ~
— i

Identifikace cile i )
a jeho regulace Cilova mRNA Mlaturovany
¢ miRNA-Ago
Lilinaiield (n) komplex

‘ Metabolismus

Bunééna proliferace a apoptoza
Vznik a vyvoj onemocnéni

Regulace genoveé exprese

Obrazek 4. Biosyntéza a genova exprese miRNA, upraveno dle (Hirabara et al. 2012)

2.4 Regulace genové exprese

K regulaci genové exprese dochazi navazanim miRNA-proteinového komplexu

RISC prostfednictvim vldkna miRNA na cilovou mRNA. Mechanismy, diky nimz



tento proces miZe nastat, jsou riznorodé¢ a siln€ zavislé na mife komplementarity mezi
bazemi miRNA a mRNA (O’Brien et al. 2018).

Pokud je vazba miRNA na mRNA témér komplementarni, coz nastava zpravidla
u bungk rostlinného ptivodu, dochazi k odstépeni mRNA pomoci Ago proteinu z RISC
komplexu a jeji nasledné degradaci. Jestlize vazba miRNA:mRNA obsahuje vydutg,
vnitini smycky ¢i nesparované baze, a tedy neni zcela komplementarni, pak je St€peni
mRNA zabranéno a je nahrazeno inhibici translace mRNA. Zprostfedkovatelem
tohoto procesu, dominantnéjSiho u zivocisnych bunék, je opét komplex RISC, ktery se
prostiednictvim miRNA navaze na oblast 3’UTR (,,untranslated region“) mRNA

vlakna (Humphreys et al. 2008).

2.5 Rozdéleni miRNA

Uspotadani miRNA do rozdilnych skupin, tzv. miRNA rodin, je provadéno na
zakladé¢ maturovanych miRNA, jejich sekvence ¢i struktury pre-miRNA. V rdmci
jedné rodiny mtize byt zachovana jak celkova sekvence maturované miRNA, tak pouze
tzv. ,,seed region®, ktery je situovan na pozici 2. - 8. nukleotidu maturované miRNA.
TaktéZ byla popsana souvislost mezi miRNA naleZejici k jedné rodiné a jejich
lokalizaci kolem genii zapojenych do infekéniho, imunitniho i senzorického systému
¢1 patologickych onemocnéni, takZe je zjevné, Ze miRNA z jedné rodiny zastavaji
podobnou funkci v rozdilnych biologickych procesech napii¢ vS§emi druhy organismi

(Kamanu et al. 2013).

2.6 Let-7

Let-7 patii mezi nejvyraznéj$i miRNA rodiny, poprvé byla popsana u modelového
organismu C. elegans v souvislosti s jeho vyvojovymi stadii. V soucasnosti (tj. k fijnu
2018) databaze miRBase uvadi 401 sekvenci naleZejicich do této rodiny napti¢ vSemi
druhy, u cloveka je jich popsano 12 — let-7a-1, 7a-2, 7a-3, 7b, 7c, 7d, 7e, 7f-1, 7f-2,
7g, 7i a miR-98 (Griffiths-Jones et al. 2006).

Rodina let-7 se podili na regulaci mnoha bunéénych procesii a je spojena
s proliferaci a diferenciaci bunék, Ucastni se naptf. embryonalniho ¢i mozkového
vyvoje, kde prokazateln¢ dochazi k nartistu exprese let-7 (Boyerinas et al. 2010; Wang
etal. 2012). Klasicky a dominantni mechanismus, kterym /e#-7 reguluje expresi, je dan
jeho navazanim na 3’UTR cilové mRNA, coz zpisobuje inhibici translace nebo

degradaci mRNA (Boyerinas et al. 2010; Humphreys et al. 2008).
10



V mnoha vyzkumech bylo poukdzdno na spojitost nespravné regulace let-7
s vyskytem a vyvojem rakoviny (Wang et. al 2012), exprese let-7 je v piipade vyskytu
a vyvoje rakovinnych bunék vzhledem ke zdravym bunkdm ve vétSin€ pripada
snizena. Byla popsdna spojitost mezi nizkou hladinou né€kterého ze Clent let-7 rodiny
a typem rakoviny, napt. snizeni hsa-let-7a souvisi s vyvojem rakoviny prsu, plic,
melanomu ¢i pankreatu (Boyerinas et al. 2010). Let-7 se tedy ucastni bunécéné
diferenciace a proliferace nejen u zdravych, ale i rakovinnych bunék, jejichz vznik
a rozvoj zpravidla inhibuje, proto je povazovana za nadorovy supresor (Wang et al.
2012). K inhibici dochazi navdzanim let-7 na cilovou mRNA onkogent, kdy hlavnim
cilem miRNA /et-7 je onkogen RAS, jehoz mutace stoji za vznikem mnoha druht
rakoviny, ¢i napi. onkogen HMGA2, zodpovédny za vznik nadorG béhem
embryonalniho vyvoje. Roli let-7 jako nadorového supresoru potvrzuje mimo jiné
experiment, kdy byl rist nadoru plic u mysi potlacen inhibici RAS genu pomoci let-7g
(Boyerinas et al. 2010; Wang et al. 2012).

Nicméné Cleny rodiny let-7 nelze povazovat za nddorovy supresor za vsech
okolnosti, v nékterych ptipadech vyskytu rakoviny bylo pozorovéno i zvyseni hladiny
let-7 v buiice. V soucasné dob€ neni znamo, jakym zplisobem k této rozdilné funkci
let-7 dochazi, zda jednotlivi ¢lenové rodiny mohou zastavat vice funkci v ramcei jedné
buiiky, nebo je-li typ regulace a tedy i funkce let-7 podfizena danému prosttedi, takze
se funkce jednotlivych let-7 vyviji v zavislosti na ném. Vzhledem ke spojitosti /let-7 se
vznikem a vyvojem nadoru a jejich suprese 1 k moZnému zapojeni do klinické praxe
vSak nabyva znalost pritbé¢hu regulace let-7 a jejich pfic¢in na stale vétSim vyznamu,
proto je cilem stale vétSiho poctu vyzkumt (Boyerinas et al. 2010; Wang et al. 2012).

Zména v expresi miRNA /et-7 tedy zplisobuje normalni, ale 1 abnormalni reakce,
proto v burice existuji regulacni cykly, jejichZ ukolem je udrZeni stabilni hladiny let-7
v bunice regulaci v jednotlivych fazich jeji biosyntézy. Byly popsany dva proteiny
Lin28 a Lin28B, jez blokovaly vyvoj miRNA /et-7. Na vyznamnou spojitost téchto
proteind s /et-7 ukazuje i to, zZe jsou oba zapojeny do vyvoje kmenovych a zarode¢nych
bunck vcetné bun€k nadorovych, stejné jako ¢lenové rodiny let-7 (Boyerinas et al.
2010; Wang et al. 2012).

Velky terapeuticky potencial let-7 pro 1écbu raznych patologickych onemocnéni
prameni také ze zji$téni, Ze ubytek let-7 zvySuje rezistenci na ur¢ita chemoterapeuticka

1é¢iva a ionizujici zéfeni, napf. byla nalezena spojitost mezi expresi let-7i a citlivosti
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¢i dokonce rezistenci na jisty druh chemoterapeutického 1é¢iva, pficemz mechanismus
tohoto procesu neni pfimo znamy (Boyerinas et al. 2010).

