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Abstrakt
Aptamery jsou kratké sekvence jednovlaknové DNA ¢i RNA, které jsou schopné specificky

vazat rizné molekuly (léCiva, lipidy, cukry, proteiny atd.). Tyto aptamery se izoluji
z rozsahlych knihoven néhodnych sekvenci oligonukleotidi pomoci metody SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) neboli in vitro selekce (dale
jen in vitro selekce). Pies GispéSnost této metody, in vitro selekce Casto vyzaduje vice nez
deset kol afinitni selekce a taktéz optimalizaci podminek selekce. Pro zvySeni ucinnosti
selekce aptamert bylo vyvinuto n¢kolik metod, které vyuzivaji zvySeni poctu sekundarnich
struktur v ndhodnych knihovnach oligonukleotidi. Tyto metody, zalozené na zvySeni
moznosti kanonického parovani bazi v jednovlaknovych oligonukleotidech, zvysily
efektivitu metody in vitro selekce. V této praci bylo testovano, jestli zvySeni
pravdépodobnosti  vyskytu G-kvadruplexti, jako strukturnich motivii v ndhodnych
sekvencich, povede ke zvySeni efektivity selekce aptamert. Byly pouzity ¢tyfi knihovny
jednovlaknové DNA s rozdilnym poctem guaninu (25 %, 35 %, 45 %, 55 %) v ndhodné
sekvenci. Jako modelovéa molekula pro selekci byl zvolen streptavidin, vii€i kterému jiz bylo
diive vyselektovano n¢kolik aptamert, které nejsou bohaté na guanin (G). Predbézné
vysledky naznacuji, Ze G-bohaté knihovny nezvySuji efektivitu in vitro selekce

pfinejmensim u molekul, které nepreferuji G-bohaté aptamery.

Kli¢ova slova: DNA aptamery, in vitro, G-kvadruplex



Abstract
Aptamers are short sequences of single-stranded DNA or RNA that are able to specifically

bind various molecules (drugs, lipids, sugars, proteins, etc.). These aptamers are isolated
from large libraries of random oligonucleotide sequences by SELEX (Systematic Evolution
of Ligands by Component Enrichment) or in vitro selection. Despite the success of this
method, in vitro selection often requires more than ten rounds of affinity selection as well as
optimization of selection conditions. To increase the efficiency of aptamer selection, several
methods have been developed that use an increase in the number of secondary structures in
random oligonucleotide libraries. These methods, based on increasing the possibility of
canonical base pairing in single-stranded oligonucleotides, increased the efficiency of the
in vitro selection method. In this work, it was tested whether increasing the probability of
occurrence of G-quadruplexes, as structural motifs in random sequences, will lead to
increased efficiency of aptamer selection. Four single-stranded DNA libraries with different
numbers of guanine (25 %, 35 %, 45 %, 55 %) in a random sequence were used. Streptavidin
was chosen as the model molecule for selection, against which several aptamers that are not
rich in guanine (G) have previously been selected. Preliminary results suggest that G-rich
libraries do not increase the efficiency of in vitro selection, at least for molecules that do not

prefer G-rich aptamers.

Keywords: DNA aptamers, in vitro selection, G-quadruplex
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Seznam pouzitych zkratek:
A —adenin

bp — parti bazi (z angl. base pairs)

BSA — hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

C — cytosin

cDNA — komplementarni DNA

DNA — deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

EMA — Evropska agentura pro 1é¢ivé pripravky (z angl. European Medicines Agency)
FDA — Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (z angl. Food and Drug Administration)
G — guanin

G4 — G-kvartet

mRNA — messengerovd RNA

nt — nukleotid

PBS — fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline)

PBSM — fosfatovy pufr s chloridem hotfe¢natym

PCR — polymerédzova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
RE — restrik¢éni endokleasa/-asy

RNA — ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RT-PCR — reverzni PCR (z angl. reverse transcription PCR)

SELEX — systematicka evoluce ligandii exponencialnim obohacenim (z angl. systematic
evolution of ligands by exponential enrichment)

siRNA — short interfering RNA

ssDNA — jednovldknova DNA (z angl. single-stranded deoxyribonucleic acid)
sSRNA — jednovlaknova RNA (angl. single-stranded ribonucleic acid)

T — thymin

VEGF — vaskularni endotelovy riistovy faktor



2 Uvod

Slovo aptamer je odvozen z latinského slova ,aptus®, coz znamena ,,pfizptisobit se®,
a feckého slova ,,meros®, coz znamena ,,cast” [1]. Aptamery jsou kratké oligonukleotidy
(jednovlaknova DNA (ssDNA) nebo RNA (ssRNA) obvykle dlouhé 20 az 60 nt) [2], které
jsou schopny specificky véazat n¢jaky ligand (protein, mald molekula atd.) Aptamery jsou
obvykle produkovany tzv. in vitro selekci neboli SELEX metodou, ktera vyuziva rozsahlych
syntetickych knihoven oligonukleotidi s ndhodnymi sekvencemi. Pti selekci dochazi
k exponencidlnimu nartstu selektovanych aptamerd [3]. Tuto metodu (Obr. I, str. 9)
nezavisle na sobé poprvé popsali Tuerk s Goldem [4] a Szostak s Ellingtonem v roce
1990 [5]. Tuerk a Gold nalezli ssRNA aptamer, ktery by se specificky vazal na T4 DNA
polymerazu [4]. Szostak a Ellington objevili ssSRNA aptamery, které méli vysokou afinitu
k molekulam barviv, které byly podobné metabolickym kofaktorim [5]. O dva roky pozdéji
Szostak s Ellingtonem popsali metodu selekce s sSDNA aptamery. Nejvétsi vyhodou ssDNA
aptamerQ oproti sSRNA je jejich vétsi stabilita (vici nukledzdm a hydrolyze) [6]. Naopak

ssRNA aptamery mohou byt geneticky kodovany a pouzity v in vivo experimentech [7].

V roce 2002 byly nalezeny piirozené aptamery v tzv. riboswitchich [8]. Riboswitche
jsou protein nekddujici RNA, které na sebe vazi riizné ligandy (napt. metabolity, ionty)
a mohou regulovat transkripci, translaci, sestfih a také degradaci mRNA v zavislosti na
vazbé¢ ligandu [9,10]. Vazba ligandu v riboswitchich je zprostiedkovana pravé molekulou

aptameru.

Schopnost specifické vazby aptameru na ligand se vyuzZivd v mnoha oblastech. Své
uplatnéni nasly v biotechnologiich, medicing, farmakologii, mikrobiologii a analytické
chemii vcetné vyvoje biosenzori (aptasenzortl) a chromatografické separace [11,12].
Teoreticky lze aptamer ziskat pro jakoukoliv molekulu. Navic jsou pomémé malé
(8 —15 kDa) ve srovnani s protilatkami (50-100 kDa) a pti tom stale vykazuji vysokou
specifitu a afinitu ke svému cili [13]. Dosud byly Gspé$né€ vyvinuty specifické aptamery proti
mnoha cilim, v€etné malych anorganickych iontd, 1é¢iv, organickych peptidl, proteint
a proti buiikkdm nebo tkanim [3]. Prvni a zatim jediny terapeuticky aptamer schvaleny v roce
2004 byl Macugen (pegaptanib). Jednd se o RNA aptamer ktery, blokuje vaskularni
endoteliadlni rtstovy faktor VEGF165, jehoz nadmérna produkce zptlisobuje poSkozeni
centrdlni oblasti sitnice (zluté skvrny) [14,15]. Dale 1ze uvést Quarfloxin, ktery prvni 1é¢ivo

titidy G-kvadruplexu, jenz doséhl klinickych studii fdze 2. Jednd se o potencidlni



protinddorovou latku, kterd vykazuje nizkou cytotoxicitu [16]. ZvySujici se pocet
schvalenych terapeutik na bazi nukleovych kyselin ukazuje vysoky potencial jejich vyuziti
k 1écbé nemoci. Celkové bylo k cervnu 2021 schvaleno (FDA, EMA) dvacet
oligonukleotidovych 1éCiv (jsou mezi nimi napfiklad i mRNA vakciny, cilené na spike

protein SARS-CoV-2, Comirnaty a mRNA-127) [17].
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Obr. I: Pribéh in vitro selekce aptamerti pomoci metody SELEX. Obrézek byl pfebran a upraven
z [18].
2.1 Sekundarni struktury ssDNA a ssSRNA
Jednovldknova DNA a RNA mohou tvofit stabilni sekundarni struktury, které jsou klicovou
vlastnosti vétSiny aptamert. NejcastéjSi sekundarni strukturdlni prvky jednovlaknovych
oligonukleotidi jsou vlasenky, vybouleni, vnitini smycky a spojeni (Obr. 2, str. 10).

Terciarni struktura urcuje jeji biochemickou aktivitu [2].
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Obr. 2: Ptiklady Castych sekundéarnich struktur jednovlaknovych oligonukleotidi [2].

Sekundarni struktury spolu asociuji a pomoci kanonického a nekanonického Watson-
Crickovského parovani bazi, van der Waalsovych interakci a vodikovych mustka, tvori

terciarni struktury [2].

Dalsi jedinec¢nou tfidu sekundarnich struktur nukleovych kyselin vytvofenych
oligonukleotidy bohatymi na G jsou tzv. G-kvadruplexy. G-kvadruplexy se mohou v roztoku
skladat za fyziologickych podminek [1,19,20]. G-kvadruplexy jsou tvofeny z patroveé
naskladanych G-kvartetd (G-tetrad). G-tetrada je plandrni utvar Ctyf guaninovych bazi
spojenych Hoogsteenovou vodikovou vazbou (Obr. 3 A — B, str. 11) [19,20]. Tvorba
a stabilizace G-kvadruplexti zavisi na monovalentnich kationtech, konkrétné na K * a Na”,
kde K je povazovan za fyziologicky relevantnéjsi vzhledem k jeho vysoké intracelularni
koncentraci (140 mM) proti Na © (10 mM) [16]. Stabilizace je zpusobena koordinaci
pozitivné nabitych kationtli s elektronegativnimi atomy kysliku ve stfednim kanalu
sousednich skladanych G-tetrdd (Obr.3 A — B, str. 11) [16,20]. Stabilita struktury G4 zavisi
na mnoha faktorech, v€etné délky a sekvencniho sloZeni celkového motivu G4, velikosti
smycek (obvykle 1 — 7 nt) mezi guaniny, stechiometrii vladkna, zarovnani, povaha vazebnych

kationtli [19] a interakce 7 - T mezi guaniny v sousednich rovinach [20].

Struktury G-kvadruplext jsou ur¢ovany primarnimi nukleotidovymi sekvencemi. Urcita
sekvence bohat4 na G miiZze zaujimat razné G-kvadruplexni struktury v pfitomnosti riznych
kationtd a muze se tak skladat do vice nez jedné konformace [16]. Struktury G4 pfijimaji
ruzné topologie a mohou byt klasifikovany do riznych skupin v zavislosti na orientaci
fetézclh DNA (Obr. 3, str. 11). G4 struktury tedy mohou byt rovnobézné, antiparalelni nebo
jejich hybridy. Kromé toho se mohou tvofit v jednom fetézci (intramolekuldrni) nebo z vice

fetézcl (intermolekularni) a smy¢ky mohou zaujimat riizné struktury [19].
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Obr. 3: Struktury G-kvadruplexti: A — rovinny G-kvartet; B — guaniny z paralelnich G-trakt maji
Na G-tetradach stejnou glykosidickou konformaci. U antipalelnich G-traktd maji rozdilnou
glykosidickou konformaci; C — F — ukazka nékterych objevenych struktur G-kvadruplext [16].

V zavislosti na jejich chemické povaze, délce smycek a lokalizaci v sekvenéni nebo
strukturni molekule mohou tedy jsou G-kvadruplexy tvofit vysoce polymorfni struktury
vykazujici riizné skladaci topologie. V lidském genomu velmi pravdépodobné hraji klicovou

roli v regulaci mnoha biologickych procest (replikace, transkripce a translace) [1,19]

2.2 Knihovny oligonukleotid( pro in vitro selekci
Obecné ma protokol in vitro selekce tyto hlavni kroky: inkubace oligonukleotidové

knihovny s cilovou molekulou, oddéleni aptamert s malou afinitou k cilové molekule, eluce
navéazanych aptamert, amplifikace pomoci polymerasové fetézové reakce (PCR) a nasledna
izolace jednovlaknového oligonukleotidu (Obr. 1, str. 9). Kola in vitro selekce jsou
opakovéana (10 — 15x) pro dostate¢né obohaceni knihovny aptamery s vysokou afinitou
k cilové molekule. Jsou-li znamy vlastnosti cilové molekuly, je dobré pted zah4jenim in vitro
selekce pfizplsobit parametry knihovny. Vybér knihovny je dllezity pro nalezeni co mozna

nejlepSich aptamert [4,5].