Jak vyplyva z vySe uvedeného, rodina miRNA /et-7 hraje vyznamnou roli v celé
fad¢ bunécnych funkci, coz z ni ¢ini nejen zajimavy predmét védeckého vyzkumu, ale
1 uziteny nastroj klinické praxe, takze si velkou pozornost udilenou z fad odborné

vetejnosti jisté zaslouzi.
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3 Spektroskopie

3.1 Molekularni opticka spektroskopie

Molekularni opticka spektroskopie studuje zavislost odezvy vzorku na spektralnim
slozeni dopadajiciho zéafeni, ¢imz zkouma strukturu energetickych hladin molekul.
Kazda molekula je charakterizovana konkrétnim vibra¢nim stavem, jenz je dan
rozlozenim, pohybem a vzdjemnymi interakcemi mezi nabitymi ¢asticemi tvoficimi
molekulu. Pfi interakci s optickym zafenim dochdzi k pfechodim mezi vibra¢nimi
stavy molekuly. Rozlisujeme tfi zadkladni druhy pfechodii, absorpci, stimulovanou
emisi a spontanni emisi, pficemz nejpravdépodobnéjsi je takovy prechod, pfi kterém
se energie fotonu shoduje s energetickym rozdilem AE dvou stacionarnich stavi
molekuly, mezi nimiz k ptechodu dochézi:

AE =E, —E,, (3.1)
kde Ej, E, jsou energie ptislusejici dvéma riiznym stacionarnim staviim (Prosser et al.

1989).

3.2 Spektrum elektromagnetického zateni
Energie fotonu souvisi s parametry elektromagnetického zafeni vztahem:

Cc
E=hv=h-, 3.2
v=hs (3:2)

kde h je Planckova konstanta, c rychlost svétla, v frekvence a A vinova délka
dopadajiciho zafeni (Prosser et al. 1989).

Elektromagnetické spektrum zahrnuje elektromagnetické zafeni vSech moznych
vlnovych délek, pficemz pro absorpcni spektroskopii je vyznamné optické zateni,
které se dale dé€li na infradervené zateni (IR) s vinovymi délkami 800 nm — 1 mm,
viditelné zateni (VIS) v intervalu 400 — 800 nm a ultrafialové zateni (UV) v rozmezi

10 — 400 nm (Voet et al. 1995).

3.3 Absorp¢ni spektroskopie

Absorpce je takovy dé€j, kdy dochazi k ptechodu molekuly z niz§iho do vyssiho
stavu za ztraty energie prochazejici elektromagnetické viny.

Pti prichodu elektromagnetické viny absorbujicim prostfedim dochazi ke snizeni
jeji intenzity, velikost Utlumu je charakterizovana propustnosti (transmitanci) T,

definovanou jako podil propusténého ¢ a dopadajiciho ¢, zafeni:
13



¢

T=—. (3.3)
bo
Zapornym logaritmem z propustnosti T definujeme absorbanci:
A=-logT = log%. (3.4)

Absorbance A4 je pfimo tmérna délce optické drahy L, kterou zatfeni musi v daném
prostfedi urazit, a po¢tu absorbujicich molekul, ktery je u roztokl charakterizovan
molarni koncentraci c latky:

A=¢cL. (3.5)
¢ je molarni extinkéni koeficient, coz je veli¢ina charakteristicka pro danou molekulu.

Meéfeni absorbance je nejpouzivangjsi metodou pro stanoveni absorpcnich spekter,
ktera ziskdme vynesenim zavislosti absorbance na vlnové délce zareni. Kazdé
absorp¢ni spektrum pfindsi informace o rezonancnich frekvencich a intenzitach
absorpCnich piechodt (Prosser et al. 1989).

Rozlisujeme dva druhy absorpéni spektroskopie slozitych molekul, elektronovou
a vibracni, kdy na zéklad¢ intervalu pouzitych vinovych délek dochézi k riznym
druhiim molekularnich ptechodi. Pro elektronovou absorpéni spektroskopii je
vyuzivano zéfeni z blizké IR, VIS nebo UV oblasti elektromagnetického spektra,
vibra¢ni absorp¢ni spektroskopie je spojena s IR zafenim (Prosser et al. 1989).

UV absorp¢ni spektroskopie je velmi u€inny néstroj pro pozorovani strukturalnich
zmén nukleovych kyselin a vykazuje velkou citlivost na parovani bazi a hyperchromni
efekt, proto patii mezi nejuzivanéj$i metody molekularni optické spektroskopie
(Saenger 1984). Pro nukleové kyseliny nastdvd maximum absorpce pii 260 nm (Voet
et al. 1995). Molarni extink¢ni koeficient nukleovych kyselin je zavisly nejen na

teploté, ale 1 sekvenci dané kyseliny ¢i jeji konformaci (Prosser et al. 1989).

3.4 Hyperchromni efekt

Pti  zahfivani nukleovych kyselin dochazi k postupnému oddélovani
komplementarné navazanych vldken, az dojde k uplnému rozpadu dvouvlaknové
struktury. Denaturace, jak tento proces nazyvame, je velmi dobie pozorovatelna pti
sledovani UV absorpéniho spektra nukleovych kyselin, protoze vlivem
denaturace prudce vzrista absorbance, jedna se o tzv. hyperchromni efekt (Voet et al.

1995).
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Nartst absorbance az o 40% nastava zejména prerusenim elektrickych interakci
mezi sousednimi dusikatymi bdzemi, nicméné ovliviuji ji 1 dalsi faktory jako
hydrofobni interakce, potadi nukleotidi, druh pouzitého rozpoustédla ¢i koncentrace
a pH roztoku (Saenger 1984, Voet et al. 1995).

Denaturace nukleové kyseliny vykazuje podobné vlastnosti jako tani
jednorozmérného tuhého télesa, proto zavislost absorbance na teploté nazyvame
kiivkou tani. Schéma kiivky tani uvaddime na obr. 5. Kfivka tani obsahuje specificky
bod, teplotu tani T,, (,,melting temperature*). Hodnota T, odpovida situaci, kdy je
pravé polovina z maximalniho mnozstvi komplextd denaturovdna, a je tak
charakteristickd pro vyjadfeni stability dané nukleové kyseliny. Pfi postupném
sniZzovani teploty jsou denaturované nukleové kyseliny schopny renaturace, tedy

opétovného spojovani komplementédrnich vldken (Voet et al. 1995).

Absorbance

Tm Teplota

Obrazek 5. Kiivka tani nukleové kyseliny s vyznacenou teplotou tani, upraveno dle
(Homolka 2018)

3.5 Absorp¢ni spektrometr

Jednotlivé absorpcni spektrometry se mohou liSit poctem pouzivanych paprskd,
rozsahem vilnovych délek ¢i pouzivanymi detektory. Pfi naSem méfeni jsme pouzivali
dvoupaprskovy UV/VIS spektrometr, proto se budeme dale zabyvat praveé jeho
popisem.

Zdroj zafeni tvoti Zarovka pro viditelné spektrum a deuteriova vybojka pro UV
oblast, k naslednému vybéru zafeni vhodné vlnové délky dochdzi vyuZitim
miizkového monochromatoru. Rozd¢€leni paprsku na dvé ¢asti provede deli€ paprskii,

kdy je jedna cast paprsku vedena do prostoru s kyvetou se vzorkem a druhd ¢ast na
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referencni kyvetu. Po detekci proslého zafeni je vystupni signal dale zpracovavan

pocitatovym programem (Prosser et al. 1989). Schéma usporddani pouzivaného

spektrometru uvadime na obr. 6.