K ziskéani co nejlepsich aptameri je dulezité zvolit vhodnou metodu in vitro selekce
1 poc¢atecni knihovnu. Mélo by byt zvazeno nékolik klicovych parametrd, jako je délka

nahodné oblasti, zallenéni modifikovanych nukleotidi a nahodny typ souboru
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oligonukleotidt. Dale je dobré zohlednit vlastnosti cile, kone¢né pouziti aptameru, vyznam
pokryti maximalniho sekven¢niho prostoru, nutnost zavedeni urcité sekvence (napf. zndmé

sekvence pro primery, nukleazy) nebo strukturniho prvku (Obr. 2, str. 10) [3].

2.3 Nahodné oblasti a zavedeni sekundarnich struktur do knihoven
Obecn¢ se délka ndhodné oblasti v knihovnach pohybuje obvykle mezi 30 a 50 nukleotidy.

Pro nékteré specialni cilové molekuly, pro které je tézké ziskat aptamery s vysokou afinitou
a specifitou, se zvySuje délka ndhodné oblasti na 100-200 nukleotidi. Del§i nahodné
riznorodost aptamerového fondu a pravdépodobnost generovani vysoce afinitnich aptamert
[3]. Diverzita pocatecCnich knihoven pouzivanych pfti in vitro selekci se obvykle pohybuje
okolo 10" riznych nahodnych sekvenci. Aptamery s vysokou afinitou k cilové molekule
tvoii stabilni sekundarni/terciarni struktury, které umoziiuji oligonukleotidiim fungovat jako
efektivni receptory [6]. Lze tedy predpoklddat, Ze zvySenim vyskytu stabilnich
sekundérnich/terciarnich struktur v ndhodnych knihovnach oligonukleotidii by mohlo vést

k zefektivnéni a urychleni metody in vitro selekce.

Vroce 2002 Davis a Szostak popsali experiment s ¢aste¢né strukturovanymi
aptamery [21]. Porovnavali afinitu pln¢ ndhodné RNA knihovny s ¢aste¢né strukturovanou
RNA knihovnou, které obsahovala pfedem navrzenou strukturu (stabilni smycka se sttedem
v ndhodné sekvenci, Obr. 4, str. 13). Pfedpokladali, Ze ¢astecné strukturovana knihovna
bude pii selekci aptamerit vic¢i GTP jako cilové molekule vice Gspé€Sna nez nahodna
knihovna, a to pravé kvili zvySenému vyskytu stabilnich sekundarnich struktur.
Pravdépodobnost vyskytti aptamert s vysokou afinitou ke GTP je v ndhodné knihovné¢ velmi
malé. Tyto dvé knihovny byly smichdny v poméru 1:1 a provedena selekce na molekulu
GTP. Po 10 kolech in vitro selekce bylo zjiSténo, Ze vétSina aptamert s nejvyssi afinitou
ke GTP pochazi z ¢astecné strukturované knihovny. Zavedeni struktury tedy zvysilo funkéni
potencial knihovny. Jistou nevyhodou tohoto pfistupu mize byt mensi variabilita struktur

v pocatecni knihovné [21].
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-=N, ==TTCATTCAGTTGGCGCCTCCTATAGTGAGTCGTATTACAT 3

A s GTGACGCGACT&GTTACGGR——NzG-- 28

B 5' GTGACGCGACTAGTTACGGA--—--=-= N —————— TTCATTCAGTTGGCGCCTCCTATAGTGAGTCGTATTACAT 3

Obr. 4: Pocatecni knihovny (A, B) pouzité v experimentu Davise a Szostaka. Ob¢€ knihovny
obsahovali 124 bazi, na 3" a 5’-koncich jsou sekvence kompatibilni s ptislusnymi primery a T7
promotor. A znac¢i knihovnu se zavedenou stabilni smyckou (12 nt). Smycka je z obou stran
obklopena 26 nahodnymi badzemi (N). B zobrazuje knihovnu s oblasti nahodné sekvence

(64 nt) [21].

V navaznosti na tento experiment vysel v roce 2010 ¢lanek, ve kterém autofi popisuji
vztah mezi stupném sekundarni struktury aptameru a funkénim potencialem knihovny [22].
Na rozdil od Davise a Szostaka do knihovny zamérné neumistovali zadné specifické
sekundarni struktury. Pro experiment navrhli knihovny (Obr. 5, str. 14), které mély rizné
stupné predpovidané primérné sekundéarni struktury. Vysledné knihovny pojmenovali jako
»knthovnu RY* a , knithovnu R*Y*“. V knihovn¢ se stfidaly oblasti obsahujici sekvence
RYRYRY... (nebo R*Y*R*Y*...) se sekvencemi s ndhodnym potradim bazi. Stfidani téchto
sekvenci zvysilo pravdépodobnost Watson-Crickovského parovani a utvoieni rozmanitych
sekundarnich struktur v oligonukleotidech. Useky R v ,.knihovné RY* zna¢i puriny a Y
pyrimidiny. ,,Knihovna R*Y*“ se od ,.knthovny RY* slozenim pfili§ neliSila. Oblast R* je
nukleotidova smes, kterd obsahuje pfevazn€ puriny s nizkym obohacenim pyrimiding.
V oblasti Y* jsou zase ptrevladaji pyrimidiny a puriny jsou zastoupeny v malém poctu.
Navrzend ,.knihovna R*Y*“ md diky tomuto zavedeni nukleovych bazi oproti ,.knihovné
RY* vyhodu ve vyssi rozmanitosti sekundarnich struktur. Takto upravené knihovny byly
pouzity k in vitro selekci (9 — 10 kol) pro tfi rtizné cilové molekuly (streptavidin, IgE,
VEGF). Vysledky byly takové, ze aptamery z ,knihovny R*Y*“ mély v porovnani
s ndhodnou knihovnou (Neo) vzdy vétSi zastoupeni aptameri v selektovaném poolu
(streptavidin 6%, IgE 10x a VEGF 1,3x%). ,,Knihovna RY* byla ze v§ech knihoven nejméné
konkurenceschopna kvili jeji malé strukturni flexibilité¢ [22]. Lze tedy konstatovat, Ze
zvySeni strukturniho potencidlu pocate¢nich knihoven vede téZ ke zvySeni funkéniho

potencialu pfti in vitro selekci.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=129318_pq1820956001.jpg

Ng = PBS-tag,-(NNNNN-NNNNN)s-PBS
R*Y* = PBS-tag,~(R"Y")4N4 (R'Y)sNs (RY )gN4 (RY )gNs (R'Y"),-PBS
RY = PBS-tag,-(RY)4N, (RY)sNa (RY)gN, (RY)sNs (RY),-PBS

Obr. 5: Tfi pouzité knihovny pouzité ve vise uvedeném experimentu. Kde N znaéi nahodny

nukleotid; R* (45 :5:45:5), Y*(5:45:5:45),R(50:0:50:0)
aY (0:50:0:50)jsoupomeéry bazi A: C: G: T v sekvenci [22].

V nasi laboratofi byla provedena analyza sekvenci vSech dostupnych DNA aptamert
s ohledem na jejich nukleotidové slozeni (Obr. 6) [23]. V tomto grafu je ndpadny fakt, ze
zhruba polovina v§ech DNA aptamert selektovanych vi¢i riiznym cilovym molekuldm ma
vysoky podil guaninu (cca 45 %). Detailni analyza jednotlivych G-bohatych aptameri
ukézala, Ze u téchto sekvenci nelze formulovat stabilni sekundarni struktury na zakladé
Watson-Crickovského parovani bazi. Lze tedy pfedpokladat, Ze stabilni sekundérni struktury

u téchto aptamert jsou tvoreny G-kvadruplexy.

N
(9}

N
o

J/

\4
o -

Pocet aptamer( s danym sloZzenim

S
/
/

25 30 35 40 45 50 55 60 65
SloZeni nukleotidli / %

Obr. 6: Graf zavislosti poctu aptamert na slozeni nukleotidt podle jednotlivych bazi.

Jelikoz valna vétsina vSech pocatecnich knihoven pouzitych pro in vitro selekci DNA
aptamert pouzivd ndhodné zastoupeni vSech Ctyt bazi, je zastoupeni G-bohatych aptamert

(> 40 %) v téchto knihovnach velice nizké (Obr. 7, str. 15). Tento fakt vedl k hypotéze, ze
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pouziti pocatecnich knihoven s vy$§im zastoupenim guaninu by mohlo zvySit funkéni
potencidl a efektivitu in vitro selekce podobné jako je tomu u zminénych castecné

strukturovanych knihoven.

14 -

[EY
N
|

[EY
o
|

= knihovna s 25 % guaninu

8 - knihovna s 45% guaninu

Procento knihovny obsahujici dany pocet
guaninli / %

O B | I | | |
0 10 20 30 40 50
Pocet guaninl

Obr. 7: Binomické rozdéleni popisujici vyskyt aptamerti s danym poctem guanini v knihovnach
(50 nt) s riznym celkovym zastoupenim guaninii. Knihovna s 25 % guaninu odpovida béznym
knihovnam s ekvimolarnim zastoupenim vsech bazi.

K ovéfeni této hypotézy byly pouzity ctyfi knihovny s riiznym procentudlnim
zastoupenim guaninu (7ab. 1, str. 16). Kazda knihovna méla na 5°-konci stejné kompatibilni
sekvence pro predni primer, sekvence pro specifické endonukledzy (jedine¢na u kazdé
knihovny) a na 3‘-konci byla opét kompatibilni sekvence pro zadni fosforylovany primer.
V téZe tabulce jsou uvedeny sekvence pouzitych primer z nichZ zadni byl na 5°-konci

fosforylovany.
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Tab. I: Ptehled pouzitych knihoven a jejich slozeni, kde N, zna¢i ndhodnou oblast o velikosti
x nukleotidd, ,,Phos* zbytek kyseliny fosforecné.

Nazev knihovny

Sekvence

Zastoupeni bazi v nahodné
oblasti

N=G:A:C:T

G25

5¢-Fluorescein-
TGTCGCTGCGTCGCCTG-

GGATCC-Ngo-
CACCGGAAGACGCACGC

G35

5¢-Fluorescein-
TGTCGCTGCGTCGCCTG-

CAGCTG-Nso-
CACCGGAAGACGCACGC

35:22:22:22

G45

5¢-Fluorescein-
TGTCGCTGCGTCGCCTG-

GCTAGC —Neo-
CACCGGAAGACGCACGC

45:18:18:18

G55

5¢-Fluorescein-
TGTCGCTGCGTCGCCTG-

CTCGAG —Ngo-
CACCGGAAGACGCACGC

55:15:15:15

Néazev primeru

Sekvence primeru

Zadni
fosforylovany
primer

5‘-Phos-GCGTGCGTCTTCCGGTG

Pfedni primer

5-TGTCGCTGCGTCGCCTG
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3 Cil bakalarské prace
Cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, jestli poc¢atecni G-bohaté knihovny mohou mit vyssi

funk¢éni potencidl pii in vitro selekci DNA aptamerd.
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

10x TBE pufr BioRad®
10000x GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium
Agar6za — Molecular Biology Agarose BioRad®
Biotin Sigma-Aldrich
BSA Sigma-Aldrich

Deionizovana voda

Dynabeads® M-280 Streptavidin Invitrogen | Thermo

Fisher Scientific
Ethanol Lach-Ner

Ptedni primer (0,025 pumol, RP1) Sigma-Aldrich
5“-TGTCGCTGCGTCGCCTG

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS New England Biolabs

Knihovna G25 (0,05 pmol, N=G:A:C:T1:1:1:1) IDT DNA
5¢-Fluorescein-TGTCGCTGCGTCGCCTG-GGATCC-Ngo-CACCGGAAGACGCACGC

Knihovna G35 (0,05 pmol, N=G: A:C:T35:22:22:22) Cartridge
5¢-Fluorescein-TGTCGCTGCGTCGCCTG- CAGCTG-Ng-CACCGGAAGACGCACGC

Knihovna G45 (0,05 pmol, N=G: A:C:T,45:18:18:18) Cartridge
5¢-Fluorescein-TGTCGCTGCGTCGCCTG- GCTAGC —Ngo-CACCGGAAGACGCACGC

Knihovna G55 (0,05 pmol, N=G: A:C:T,55:15:15:15) Cartridge
5¢-Fluorescein-TGTCGCTGCGTCGCCTG- CTCGAG —Ngo-CACCGGAAGACGCACGC