Zdroj

Reference

%
1
%

Déli¢
svazku

-

Detektor

Mrizka
(monochromator)

>~
= 7

Vzorek

Detektor

Obrazek 6. Schéma dvoupaprskového spektrometru, pitevzato z (Homolka 2018)
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4 Metody zpracovani dat

4.1 Faktorova analyza

Faktorova analyza (FA) je vicerozmérna statistickd metoda, jejimz pouzitim
dochazi k redukci souboru experimentalnich dat bez ztraty informace. Obecnym
ukolem FA je tedy nahrazeni souboru ndhodnych veli¢in Y, ..., Yy mensim souborem,
pricemz nejjednodussi feseni tohoto tikolu je postupné vyhledavani novych ndhodnych
veli€in, jez by byly linearnimi kombinacemi veli¢in ptivodnich a zaroven by vycerpaly
co nejvetsi cast jejich variability. Takto nalezené ndhodné veli¢iny nazyvame faktory
(Andél 1985, Rezagova 2009).

Jednou ze zakladnich matematickych procedur FA je singularni rozklad (SVD),
ktery umoznuje rozlozeni série i = 1, ..., N naméfenych spekter Y;(1;), kde A; pro
k =1,...,K jsou body dan¢ho spektra, do baze ortonormalnich komponent U;(Ay),
kde j=1,..,N. Komponenty U;(1;) nazyvame subspektra. Pro i-t€ naméiené

spektrum Y; (4;) pak plati:
N
Vi) = ) WiV, @.1)
j=1

kde W; jsou singularni Cisla jednotlivych subspekter a V;; je unitdrni matice
normalizovanych koeficientl. V;; udava relativni zastoupenti j-t€ého subspektra U;(4y)
v i-tém namé&feném spektru Y;(1,) (Andél 1985, Rezacova 2009).

Kazdy prvek sumy (4.1) tvofi nezéavislou ¢ast informace obsazené v dané sérii
spekter, statistickou véhu této informace udava W;. Singularni hodnoty W; jsou
uporadany sestupné¢:

Woe <Wp; B<a, (4.2)

Vij a U;(Ax) spliuji relace ortonormality:

N
j=1
K
D U AOUn () = S, (44)
j=1

kde &, je Kroneckerovo delta, pro které plati §;,, = 0, pokud j # m, a §;, = 1 pro
j=m.
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Redukci dat provedeme omezenim sumy (4.1) na M < N cClent:
M
) = ) WVl (4.5)
j=1

Tato aproximace ndm umoznuje ze série spekter ziskat hlavni informaéni obsah za
soucasného omezeni Sumu, takze docilime snizeni objemu dat bez ztraty dulezitych
informaci (Andél 1985, Rezadova 2009).

Nejnizsi hodnota M, ktera jiz umoziiuje dostatecné piesné aproximovat namétrena
spektra, protoze se hodnoty na obou stranach rovnice (4.5) lisi pouze o experimentalni
chybu, udava faktorovou dimenzi. K jejimu uréeni mizeme vyuzit napiiklad zavislost

rezidualni chyby o:

(4.6)

Faktorova dimenze analyzovanych dat by méla korespondovat s po¢tem nezavislych
slozek ve studovaném systému, Ize ji odhadnout na zakladé poklesu posloupnosti
singularnich hodnot & nariistu Sumu v subspektrech (Malinowski 1984, Rezacova

2009).

4.2 Termodynamicky model

Pti zvySovani teploty dochazi u komplext nukleovych kyselin k jejich tani, tedy k
rozpadu dvouvlaknovych struktur na jednovlaknové, pfiCemz stabilita komplexi je
siln€ ovlivnéna jejich strukturou. V1iv anomadlnich strukturnich ttvard, stejné jako cely
proces tani, se projevi v termodynamickych parametrech komplexu za ptedpokladu,
ze miuzeme zanedbat pfitomnost ¢astetné rozpadlych komplext (tzv. yes-no model).
Hodnoty charakteristickych termodynamickych parametrii pro dany komplex ziskame
analyzou namétenych dat aplikaci vhodného termodynamického modelu.

Rozpad dvouvlaknové struktury na jednovldknovou popisujeme:

K

ds & ssq + 555, 4.7)
kde ds (,,double strand*“) oznacuje duplex, tvofeny samostatnymi vlakny (,,single
strand*) ss; a 5S,, na které se vlivem rostouci teploty duplex rozpada. K je rovnovazna

asociacni konstanta, jez lze vyjadfit pomérem:
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Cds
K=—"%_, (4.8)
Css1 " Css2

Cgs je aktualni koncentrace duplexii a Cg5q Cgsp koncentrace volnych vlaken. Pokud
predpokladdme, Ze komplex vznika v molekularnim poméru 1:1, tedy ze pro celkovou
koncentraci samostatnych oligonukleotida plati rovnost

Css1 = Cggp = Cgg , pak rovnovaznou asociacni konstantu K vyjadiime:

C
K =2 (4.9)
CSS
Uvazenim celkové koncentrace jednoho typu vlaken ve vzorku C,,,:
Cyz = Css + Cys, (4.10)
muzeme vyuzitim vtaht (4.9) a (4.10) vyjadfit koncentrace Cys a Cys:
_J1+4K-C, -1 @.11)
Ss — 2K ) .
1-/14+4K-C
Cds = CvZ + ZK = * (4.12)

Souvislost rovnovazné konstanty K stermodynamickymi charakteristikami

komplexu 1ze popsat van’t Hoffovym vztahem:
1 _Ac
K =—e RT, (4.13)
Co
kde ¢y = 1 M je referen¢ni koncentrace, R molarni plynovéa konstanta, T absolutni
teplota a AG zména Gibbsovy volné energie, kterou vyjadiujeme vyuzitim

Legendreovy transformace:
AG = AH —TAS . (4.14)
AH je zména entalpie a AS zména entropie pii vzniku komplexu.
Vyuzitim vztahl (4.11) — (4.14) a fitovanim matice V;;, ur¢ené z FA, dle vztahu:
Vij = (af + t;- 0} )Cas(t) + (B + t; - b ) Css(£) (4.15)
ziskame konstanty linearniho naridstu ajo, ajl, bjo, bjl, popisujici linedrni zmény
absorp¢niho spektra komplexii (levy scitanec) a smési samostatnych vlaken (pravy
sCitanec) s teplotou t;, a termodynamické parametry AH, AS teplotn¢ indukovaného

piechodu. Matice V;; je unitarni s normalizovanymi koeficienty, jeji dimenze odpovida

dimenzi analyzovanych dat.
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Jako parametr stability komplexu je brana teplota tani, jiz ziskdme uvazenim
vztahii (4.10) a (4.13):
Ty = af .
AS —Rln (?) (4.16)

vz

Jednou z moznosti vyhodnoceni je nezavislé fitovani jednotlivych sloupct

matice V;; . Potom dostaneme hodnoty termodynamickych parametri pro jednotliva j,
tedy AH;, AS; . Z nich mizeme ziskat realistick¢ odhady AH a AS jako vazenych

pramér termodynamickych parametrd AH;, AS; svahou /W, . Vazeny primér

AH vyjadiime pro M fitovanych fadkd matice V;;:

M

) (4.17)
N
Stfedni kvadraticka odchylka vaZzeného primeéru je dana:
_ XM W (AH — AHy)
o2(AH) = A /) : (4.18)

R
Vazeny primér AS a jeho stfedni kvadratickou odchylku o2 (AS) uréime analogicky.
Spektrum cistych forem ziskame na zaklad€ znalosti rovnic (4.15) vyjadiujicich
zévislost V;; na teploté, po fadé uvadime spektrum pro Cisty duplex Z ;¢ a spektrum pro

samostatnd vldkna Z:

M

7o (ty Ap) = Z[a;’ +t-al]U; (), (4.19)
=1
M

7 (61 4) = Z[bj0 + ;- B} ]U; (), (4.20)
=1
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5 Popis experimentu

5.1 Vzorky oligonukleotidi

Pro vlastni experiment jsme pouZzili RNA oligonukleotidy nasyntetizované firmou
Dharmacon. Oligonukleotidy piecisténé pomoci PAGE byly dodany zablokované
(2’- ACE®), aby se tak piedeslo jejich mozné degradaci. Sekvenci pouzitych
oligonukleotidi a jejich délku danou poctem nukleotidi uvadime v tabulce 1, molarni
hmotnost a extinkéni koeficient pro jednotlivé vzorky pro vinovou délku 260 nm

uvadime v tabulce 2.

Tabulka 1 Pouzité RNA oligonukleotidy, jejich sekvence (Fazena od 5° konce k 3¢
konci) a délka v poctech nukleotidi

Oznaceni
Sekvence Délka
oligonukleotidu

LCS1 UAU ACA ACC GUU CUA CAC UCA 21
Let7 UGA GGU AGU AGG UUG UAU A 19
LCS1wL UAU ACA ACC CUA CACUCA 18
LCS1sh UAU ACA ACC CUA CCU CA 17
Let7sh UGA GGU AGG GUU GUA UA 17

Tabulka 2 Molarni hmotnost a extinkéni koeficient pouzitych vzorki RNA
oligonukleotidu

Molarni hmotnost Extink¢éni koeficient
Oligonukleotid
(g/mol) (L/mol-cm)

LCS1 6561,0 208000
Let7 61437 208700
LCS1wL 5603.,4 177700
LCS1sh 52742 165300
Let7sh 5508.3 184800

Tyto sekvence byly zvoleny tak, abychom mohli po smichani ptisluSnych dvojic
roztokl ziskat komplexy (duplexy), jejichZ zjisténé charakteristiky doplni vysledky
ziskané v praci (Homolka, 2018). Struktura téchto komplexid je schematicky
znazornéna na obr. 7. Pfirozeny komplex miRNA Let7 s cilovou sekvenci mRNA

LCS]1 neni pln¢ komplementarni — obsahuje vnitini smycku a vydut. Tento komplex
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jsme pouzili jako referenci ke sledovani vlivu strukturnich ttvart na termodynamické
parametry — dal$i dva komplexy byly totiz strukturné modifikovany. Smés vzorki
s oznacenim LCSIwL (,,without loop “, tj. bez vnitini smycky) a Let7sh (,,shortened “,
tj. krat$i vzhledem k ostatnim oligonukleotidim) obsahovala pouze vydut, komplex
vzorkQl LCS1sh a Let7sh byl zcela komplementarni, tedy neobsahoval ani vydut’, ani
vnitini smycku.

UAU ACA ACC GUU CUA CAC UCA

a | [ 11T NI EE

AUA UGU UGG AU GAU G G AGU
UAU ACA ACC CUA CAC UCA

o LT T T

AUA UGU UGG GAU G G AGU
UAU ACA ACC CUA C C UCA

e [ LTI

AUA UGU UGG GAU GG AGU

Obrazek 7. Schéma mérenych komplexiit RNA oligonukleotidii s vyznac¢enim (tuénym
pismem) nesparovanych nukleotidi. Horni fetézec je azen od 5 k 3" konci, spodni od
3"k 5" konci. (a) komplex LCS1 a Let7, (b) komplex LCSIwL a Let7sh, (¢) komplex
LCS1sh a Let7sh

Oligonukleotidy byly rozpoustény v kakodylatovém pufru, tvofeném 20 mM
kakodylatem sodnym o molarni hmotnosti 138,0 g/mol a 20 mM chloridem sodnym
o molarni hmotnosti 58,44 g/mol. Navazky jsme provedli vyuzitim analytickych vah
Metler Toledo AG 245. Dale jsme pomoci pH metru PerpHecT LogR 350 upravili pH
pufru tak, aby bylo blizké jeho maximalni pufra¢ni kapacit¢, dosahli jsme hodnoty pH
6,82.

5.2 Odblokovani a odsoleni vzorka

Nejprve bylo tieba dodané oligonukleotidy odblokovat a odsolit, pii odblokovani
jsme postupovali dle protokolu dodaného firmou Dharmacon (Dharmacon 2018),
v ptipadé€ odsolovani jsme vyuzili postupu uvedeného v (Davis et al. 1986).

Pro odblokovani jsme nejprve jednotlivé oligonukleotidy ve zkumavkach stocili
na centrifuze, do kazdé zkumavky ptidali 400 ul odblokovaciho pufru (100 mM
kyselina octova, pH 3,4 — 3,8, upraveno TEMED), jenz nam byl dodan spole¢né
s oligonukleotidy, poté jsme roztoky kratce vortexovali a znovu stocili, abychom tak
dosahli uplného rozpusténi olignukleotidi v pufru. Takto upravené roztoky jsme
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vlozili na 30 min do termomixéru Thermomixer Confort firmy Eppendorf, kde byly pii
60 °C a 300 rpm inkubovany. Na zavér odblokovaciho procesu jsme zkumavky
s oligonukleotidy nechali po dobu 3 hodin lyofilizovat.

Pro odsoleni jiz odblokovanych oligonukleotidii jsme do kazdé ze zkumavek
napipetovali postupné 400 ul deionizované vody, 50 ul 3M acetatu sodné¢ho pH 5,2
a 1,5 ml ethanolu, mezi ptidanim jednotlivych slozek jsme roztok vortexovali a stocili
na centrifuze. Vysledny roztok jsme vlozili na 2 hodiny do mraziciho boxu o teploté
-80 °C. Pot¢ jsme zkumavky vlozili do centrifugy MIKRO 220R Hettich a nechali je
pii otackach 18 000 g a teploté 4 °C po dobu 20 min. Na zavér jsme z jednotlivych
zkumavek odpipetovali roztok a vznikly pelet oplachli vychlazenymi 200 ul 95%
ethanolu. Takto odblokované a odsolen¢ oligonukleotidy jsme nechali po dobu 30 min

lyofilizovat.