A-exonukledza New England Biolabs
Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (5 pg) New England Biolabs
PCR Master Mix Thermo-Fisher Scientific
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Pufr CutSmart 10x New England Biolabs
Pufr ,,Lambda Exonuclease Reaction Buffer (10X)“ New England Biolabs
Pufr PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4 - 12 H20, 1,8 mM KH>PO4)
Pufr PBSM — elu¢ni (PBS, 1 mM MgCl,, 0,1% BSA, 50 uM biotin)

Pufr PBSM - selekéni (PBS, 1 mM MgCly, 0,1% BSA)

Pufr PBSM (PBS, 1 mM MgCl)

Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder New England Biolabs
Restrikéni endonukleazy:

BamHI-HF® New England Biolabs

5 . .GGATCC...3
3...CCTAGG...5

Nhel-HF® New England Biolabs

5 ..GCTAGC...3
3 .. CGATCG...

wn

Pvull-HF® New England Biolabs

5 .. CAGCTG...3
3...GTCGAC...5

Xhol New England Biolabs

5. CTCGAG... 3
3...GAGCTC...5

Zadni fosforylovany primer (0,025 umol RP1) Sigma-Aldrich
5¢-Phos-GCGTGCGTCTTCCGGTG

4.2 Pouzité pfistroje

0,5ml plastové zkumavky Eppendorf
1,5ml plastové zkumavky Eppendorf
Analytické vahy Schoeller
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Automatické pipety Research plus
Centrifuga 5418 R
Elektroforeticka vana
Erlenmeyerova barka

GE Healthcare MagRack 6

Hieben na gel

Inkubovana tfepacka s chlazenim TS-100C
Kadinky

Lepici paska

Michacka

Mikrovlnna trouba

NavaZzovaci papirky

Odmérny valec

PCR termocykler Aeri D-48x0,2ml
Potravinova folie

Predvazky AQT-600

Skalpel

Stojanky na zkumavky

Spicky na pipety

UV transiluminator T-GENIUS

Zdroj pro elektroforézu PowerPac HV Power Supply

Eppendorf AG
Eppendorf AG

BioRad

Fisher Scientific s.r.o.

BioRad

Biosan

Esco Micro Pte Ltd

AE ADAM

Vertex

SYNGENE

BioRad
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4.3 Pouzité metody

43.1 Invitro selekce

Ptiprava pocatecni knihovny a selekce aptamert pro streptavidin. Poc¢ate¢ni knihovna byla
pfipravena nafedénim c¢tyt 100 mM knihoven G25, G35, G45, G55 (10 ul, 100 mM
od kazd¢) do pufru PBSM (finalni objem 290 pl).

Diverzita pocatecni knihovny byla vypoctena nésledovné

Pocate¢ni molarni mnozstvi oligonukleotidi, n, Ize vypocitat podle rovnice
n=c-V, (1)
kde ¢ znaci pocatecni koncentraci knihoven a Vj jejich objem po smichani.
Molarni mnozstvi jde vyjadfit také vztahem
n=N/N,g, ()

kde N znaci pocet oligonukleotidi v poolu a N, Avogadrovu konstantu (pfiblizné

6,022 - 10%) [24].
Z rovnic (1) a (2) je mozné vyjadfit vztah prvotni pocet oligonukleotidl v roztoku
N=n-N,. (3)
Vzorové dosazeni do rovnice (4)

N=n-Ng=c-Vy-Ng=100-10"3mol-L1-(4 -10 - 107®) L- 6,022 - 10?*mol™?
=2,41-10'® nt

Tato pogate¢ni knihovna (2,41 - 10'® nt) byla zahiata na 90 °C po dobu 2 min
a nésledn¢ zchlazena na laboratorni teplotu. Objem vzorku byl doplnén 250 pl selekéniho
pufru (PBSM s 0,1% BSA) na celkovy objem 290 pl. 5 pl streptavidinovych magnetickych
kulicek (Dynabeads M-270, Thermo Fisher Scientific) bylo promyto selek¢nim pufrem
(2 x 500 pl). Separace byla provedena na stojanku s magnetem (magnetoseparace). Takto
promyté kulicky byly inkubovany s roztokem poc¢ate¢ni knihovny po dobu 30 min za stalého
michani. Kulicky byly ze suspenze oddéleny pomoci magnetoseparace a promyty selekénim
pufrem (3 x 250 pl). Eluce DNA ze streptavidinovych magnetickych kuli¢ek byla provedena
elucnim pufrem (50 uM biotin v selekénim pufru). Kulicky byly inkubovany s 50 pul
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eluéniho pufru po dobu 15 min za stdlého michdni. Supernatant byl oddélen pomoci
magnetoseparace. Eluce DNA ze streptavidinovych kuli¢ek byla jesté jednou zopakovana.
Supernatanty s eluovanou DNA byly spojeny a vycistény pomoci kitu (Monarch® PCR
& DNA Cleanup Kit - ,,oligonucleotide cleanup® navod) a DNA eluovéana do 20 pl (,,elution
buffer).

4.3.2  PCR amplifikace

Eluovana ssDNA (20 pl) byla amplifikovana pomoci PCR reakce (7ab. 2)
v termocykleru [25]. Podminky PCR reakce jsou uvedeny nize v tabulce (7ab. 3). PCR
reakce probihala po dobu pétadvaceti cykli. Po kazdém patém cyklu byl odebran vzorek
(6 ul). Vzorky byly odebirany z divodu nalezeni vhodného poctu cykli amplifikace.
K zobrazeni byla pouzita horizontalni elektroforéza na agarézovém gelu. S vybranym

vzorkem byla provedena PCR. Koncentrace vhodného vzorku se fadové pohybovala v nM.

Tab. 2: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci ssDNA, kde 7 znaci ¢as a T teplotu.