5.3 Mc¢fteni UV spekter

Meéieni UV absorp¢nich spekter na dvoupaprskovém spektrometru Perkin-Elmer
typu Lambda 12 probihalo srychlosti 120 nm/min v rozsahu vilnovych délek
220 — 340 nm. Pro dostacujici stabilizaci spektrometru byl pfistroj 2 hodiny pred
zacatkem meéfeni zapnut. Vzorky byly umistovany do kfemennych kyvet /74-OS
firmy Hellma Analytics, optickd draha téchto kyvet €inila 1 cm. Kyvety pouZivané pfi
meéfeni byly pfedem naloZeny v kyseliné chromsirové, nasledné prosly oplachnutim
deionizovanou vodou a vysousenim v picce pii 100 °C, ¢imZ jsme piedchazeli
pfipadnému kontaktu vzorku s neCistotami a mozné degradaci oligonukleotidu.
Spolecné se vzorkem byla v kyvetovém prostoru umisténa i referen¢ni kyveta, ktera
obsahovala nami pfipraveny pufr (20 mM kakodylat sodny, 20 mM NaCl, pH 6,82)
o objemu 1200 ul. Roztoky v obou kyvetach byly pievrstveny 150 ul mineralniho
oleje, abychom omezili jejich vypafovani a nedochazelo tak ke zménadm jeho
koncentrace.

Pii ptipravé jednovlaknovych vzorkii jsme do zkumavky s lyofilizovanym,
odblokovanym a odsolenym oligonukleotidem nepipetovali 1210 ul kakodylatového
pufru. Vzorek jsme kratce vortexovali a poté vlozili do centrifugy. Takto upraveny
roztok o objemu 1200 ul jsme umistili do kyvety a vyuzitim spektrometru zméfili jeho
absorbanci pfi laboratorni teplot¢ (20 °C). Nejmensi zatizeni chybou vykazuje

spektrometr u absorbanci pohybujicich se kolem hodnoty 0,7, pokud tedy hodnota
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absorbance daného vzorku nebyla vyhovujici, museli jsme upravit jeho koncentraci.
Po dosazeni vhodné absorbance jsme vzorek pievrstvili 150 ul mineralniho oleje
a pristoupili k méfeni spekter.

Pro méfeni UV absorpcnich spekter smési dvou oligonukleotidii jsme ptipravu
finalniho vzorku zacali se dvéma zkumavkami, v kazd¢ z nich jsme méli pfipraveny
lyofilizovany, odblokovany a odsoleny oligonukleotid, ktery s oligonukleotidem
z druhé zkumavky bude tvofit pozadovany komplex. Do kazdé zkumavky jsme
napipetovali 610 ul kakodylatového pufru, roztok zvortexovali, stocili na centrifuze
a vyuzitim spektrometru zméfili jeho absorbanci pfi laboratorni teploté (20 °C). Poté
jsme upravovali koncentraci obou oligonukleotidi tak, aby jejich vzajemna
koncentrace byla molarn€ 1:1 a zarovei aby vysledna absorbance byla blizkd hodnoté
0,7. Kone¢né koncentrace jednotlivych vldken oligonukleotidil i jejich smési uvadime
v tabulce 3. U smési uvadime koncentraci pouze pro jeden z oligonukleotidi,
koncentrace druhého je stejna (s chybou mensi nez 1%). Pro dosazeni co nejvétsi
ptfesnosti pii zavérecné priprave findlniho vzorku, kdy jsme prepipetovali oba roztoky
s oligonukleotidy do jedné zkumavky, jsme jednotlivé slozky smési vézili na
analytickych vahach Metler Toledo AG 245. Poté jsme zkumavku s findlnim vzorkem
vlozili do termomixéru na 10 min pfi tiepani 450 rpm a teploté 95 °C, nasledné jsme
vypnuli ttepani a nechali vzorek po 10 min temperovat pii teploté 95 °C, na zavér jsme
zkumavku vlozili do smési vody a ledu a nechali vzorek béhem 10 min ustalit pii
teploté 0 °C. Po piepipetovani do kyvety jsme vzorek o objemu 1200 ul prevrstvili
150 pul mineralniho oleje a zacali méteni na spektrometru.

Absorpéni spektra jsme méfili v teplotnim rozsahu od 9 do 96 °C s krokem 3 °C.
Pii pocatecni teploté 9 °C byl vzorek nejprve 30 min temperovan a az poté probchlo
meéfeni prvniho spektra, mezi dalSimi méfenimi spekter byla doba temperace nami
stanovena na 10 min. K méfeni teploty jsme pouzivali teplotni sondu umisténou
v kyveté se vzorkem, teplotu jsme regulovali vyuZzitim vodni lazné Haake F3.
Abychom zamezili kondenzaci vodnich par na sténach kyvet, profukovali jsme

kyvetovy prostor suchym vzduchem.
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Tabulka 3 Koncentrace oligonukleotida pii méireni UV spekter

koncentrace
« jedné slozky
smeés v .
smesi
(nmol/ml)
LCS1+Let7 1,23
LCS1wL+Let7sh 1,54
LCS1sh+Let7sh 1,76

koncentrace
vzorek (nmol/ml)
LCS1 3,461
Let7 3,257
LCS1wL 3,485
LCS1sh 3,391
Let7sh 3,961
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6 Vysledky UV spektroskopie

6.1 Zpracovani UV spekter
Vyuzitim UV absorpéniho spektrometru jsme naméfili teplotné zavislé série
spekter oligonukleotidi a jejich smési. Pribéh méfenych absorpcnich spekter

ilustrujeme na obr. 8 pro smeés LCS/ a Let7.
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0,0
0,1

0,2
0,3
0,4
0,5
0,6

Absorbance

gogjonnnms
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Obrizek 8. Absorbance smési LCSI a Let7 v zavislosti na vinové délce a teploté. Rez
namérené zavislosti pri konstantni vinové délce predstavuje tzv. kiivku tani. Hodnota
konstantni vinové délky je zvolena tak, aby absorbance byla maximalni, coZ
u nukleovych kyselin odpovida 260 nm.

Pro vyhodnoceni ziskanych spekter jsme omezili namétené hodnoty na interval
220 — 320 nm. Abychom eliminovali fluktuaci pozadi, od kazdého spektra jsme
odecetli hodnotu absorbance pii 320 nm, takze pti dalSim zpracovavani je tato hodnota
rovna nule. Tento postup uvadime na obr. 9. Z obrdzku je patrné, Ze efekt fluktuace

pozadi spekter neni pii UV absorp¢ni spektroskopii nijak zv1ast’ vyrazny.
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Obrazek 9. Série UV absorpénich spekter smési LCSIwL+Let7sh pired odectenim
(nahote) a po odecteni prispévku pozadi (dole). Pro ilustraci vlivu fluktuace pozadi je
primkou vyznacena hodnota absorbance 0,6.

Takto upravend absorp¢ni spektra samostatnych oligonukleotidli a jejich smési
jsme zpracovavali metodou SVD vyuzitim vztahti (4.1) — (4.6). U smési jsme navic
prolozili teplotni zavislost jednotlivych koeficientd matice V;; kiivkou, ziskanou
aplikaci termodynamického modelu popsaného v kapitole 4.2. Nasledné€ jsme pro dané
smési vyjadrili hodnoty termodynamickych parametrit AH a AS, a to na zakladé
vazenych priméri termodynamickych parametrii AH;, AS; , ziskanych fitovanim pro

jednotliva j, s uvazenim jejich vahy /W;.
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6.2 Vysledky samostatnych oligonukleotidii

Pribéh namétené teplotni zavislosti absorbance u samostatnych oligonukleotida

uvadime na obr. 10, SVD pro jednotlivé vzorky pak na obr. 11. — 15.
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Absorbance

0,6 1
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—— Let7
—&— LCS1wL
—{— Let7sh
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0,5

T T T T
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100

Obrazek 10. Absorbance samostatnych oligonukleotidii v zavislosti na teploté pii vinové

délce 260 nm
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Obrazek 12. Vysledky SVD analyzy série teplotné zavislych spekter UV absorpce vzorku
Let7. Jsou uvedena prvni ¢tyfi subspektra a jim prislusné koeficienty V.
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Obrazek 14. Vysledky SVD analyzy série teplotné zavislych spekter UV absorpce vzorku
Let7sh. Jsou uvedena prvni ¢tyFi subspektra a jim prislusné koeficienty V.
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Obrazek 15. Vysledky SVD analyzy série teplotné zavislych spekter UV absorpce vzorku

20 40 60 80
Teplota/ °C

LCS1sh. Jsou uvedena prvni ¢tyii subspektra a jim prislu§né koeficienty V.
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6.3 Vysledky smési

Pribéh namétené teplotni zavislosti absorbance u smési oligonukleotidit uvadime
na obr. 16, SVD pro jednotlivé smési pak na obr. 18. — 20.

Absorpéni spektra smési byla zmétena ve stejném teplotnim rozsahu jako spektra
samostatnych fetézct, tedy 9 — 96 °C. Pti vysSich teplotich (nad 70 °C) se vSak
objevily u koeficienti Vz SVD rozkladu atypické zmény s teplotou, které
neodpovidaly ocekdvané zavislosti na zakladé chovani samostatnych vldken (ta by
méla byt za téchto teplot uz zcela oddélend). Jednim z moZnych vysvétleni je
uvolnovani n¢jaké slozky kryciho mineralniho oleje do vodného roztoku, k némuz
dochazi za vysokych teplot. Abychom mohli ziskand data analyzovat, bylo nutné

omezit teplotni rozsah zpracovavanych dat do cca 70 °C.
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Obrazek 16. Absorbance smési oligonukleotidii v zavislosti na teploté pii vinové délce
260 nm

Ziskané vysledky z méfeni smési budeme porovnavat s vysledky diplomové prace
Radima Homolky (Homolka 2018), na kterou tato prace navazuje. Zakladni srovnani
vytvarenych komplexti z hlediska poc¢tu nukleotidl, vlastni struktury a odchylek od

plné komplementarniho duplexu uvadime na obr. 17.
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© smytka
/M
LCS1wB+Let7 39 [TTTTTTT] L[TTTT]]  vnitini smyeka
g
LCSIwL+Let7wl 36 LT LR T dve vyduts

Obrazek 17. Srovnani struktury komplexii méfenych v ramci této prace (tuénym
pismem) a v ramci diplomové prace Radima Homolky (Homolka 2018)
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Obrazek 18. Vysledky SVD analyzy série teplotné zavislych spekter UV absorpce smési
LCS1 a Let7. Jsou uvedena prvni éty¥i subspektra a jim piisluiné koeficienty V. Cervené
je zakreslena teplotni zavislost koeficientii V podle 1. fitu termodynamického modelu,
vysledek 2. fitovani je zakreslen modie.
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Obrazek 19. Vysledky SVD analyzy série teplotné zavislych spekter UV absorpce smési
LCSIwL a Let7sh. Jsou uvedena prvni ¢tyii subspektra a jim prislusné koeficienty V.
Cervené je zakreslena teplotni zavislost koeficientii V podle 1. fitu termodynamického
modelu, vysledek 2. fitovani je zakreslen modie.
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LCS1sh+Let7sh
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Obrazek 20. Vysledky SVD analyzy série teplotné zavislych spekter UV absorpce smési
LCSIsh a Let7sh. Jsou uvedena prvni ¢tyfi subspektra a jim piislusné koeficienty V.
Cervené je zakreslena teplotni zavislost koeficientii V podle 1. fitu termodynamického
modelu, vysledek 2. fitovani je zakreslen modfre.
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Prolozenim teplotnich zavislosti koeficientii Vij dle vztahu (4.15) jsme ziskali
6 parametrd fitu - a](-),ajl,bjo,bjl,AI-Ij, AS; . Popsany fit je na obrazcich vyznacen
cervené, oznaCujeme ho jako 1. fitovani. Na zaklad¢ 1. fitovani jsme urcili vazené
praméry a standardni odchylky termodynamickych parametri AH, AS, T,,. Teplota
tani je zavisld na koncentraci oligonukleotidli ve smési, proto jsme teplotu tani
ziskanou 1. fitovanim pfepocitavali na jednotkovou koncentraci 1 uM, abychom mohli
ziskané hodnoty teploty tani T,, porovnavat vzajemné i s vysledky diplomové prace
(Homolka 2018).

Ziskané hodnoty AH, AS a teplotu tani T, pfepocitanou na jednotkovou
koncentraci, véetné chyb danych rozptylem hodnot jednotlivych koeficientl V pii
1. fitu, uvadime v tabulce 4. V tabulce 4 jsou déle uvedeny zédkladni charakteristiky
komplexii a jejich termodynamické parametry ziskané v ramci diplomové prace
(Homolka 2018). Hodnoty vysledkii termodynamickych charakteristik této prace

odliSujeme od vysledkl z diplomové prace (Homolka 2018) tuénym pismem.

Tabulka 4 Srovnani termodynamickych parametrii teplotné indukovanych
prechodi komplexti LCS1+Let7 a jejich analog

Smis T, AH AS
(°C) (kcal - K™'-mol™) (cal-K™! -mol™)
LCS1+Let7 39,5+0,3 -121+4+9 —358 + 27
LCS1wL+Let7sh 51,5+0,8 -119+ 18 —337 £ 55
LCS1sh+Let7sh 62,2+0,7 -121+17 —-331+49
LCS1+Let7 39,5+0,4 -121,9+2,5 -361 £2
LCS1wB+Let7 49,4 £0,2 -117+3 -333+9
LCS1wL+Let7wL 42,3+0,3 -114,8+ 1,3 -335+3

Néami naméfena data jsme ddle zpracovavali vyuZitim vztahu (4.15), kdy jsme
provedli 2. fitovani pro pevné AH, AS, odpovidajici hodnotdm uvedenym tucné
v tabulce 4, na obr. 18. — 20. je vyznaceno modfe. Timto fitovanim jsme ziskali
4 parametry - ajo, ajl, b]p, bjl, jez byly nasledné pouzity pro konstrukci UV absorpcnich
spekter a jejich diferenci.

Uvéazenim vztaht (4.19) a (4.20) jsme konstruovali UV absorpéni spektra smési
oligonukleotidl ve form¢e komplexti Z ;5 a v disociované forme Z,, a to pii teploté tani

T,, a dale pii teplotach T,,, — 20 °C a T, + 20 °C. Rozdilem spekter danych forem

39



jsme ziskali diferen¢ni spektra. UV absorpcni spektra a diferencni spektra pro smési

meéfené v ramci této prace uvadime na obr. 21. — 23.
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Obrazek 21. Spektra jednotlivych forem komplexi LCSI a Let7 (nahoie), jim
odpovidajici diferencni spektra (dole). Diferen¢ni spektra v ramci jedné formy jsou pro

prehlednost vynasobeny koeficientem 5.
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Obrazek 22. Spektra jednotlivych forem komplexit LCSIwL a Let7sh (nahoie), jim
odpovidajici diferen¢ni spektra (dole). Diferencni spektra v ramci jedné formy jsou pro
prehlednost vynasobeny koeficientem 5.
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Obrazek 23. Spektra jednotlivych forem komplexi LCSIsh a Let7sh (nahoie), jim
odpovidajici diferen¢ni spektra (dole). Diferen¢ni spektra v ramci jedné formy jsou pro
prehlednost vynasobeny koeficientem 5.
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Pro posouzeni vlivu modifikaci v sekvencich na teplotni zavislosti UV
absorp¢nich spekter byla diferencni spektra, ziskand ze vztahti (4.19) a (4.20)
a odpovidajici vlivu rozpadu komplexu (diference 2 * Zs5(Ty,) — Z4s(Ty)) @ zméné
spekter  komplexii  pfi  zvySeni  teploty o 20 °C (diference
Z4s(Ty) — Z45(Ty, — 20 °C)), zakreslena do jednoho obrazku — viz obr. 24. Pro
srovnani uvadime i diferen¢ni spektra pro komplexy métené v praci (Homolka 2018).