Slozky Vpcri/ W
Master Mix (Taq polymeraza 0,2 U/ul) 25
Vzorek ssDNA 20
dIH20 3
Zadni fosforylovany primer (100 pM) 1
Piedni primer (100 uM) 1
Celkovy objem 50

Tab. 3: Reakéni podminky pti PCR.

t/s T/°C
60 95

30 95

30 60 Podet cyklil 25
30 72

0 4

pozn.: tuéné€ ohraniCena ¢ast tabulky oznacuje cyklicky d¢j
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4.3.3  Horizontalni gelova elektroforéza

Horizontalni gelova elektroforéza byla provadéna na 2% nebo 3% agarézovém gelu
v 0,5% TBE pufru (50 ml) s 2,5 ul 10 000x GelRed. Pro kvantifikaci 1 urceni piiblizné
velikosti nukleotidii byl pouzit komercni marker (Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder;
4,8 ng/ul). V ptipadé nutnosti pouziti nanaseciho pufru (Gel Loading Dye, Purple (6X), no
SDS, NEB) byl pouzit pomér vzorek : pufr 5 : 1. Elektroforéza probihala pii konstantnim
napéti 100 V po dobu 35 — 40 min. Gel byl vizualizovan v UV transiluminatoru (T-GENIUS,
SYNGENE). Pro kvantifikaci byl pouzit program Imagel.

43.4 lzolace ssDNA

Dvouvldknova DNA (1 pl) ziskand po in vitro selekci amplifikaci pomoci PCR s danym
poctem cykli byla déale amplifikovana PCR (6 cykli) s 5‘-fosforylovanym zadnim
primerem. Reakce byla vycisténa pomoci kitu (Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit podle
protokolu ,,DNA cleanup and concentration pro dsDNA <« 2 kb). Jako eluc¢ni ¢inidlo bylo
pouzito 20 ul dIH,O. Koncentrace vzorku dsDNA se pohybovala okolo koncentrace 10”7 M.
Jednovlaknova DNA byla ziskana selektivni degradaci 5°‘-fosforylovaného vlakna pomoci

A-exonukledzy (Tab. 4).

Tab. 4: Slozeni reakéni smési pro izolaci ssSDNA pomoci A-exonukledzy, V znac¢i objem.

Slozky V/u
dsDNA 15
dIH20 28
10x ,,Lambda Exonuclease Reaction Buffer* 5
A-exonukledza (5 U/ul) 2
Celkovy objem 50

Reakéni smés byla inkubovéna pii teploté 37 °C po dobu 30 min. Deaktivace
A-exonukleazy probihala pti 75 °C po dobu 10 min. ssDNA byla z reakéni smési ziskana
pomoci kitu (Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit - ,,oligonucleotide cleanup* navod
a eluovéana 20 pl ,elution buffer”). Koncentrace ssDNA byla urcena pomoci horizontalni

gelové (agarozové) elektroforézy s definovanym standardem ssDNA plivodni knihovny.
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4.3.5 Stépeni DNA pomoci endonukledz specifickych pro jednotlivé knihovny

Kazda ze ¢tyt knihoven obsahovala specifickou sekvenci pro restrikéni endonukledzu (RE):

G25 (BamHI), G35 (Pvull), G45 (Nhel) a G55 (Xhol). Vyrobce udava aktivity vSech Ctyt

RE na 20 U/ul. Slozeni smési pro reakci s restrikénimi endonukleazami je uvedeno nize

v tabulce (7ab. 5). Inkubace pti 37 °C probihala po dobu 1 h. Za stejnych podminek

reagovalo celkem Sest smési. Jako kontrola slouZzila smés bez RE, dal$i obsahovala v§echny

typy RE a u ostatnich byl pfitomen pouze jeden typ RE. Prib¢h st€peni DNA byl sledovan

pomoci horizontalni gelové elektroforézy (Obr. 12, str. 30).

Tab. 5: Slozeni reakénich smési a podminky pro kone¢né vyhodnoceni poolu restrikénimi

nukledzami.
Slozky V/u
DNA 4
pufr 2
dIH20 13
RE 1
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5 Vysledky a diskuse

Obecné predpoklady

Pro ovéteni predpokladu, ze G-bohaté knihovny DNA mohou mit vyssi funkéni potencial
pro selekci aptamert pii in vitro selekci byl vyuzit streptavidin jako cilovy ligand. Aptamery
vuci streptavidinu byly v predeslych letech identifikovany in vitro selekci pomoci ssDNA
knihoven s nahodnymi sekvencemi s ekvimolarnim zastoupenim jednotlivych bazi (A, G, C,
T) [26]. Ziskané aptamery neobsahovaly vysSi podil G-bohatych sekvencich a tvofi
sekundérni struktury pomoci kanonického Watson-Crickovského parovani bazi [23]. Tento
fakt jej Cini idedlnim ligandem pro ovétfeni hypotézy vyssiho funkcéniho potencidlu
G-bohatych knihoven DNA. Dal§im aspektem je komercni dostupnost streptavidinu
vazaného na magnetickych kulickach, coz vyrazn€ zjednoduSuje separaci vazanych a

nevazanych molekul ssDNA pii in vitro selekci.

5.1 Testovani predpojatosti knihoven k amplifikaci pomoci PCR

Jelikoz riizné DNA templaty se amplifikuji pomoci PCR s riiznou kinetikou a nékteré GC-
bohaté sekvence mohou byt velmi obtizné¢ amplifikovatelné, bylo ptivodnim ukolem zjistit
amplifikovatelnost jednotlivych knihoven. V pfipadé, Zze nékterd knihovna by
se amplifikovala pomoci PCR jen obtiznég, doslo by v prubehu in vitro selekce k falesnému
obohaceni knihoven ostatnich. Proto byl proveden nasledujici experiment. Bylo smichédno
ekvimolarni mnoZstvi vSech ¢ty knithoven (G25, G35, G45, G55) a provedena amplifikace
pomoci osmi cykli PCR. 1/256 podil této PCR reakce byl odebran a pouzit jako templat
do nové PCR reakce, kterd byla amplifikovana opét osmi cykly. Tento postup byl opakovan
celkem osmkrat. Vzorky zjednotlivych reakci byly vyhodnoceny pomoci agarézové
elektroforézy (Obr. 8, str. 26). Tento experiment ukdzal, Zze smés vSech ¢tyf knihoven

se amplifikuje pomoci PCR dle o¢ekavani a bez jakychkoliv nechténych efektt.
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Obr. 8: Obrazek gelu obarveného barvivem GelRed po provedeni horizontalni agarézové
elektroforézy. 1 — smés knihoven (25, 35, 45, 55 % G) po jednom kole (8 cyklech) PCR, 2 — byl
odebran podil 1/256 ze vzorku 1 po nasledujicim kole (8 cyklech) PCR byl vzorek 2 nanesen na
gel, 3 — 8 obecné 1/256 z predeslého vzorku z predchoziho kola