Vsechna spektra byla normovéna na jednotkovou 1 uM koncentraci.
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Obrazek 24. Normovana diferen¢ni spektra jednotlivych komplexi vyjadiujici vliv
rozpadu komplexu pfi teploté tani T,,, (nahore) a vliv vzristu teploty o 20 °C u smési ve
formé duplexi (dole). Vlastni vysledky jsou uvedeny plnymi ¢arami, vysledky
z diplomové prace (Homolka 2018) ¢arkované.
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7 Diskuze vysledkii

7.1 Samostatné oligonukleotidy

Me¢éfeni teplotnich  zéavislosti UV  absorpénich spekter samostatnych
oligonukleotidi ma =z hlediska nasi studie vyznam ptedevSim jako kontrola
jednotlivych slozek pouzitych pro piipravu smési. Nicméné¢ 1 tyto zavislosti pfindseji
zajimava zjisténi. Pfedevsim je ziejmé jak z obr. 10, tak z vysledki SVD analyzy, ze
teplotni zmény jsou pomeérné vyrazné — jsou sice nékolikrat mensi nez zmény UV
absorpce pii rozpadu komplext, ale ne fadové. Tyto zmény naznacuji, ze pii nizkych
teplotach existuje jisty druh uspotfddanosti struktury jednoduchého tetézce, ktery se
sniZuje pii rastu teploty. Pfitom s vyjimkou LCS/ neobsahuji ostatni oligonukleotidy
bud’ guanin, nebo cytosin, takze nemize dochazet pii nizkych teplotach ke vzniku
homokomplexil stabilizovanych guanin-cytosinovymi pary.

Z vysledkit SVD vyplyva, Ze teplotni zmény UV spekter samostatnych fetézct
maji faktorovou dimenzi 3, nebot” hodnota ¢tvrtého singularniho cisla je jiz podstatné
mensi nez jedna tisicina hodnoty prvniho singularniho ¢isla, takze je pod limitem
presnosti spektrometru. RovnéZz spektralni tvar ¢tvrté komponenty U, predstavuje
spiSe softwarové vyhlazené nahodilé zmény nez redlny prubéh. Muzeme tedy
konstatovat, Ze teplotni zmény jsou vyjadiené superpozici tii spektralnich tvard.
Zatimco prvni komponenta U; ma tvar celkového spektra absorbance a prislusna
teplotni zavislost koeficientu V; vyjadiuje zmény velikosti absorbance, druhy a tfeti
spektralni profil (U, a Us) vystihuji zmény tvaru spektra. Piislusné koeficienty V, a V3
ukazuji, Ze ke zménam dochazi postupné a ze s vyjimkou vysokych teplot tyto zmény
rozhodné nejsou linearni.

Je mozné také vysledovat podobnost téchto zmén u dvojic oligonukleotidi, které
se jen malo liSi v sekvencich bazi. Konkrétné velmi podobné jsou zmény u LCSI
a LCSIsh, které se lisi jen pfitomnosti jednoho adeninu, a u Let7 a Let7sh, které
odliSuje pouze piitomnost dvou za sebou jdoucich bazi, uracilu a adeninu (viz

tabulka 1).

7.2 Smési oligonukleotidii

Z tabulky 4 je predevSim vidét vybornd shoda udaji pro komplex LCS/ a Let7,

ktery byl méfen v obou studiich. Protoze se jednalo o nezavisle syntetizované,

43



pfipravené a mefené vzorky, potvrzuje tato shoda spolehlivost pouzitého metodického
postupu. Z hodnot teplot tani je zfejmé, ze vSechny odchylky od struktury uplného
duplexu vedou ke snizeni stability komplexu, pficemz vliv vyduté a vnitini smycky je
srovnatelny. Pfi soucasné ptitomnosti dvou strukturnich odchylek se jejich vliv
ptiblizné s¢itd, coz je vidét z toho, Ze teploty tani komplexii jen s vnitini smyckou
(LCSIwB+Let7) nebo jen s vyduti (LCSIwL+Let7sh) maji teplotu tani pfiblizn€ na
praméru teploty tani Uplného duplexu (LCSIsh+Let7sh) a komplexti se dvéma
vydutémi (LCSIwL+Let7wL) nebo ptirozené¢ho komplexu s vyduti a vnitini smyckou
(LCS1+Let7).

Ptes omezenou piesnost uréenych zmén entalpie a entropie pti vzniku komplexu
je ztejmé, Ze hlavnim faktorem pfi sniZeni stability pfirozené¢ho komplexu je jeho vétsi
entropickd nevyhodnost, coz mlize znamenat, ze souc¢asnd piitomnost vyduté i vnitini
smycky je spojend s ur€itym strukturnim omezenim komplexu. Jasngjsi interpretaci by
v budoucnu mohly pfinést pocitacové simulace dynamiky komplexu a jejiho
porovnani s Uplnym duplexem.

Diferencni spektrum (viz obr. 24) odpovidajici rozpadu komplexu je ve vSech
piipadech velmi podobné, coz ukazuje na to, Ze hlavni podil na zméné spektra ma
rozpad komplementarnich part, jejichZ pocet a slozeni je u vSech métenych komplexii
stejné.

Drobné rozdily jsou zpiisobeny jednak nepiesnostmi v koncentracich, coz
dokumentuje piiblizné¢ 8% rozdil ve vySce maxima pasu u komplexu LCSI+Let7
méfeného v ramei této prace a v diplomové praci (Homolka 2018). DalSim faktorem
je ptispévek bazi ve vnitini smycce a/nebo vyduti, jejichZ poloha vzhledem k ostatnim
bazim se pii rozpadu komplexu méni.

Tvar pasu diferencniho spektra je, na rozdil od celkovych spekter UV absorpce,
mirn¢ strukturovany — vedle hlavniho maxima pii 258 nm jsou vidét slabé rozliSena
vedlejsi maxima v polohach ptiblizné 250 a 266 nm. Pti srovnani absorp¢nich spekter
mononukleotidii a RNA homopolymerti (Rezaova 2009) je mozné interpretovat tento
tvar diferenniho spektra jako disledek rozdilné hypochromicity jednotlivych bazi
spojené s moznymi spektralnimi posuny pii rozpadu komplexu. Pfitom v oblasti
250 nm by se m¢l nejvice projevovat guanosin, u 258 nm uridin a adenosin a u 266 nm

cytidin (Rezagova 2009).
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Zména teploty o 20 °C vyvolavad u komplexli samoziejm¢ mensi zmény UV
absorp¢niho spektra nez rozpad komplexu (pfiblizné 8x mensi maximalni zména),
nicmén¢ se jednd o signifikantni charakteristiku. Reprodukovatelnost diferencniho
spektra dobie demonstruje srovnani diferenc¢nich spekter komplexu LCSI+Let7 ze
dvou praci, ktera se pfi uvazeni ptiblizné¢ 8% nesrovnalosti v koncentracich velmi
dobfte shoduji. Na rozdil od zmény spektra pii rozpadu komplexii (viz obr. 24 nahote)
se zmeny s rustem teploty (viz obr. 24 dole) od sebe pomérné vyrazné lisi, a to jak
celkovou velikosti, tak tvarem spektralniho pribéhu. Pokud budeme tyto zmény
interpretovat poklesem stacking interakce (tj. pfitazlivé sily mezi m-elektrony
planarnich dusikatych bazi) jednotlivych bazi v dusledku zvétSeni teploty, ukazuji na
vliv vnitini smycky ¢i vyduté na flexibilitu struktury v uritych ¢astech komplexu.
V oblasti 258 nm, kde se domnivame, Ze dominuje adenosin, je nejvétsi zména
u piirozen¢ho komplexu LCS1+Let7 (obsahuje dva adenosiny mimo komplementérni
pary), priblizné¢ poloviéni u dalSich komplexi obsahujicich jeden adenosin
(LCSIwB+Let7, LCSIwL+Let7sh) a téméf nulova u Gplného duplexu. Ponékud se
vSak tomuto potadi vymyka komplex LCSIwL+Let7wL se dvéma vydutémi tvofenymi
adenosiny — to naznacuje, ze zavislost na odchylkach od sekvence uplného duplexu je
u komplexu LCSIwL+Let7sh, obsahujiciho jednu vydut’. To naznacuje, ze v urcitych
ohledech mtize ptitomnost vyduté i zvysit rigiditu geometrie komplexu. Podobné¢ jako
v piipad¢ zjisténych termodynamickych parametrii, i zde lze ocfekavat zptesnéni
interpretace pifi porovnani s vysledky pocitaovych molekularné-dynamickych

simulaci.
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Zavér

V ramci predkladané prace byla prométena teplotni zavislost UV absorpénich
spekter miRNA Let7, jeji cilové sekvence v mRNA oznacené¢ LCS! a jejich analog
s mutovanymi sekvencemi, a to jak jednotlivé, tak ve smésich v poméru 1:1. Vysledky
méieni byly zpracovany pomoci faktorové analyzy (SVD rozklad) a v ptipad¢ smési
analyzovany fitovanim s pouzitim termodynamického modelu pro dvoumolekulérni
reakci podle van’t Hoffovy rovnice.

Vysledky prace doplnily méteni a vysledky ziskané v diplomové praci Radima
Homolky (Homolka 2018). Tim vznikl uceleny soubor experimentalnich dat, ktery
umoznil porovnani vlivu ptitomnosti odchylek od sekvence uplného duplexu
v komplexu Let7 a LCS1, jmenovité vnitini smycky a vyduté, na termodynamickou
stabilitu a flexibilitu komplexu. Za hlavni vysledky prace lze povazovat:

1) Bylo zjisténo, Ze UV absorpéni spektra samostatnych fetézcl vykazuji
relativné vyrazné plynulé zmény s teplotou, které s vyjimkou nejvyssich teplot
nejsou linedrni. Tyto zmény naznacuji, ze pti nizkych teplotach existuje jisty
druh uspotradanosti struktury jednoduchého fetézce.

2) Byly urceny velikosti poklesu entalpie a poklesu entropie pfi vzniku métenych
komplext. Z celkového porovnani vysledkii vyplyva, ze vSechny odchylky od
struktury Uplného duplexu vedou ke sniZeni stability komplexu, pticemz vliv
vyduté a vnitini smycky je srovnatelny. Hlavnim faktorem pfi snizeni stability
ptirozen¢ho komplexu je jeho vétsi entropicka nevyhodnost.

3) Byla zkonstruovana diferen¢ni spektra odpovidajici rozpadu komplexu, ktera
jsou ve vSech ptipadech velmi podobné. To ukazuje na to, ze hlavni podil na
zméné spektra pii rozpadu komplexu mé rozpojovani komplementarnich pard,
jejichz pocet a slozeni je u vSech srovnavanych komplexu stejné.

4) Rovnéz byla zkonstruovana diferencni spektra ukazujici vliv zvySeni teploty
u komplext o 20 °C. Tato spektra ukazuji na odliSnou flexibilitu jednotlivych
komplext. Vliv pfitomnosti vnitini smycky nebo vyduté neni ziejmé trivialni,
protoze velikost spektralnich zmén zavisi na vinové délce. To ukazuje na rizné
podily jednotlivych typli bazi. Uplatiuji se zde ziejmé 1 Casti fetézci

vytvatejicich komplementarni pary.

Vysledky prace rovnéz dobfe demonstruji (diky srovnani s ptfedchozi praci

u nemutovaného komplexu) pfesnost a reprodukovatelnost vysledkt méteni a ukazuji
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vhodnost pouzité metodiky vyhodnoceni dat. Byl tak ziskdn zkompletovany soubor
spektroskopickych dat, ktery ptedstavuje vhodny experimentalni podklad pro navrzeni

a vyhodnoceni budoucich pocitacovych simulaci.
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Seznam pouzitych zkratek

A

AA

Ago

Ala

Arg

Asn

Asp

C

C. elegans
Cys
DGRCS
DNA
Expo-5
FA

G

Gln

Glu

Gly

His
HMGA2
Ile

IR

Leu

Lys

Met
miRNA
mRNA
PAGE
Phe
pre-miRNA
pri-miRNA
Pro
Ran-GTP
RISC
RNA
rRNA
Ser

SVD

T
TEMED
Thr

Tm

adenin

aminokyselina

argonaut

alanin (AA)

arginin (AA)

asparagin (AA)

kyselina asparagova (AA)

aytosin

Caenorhabtidis elegans (had’atko obecné)
cystein (AA)

(,,DiGeorge chromosomal region 8%)
deoxyribonukleova kyselina (,,Deoxyribonucleid acid*)
exportin 5

faktorova analyza

guanin

glutamin (AA)

kyselina glutamova (AA)

glycin (AA)

histidin (AA)

(,,High-mobility group AT-hook2*)
isoleucin (AA)

infraCervené zareni (,,infrared*)

leucin (AA)

lysin (AA)

methinonin (AA)

mikroRNA

messenger RNA

polyakrylamidové gelova elektroforéza
fenylalanin (AA)

prekurzor mikroRNA

primarni mikroRNA

prolin (AA)

Ran-guanosintrifosfat

(,,RNA-induced silencing complex‘)
ribonukleova kyselina (,,Ribonucleic acid*)
ribosomalni RNA

serin (AA)

singularni rozklad (,,Singular Value Decomposition®)
thymin

tetramethylethylendiamin

threonin (AA)

teplota tani (,,melting temperature*)
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tRNA
Trp
Tyr
UTR
[0AY
Val
VIS

transferovda RNA

tryptofan (AA)

tyrosin (AA)

(,,untranslated region®)
ultrafialové zareni (,,ultraviolet®)
valin (AA)

viditelné zareni (,,visible*)
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