Dale byly reakce po jednom a osmi kolech PCR amplifikaci (kazdé¢ kolo mélo 8 cyklu
PCR) zreagovany se ¢tyfmi RE specifickymi pro jednotlivé knihovny s riznym podilem
guaninu. Vyhodnoceni vzorkli bylo provedeno pomoci horizontalni elektroforézy na
agarozovém gelu a kvantifikovano pomoci programu ImageJ (Obr. 9, str. 27 a Obr. 10,
str. 28). Jak je patrné, tak po osmi kolech PCR amplifikaci (kazdé kolo 8 cykll) nedoslo
k vyrazné zmén€ pomeéru knihoven ve smési, a tudiz lze tuto metodu pouZit pro in vitro
selekci aptamerit k ovéfeni funkEnosti jednotlivych knihoven s rliznym zastoupenim

guaninu v ndhodnych sekvencich.
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Obr. 9: Obrazek agardzového gelu obarveného barvivem GelRed po provedeni horizontalni gelové
elektroforézy. Kontrola ptedpojatosti knihoven pti PCR amplifikaci po 1. kole PCR (A) a po 8.
kole PCR (B): fady 1 — 100 bp marker, do kazdé¢ fady 2 — 5 byla pfidana jedna specificka RE

v potadi BamHI, Pvull, Nhel a Xhol, 6 — reakce se vSemi ¢tyfmi RE, 7 — reakce bez RE
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Zastoupeni knihoven po PCR amplifikacich
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Obr. 10: Kvantifikace gelové elektroforézy z Obr. 9 na str. 27: prvni sloupec zobrazuje zastoupeni
jednotlivych knihoven prvnim kole PCR, druhy po osmi kolech PCR

5.2 Invitro selekce pomoci smési knihoven

V prvnim kole in vitro selekce bylo smichano ekvimolarni mnozstvi vSech ¢tyt knihoven
ssDNA sriiznym zastoupenim guaninu a tato smés byla pouzita pro afinitni selekci
se streptavidinovymi  magnetickymi  kulickami. Knihovny ssDNA byly ziskany
z komerc¢niho zdroje (IDT DNA). Eluce navdzané DNA byla provedena pufrem s obsahem
biotinu, ktery ma vysokou afinitu k streptavidinu (Kq~ 107'%) [27]. Timto zptisobem byla
upfednostnéna eluce specifické DNA s vazbou v oblasti interakce streptavidin-biotin.
Ziskana DNA byla dale vyciSténa a amplifikovana pomoci PCR. Pii PCR byly odebirany
vzorky po 5 cyklech, které byly nasledné¢ naneseny na gel (ptiklad Obr. 11, str. 29). Po
elektroforéze byl vybran pocet cykll, ve kterém nebyly pozorovany dalsi nespecifické
produkty (viditelné v fadach 4 — 6) a ve kterém bylo mozné sledovat pfitomnost nukleotidi.
Takovy vzorek byl jesté jednou podroben PCR amplifikaci k ziskani dostatecného mnozstvi
dsDNA. Po pfeisténi namnoZzené dsDNA nasledovala ptiprava ssDNA pomoci
A-exonukledzy. A-exonukledza selektivné Stépila dsDNA od 5'-konce zadniho
fosforylovaného primeru smérem k 3’-konci. Pfiprava ssDNA pomoci A-exonukledzy
musela byt optimalizovana. Pfi pouziti pfedniho fluorescenéné znaceného primeru
dochazelo ke kompletnimu rozstépeni obou fetézcii dsDNA. Fluorescencni skupina na
5’-konci byla na primer navazéana ptes fosfatovou skupinu, ktera byla téZ dobrym substratem

pro A-exonukleazu. Proto byl nakonec pouzit pfedni primer s 5'-OH koncem, ktery neni
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dobrym substratem pro A-exonukledzu. Ziskana ssDNA byla pied vstupem do dalsiho kola
in vitro selekce kvantifikovana na agar6zovém gelu (Obr. 12, str. 30). Pro zobrazeni ssDNA
v gelu bylo pivodné pozito barvivo SYBR Green, které se ma 1épe vazat na ssDNA. Pro
detekci ssDNA 1 dsDNA se ale vic osvédcilo barvivo GelReD, které bylo néasledné pouzito

pro vSechny detekce nukleotidli v agar6zovém gelu.

300 bp
200bp _s»

100 bp —> -"""'-“-

/

Primery

Obr. 11: PCR amplifikace DNA po desatém kole in vitro selekce. Nanesené vzorky byly odebirany
po 5 cyklech PCR. Rada: 1 — 100 bp marker; 2 — pool po 5 cyklech PCR; 3 — reakce po 10 cyklech
PCR; 4 —reakce po 15 cyklech PCR; 5 — reakce po 20 cyklech PCR; 6 — reakce po 25 cyklech
PCR.
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Obr. 12: Kvantifikace ssDNA po izolaci A-exonukleazou: 1 — 100 bp marker; 2 — vzorek dSDNA
po ptedchozi PCR; 3 — smés ¢tyt knihoven ssDNA o znamé koncentraci; 4 — vzorek ssDNA po
reakci s A-exonukledzou.

5.3 Evaluace in vitro selekce po deseti kolech
Po deseti kolech in vitro selekce byla provedena kontrola uspéSnosti. Paralelné byla

pripravena ssDNA z prvniho a desatého kola in vitro selekce. Koncentrace obou knihoven
byly upraveny tak, aby byly navzajem identické. S témito dvéma vzorky bylo paralelné
provedeno jedno kolo afinitni selekce vici streptavidinovym kulickdm za stejnych
podminek, za jakych byla provddéna samotnd in vitro selekce. Eluovand DNA by
amplifikovana pomoci PCR reakce. Behem PCR byl kazdy paty cyklus odebran vzorek
(6 ul). Poté byly vzorky naneseny na 3% agardzovy gel a po elektroforéze vyhodnoceny
(Obr. 13, str. 31). Tyto kroky byly provedeny stejnym postupem, jako jsou popsany
v odstavei 4. 3 Pouzité metody (str. 21 —23). Z Obr. 13, str. 31 je ziejme, ze s ssDNA
z desatého kola in vitro selekce bylo ziskano vice DNA (viditelné uz po péti cyklech PCR)
neZ s ssSDNA z prvniho kola. MnoZstvi eluované DNA je pfesto pomérné malé a k izolaci
aptamertl vici streptavidinu by bylo nejspiSe vhodné provést jesté¢ nckolik kol in vitro
selekce. Nicméné obohaceni smési knihoven po desatém kole je signifikantni a z Casovych

diavodi byl tento vzorek pouzit pro vyhodnoceni zastoupeni jednotlivych knihoven ve smési.
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Obr. 13: PCR amplifikace DNA po afinitni selekci. Gel A — DNA po deseti kolech in vitro selekce:
1 — 100 bp marker; 2 -5 cyklti PCR; 3 —10 cyklt PCR; 4 —15 cykld PCR; 5 —20 cyklta PCR; 6 -25
cykli PCR. Gel B — DNA z poc¢ate¢ni knihovny: 1 — 100 bp marker; 2 —5 cykli PCR; 3 —10 cyklu
PCR; 4 —15 cykli PCR; 5 — 20 cykld PCR; 6 25 cyklt PCR.

5.4 Vyhodnoceni funkénosti knihoven pfi in vitro selekci

DNA izolovana po 10 kolech in vitro selekce byla $t€pena pomoci ¢tyt riznych restrikénich
endonukledz. Kazda z knihoven s riznym obsahem guaninu obsahuje restrikéni sekvenci
specifickou pro danou endonukleazu. Konkrétné¢ BamHI - G25, Pvull - G35, Nhel - G45
a Xhol - G55. Timto zpusobem lze rozlisit ve smési knihoven jejich pomérné zastoupeni.
Vyhodnoceni experimentu s RE bylo provedeno pomoci gelové elektroforézy (Obr. 14,
str. 32). U kontrolniho vzorku bez RE nebylo dle ofekévani pozorovano zadné Stépeni
a kontrola se vSemi ¢tyfmi RE ukézala témét kompletni St€peni DNA s pouze velmi
zanedbatelnym podilem nestépené DNA. Pti reakci s endonukledzami BamHI a Pvull, které

odpovidaji knihovnam s podilen guaninu 25 % a 35 %, doslo k vyraznému Stépeni DNA.
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Naopak reakce s endonukledzami Nhel a Xhol, které odpovidaji knihovnam s podilen
guaninu 45 % a 55 %, nevykazovali vyrazné znamky Stépeni. Po kvantifikaci pomoci
programu ImagelJ (Obr. 15, str. 33) bylo zjisténo, ze restrik¢éni endonukleazy BamHI a Pvull
rozstépily priblizné 49 % a 48 % z DNA po deseti kolech in vitro selekce. Endonukledza
Nhel nevykazovala zadné Stépeni a Xhol se podilela na Stépeni zhruba ze 4 %. Porovnani
experimentll s RE pro pocatecni smés knihoven, smés knihoven po osmi kolech PCR
amplifikaci a po deseti kolech samotné in vitro selekce je na Obr. 16 (str. 33). Z této analyzy
je ziejmé, ze po in vitro selekcei viici streptavidinu doslo k vyraznému obohaceni knihoven
s podilem guaninti 25 % a 35 % a naopak potlaceni knihoven s 45 % a 55 % guaninl
v ndhodnych sekvencich. Tento fakt nasvédcuje tomu, ze knihovny ndhodnych sekvenci
s vysokym obsahem guanini nejsou efektivngjsi k ziskdvani aptamerti pifi nejmensim
u ligandt, které nepreferuji aptamery s G-kvadruplexy jako je streptavidin. Nicméné lze
predpokladat, ze u ligandt, u kterych in vitro selekce poskytla aptamery s vysokym podilem
guanintl (G-kvadruplexti) by G-bohaté¢ knihovny mohly vést k efektivnéjsimu a rychlejsimu
ziskavani téchto aptamerli. Obecngj$i zavér, ktery lze ucinit z téchto vysledkl je, ze
aptamery, které obsahuji G-kvadruplexy jako strukturni prvky jsou vhodné pouze pro
nékteré strukturni typy ligandt. Zbézny pohled na G-bohaté aptamery a jejich ligandy

nasvédcuje tomu, ze malé molekuly, které obsahuji aromatické kruhy jsou dobrymi ligandy.

300bp —=
200bp —9= ™

100bp — _—

Obr. 14: vyhodnoceni zastoupeni knihoven pomoci RE: 1 — 100 bp marker, 2 — vzorek bez RE, 3 —
vzorek se vSemi RE, 4 — vzorek s BamHI (G25), 5 — vzorek s Pvull (G35), 6 — Nhel (G45),
7 — Xhol (G55).
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Procentualni zastoupeni jednotlivych knihoven v
poolu po 10 kolech in vitro selekce
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Obr. 15: Kvantifikace zastoupeni jednotlivych knihoven po in vitro selekci.
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Obr. 16: Porovnani pomért knihoven pted in vitro selekci (1), po amplifikacich knihovny bez afinitni
selekce (2) a po deseti kolech in vitro selekce.
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6 Zaver

Cilem bakalafské prace bylo zjistit, zda zavedeni G-bohaté knihovny zvysi efektivitu metody
in vitro selekce DNA aptamert. Cilovym ligandem byl zvolen streptavidin. K ziskani
odpovédi byla pripravena smés z ekvimolarniho mnozstvi ¢tyt ndhodnych knihoven ssDNA
o rizném zastoupeni guaninu v sekvenci (25 %, 35 %, 45 %, 55 %). Bylo ovéfeno, ze
opakovanou PCR amplifikaci této smési nedochazi ke zméné pomért jednotlivych
knihoven. Dale byla tedy tato smés pouzita pro in vitro selekci proti streptavidinu. Po deseti
kolech in vitro selekce bylo pozorovdno, Zze ziskand ssDNA mé vyssi afinitu
ke streptavidinovym magnetickym kulickdm nez ptivodni smés. Tato DNA po deseti kolech
in vitro selekce byla pouzita pro urCeni zastoupeni jednotlivych knihoven pomoci
restrikénich endonukledz (BamHI, Pvull, Nhel a Xhol). Nejvétsi aktivitu Stépeni vykazovaly
endonukledzy s niz§im zastoupenim guaninu BamHI a Pvull (25 a 35 % G), které piiblizné
rozstépily 49 % a 48 % specifické DNA. Nhel (45 % G) nevykazovala zddnou aktivitu
a Xhol (55 % G) Sté€pila DNA jen ze 4 %. Doslo tedy k obohaceni knihoven s niz§im podilem
guanintl, a naopak k redukci knihoven s jeho vyssim zastoupenim. Zavedeni G-bohatych

knihoven tedy pravdépodobné neni univerzalni zptisob ke zvyseni efektivity in vitro selekce.
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