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Abstrakt

Vliv a specifické interakce chemickych modifikaci ve velkém zldbku DNA jsou
dlouhodobé a systematicky zkoumany. Tato prace se zabyvéa enzymovou piipravou DNA
nesouci fenylové substituenty na bazich v miligramovém mnozstvi. K této syntéze jsou
potieba Ctyfi 2'-deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci elektronové bohatou fenylovou
skupinu v pozici 7 u 7-deazapurinii a v pozici 5 u pyrimidind (dAP"TP, dGP"TP,
dCP"TP, dUP'TP), které byly piipraveny ve skupiné prof. Hocka. Pro uskute¢néni
enzymové syntézy byla pouzita DNA polymerasa KOD(exo-), ktera byla pro ucely této
prace exprimovana.

Vsechny ¢tyti modifikované 2‘-deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci fenylovou
skupinu byly uspé$né inkorporovany do oligonukleotidového fetézce metodou extenze
primeru a DNA byla syntetizovana v miligramovém méfitku. Jednotlivé produkty byly
¢iSté€ny pomoci dialyzy a HPLC. Déle byla sledovana jejich teplota denaturace na UV-Vis
spektrofotometru a jejich struktura spektroskopickou metodou CD. Hlavnim cilem téchto
a budoucich studii je zejména pochopeni riiznych biologickych procest

a bioortogonalnich reakci makromolekul.
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Abstract

The influence and specific interactions of chemical modifications in the DNA major
groove have been systematically investigated for a long time. This work focuses on the
enzymatic preparation of DNA bearing phenyl substituents on bases in milligram scale.
For this synthesis, four 2’-deoxyribonucleoside triphosphates bearing an electron-rich
phenyl group at position 7 of 7-deazapurines and at position 5 of pyrimidines (dAP"TP,
dGP"TP, dCP"TP, dUP"TP) were prepared in prof. Hocek's group. The DNA polymerase
KOD(exo-), which was expressed for the purpose of this work, was used to carry out the
enzymatic synthesis.

All four phenyl-modified 2'-deoxyribonucleoside triphosphates were successfully
incorporated into the oligonucleotide chain using the primer extension and the DNA was
synthesized in a milligram scale. The individual products were purified by dialysis and
HPLC and their denaturation temperature was further monitored on UV-Vis
spectrophotometer and their structure by spectroscopic method CD. The main objective
of this and further extensive studies is mainly to understand the various biological

processes and bioorthogonal reactions of macromolecules.
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Uvod

DNA modifikovand na bazich je v poslednich letech pfedmétem mnoha studii, které
slouzi k bliz§imu pochopeni biologickych procesii. Vyznamnymi DNA sekvencemi, které
vyuzivaji modifikace, jsou naptiklad takzvané aptamery. Tyto sekvence maji schopnost
se vazat na cilové molekuly a maji proto velky potencidl v objevovani novych
terapeutickych latek.

Modifikované DNA oligonukleotidy jsou pfipravovany chemicky nebo
enzymove. Vyuziti chemické syntézy je v soucasné dob¢ limitovano vysokymi naklady a
Casto vyzaduje hlubsi technické zkuSenosti. Klasickou enzymovou syntézou lze bézné
pfipravit piko- ¢i nanomoldarni mnozstvi DNA, které je ovSem nedostacujici pro
rozséahlejsi a ucelenéjsi strukturni studie, zahrnujici napt. vliv modifikaci na konformacni
zmény nebo strukturni rozdily. K celkovému wur€eni vlastnosti modifikovanych
oligonukleotidl pak mize byt pouzita celd Skala spektroskopickych a spektrometrickych
méfeni (NMR, CD, UV-Vis, MALDI-TOF), krystalografie nebo molekulové
modelovani.

Cilem této prace je pfiprava miligramovych mnoZzstvi modifikované DNA pro
studium vlastnosti a struktury modifikované DNA. Pro experimenty byla vybrana
fenylova modifikace, kterd méa hydrofobni charakter a vysokou elektronovou hustotu.
Z tohoto divodu je fenylovd modifikace vhodnd pro studium vlivu modifikaci
na konformacni zmény, teplotu denaturace dvousroubovice a pro dalsi podrobnéjsi popis

3D struktury takto modifikované DNA.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Struktura a vlastnosti DNA

Nukleové kyseliny byly poprvé izolovany v roce 1869 zjadra leukocytii [1]. Jsou
linedrnimi polymery nukleotidli, které obsahuji bud’ ribosové zbytky ve formé
ribonukleové kyseliny (RNA) nebo deoxyribosové zbytky ve formé¢ deoxyribonukleové
kyseliny (DNA). Jsou nositelkou genetické informace, coz znich déla jedny
J. D. Watsonem aF. H. C. Crickem v roce 1953 [3]. Watson a Crick interpretovali
rentgenové snimky pofizené R. Franklin a M. Wilkinsem a zjistili, Ze DNA je tvofena
dvéma vlakny, kterd maji dvousroubovicovou helikalni strukturu [4].

Vlédkna DNA jsou drzena pohromad¢ pomoci vodikovych vazeb mezi bazemi
na jednotlivych fetézcich. Parovéna je vzdy jedna pyrimidinova baze s jednou purinovou
bazi. Na zékladé mnozstvi jednotlivych bazi v DNA bylo zjiSténo, ze adenin je parovan
s thyminem a guanin s cytosinem. Kostra jednotlivych vldken je tvofena fosfatem
a cukrem 2°‘-deoxyribosou [3]. Jednotlivé nukleotidy se skladaji z 2°-deoxyribosy, ktera
je na svém prvnim atomu uhliku vazana N-glykosidickou vazbou na dusikatou bazi.
3 nebo 5° pozice 2-deoxyribosy je esterifikovana na fosfatovou skupinu (viz obrazek 1).
Nukleosidy jsou tvoteny pouze 2‘-deoxyribosou a dusikatou béazi. Oproti nukleotidim

tedy postradaji fosfatovou skupinu [2].

Thymin
Adenin

Bl Q- NH, o, 3
8 KK ﬁ .
v o Q
Kostra}? wap
DNA -4 " _s BN
et
wak °\;{:

Obrazek 1: Struktura DNA, prevzato a upraveno z [5]. Na obrdzku je zobrazena Ccast
dvousroubovice DNA. Kostra je tvorena 2 ‘-deoxyribosou a fosfatem, jednotliva vidkna jsou
propojena vodikovymi miistky mezi dusikatymi bazemi.
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DNA se vyskytuje ve tfech hlavnich formach (viz obrazek 2) [6]. Prvni forma,
A-DNA, je Siroka, pravotociva dvousroubovice a baze ma ostfe naklonéné k ose helixu.
Dvousroubovice tvoii velky a maly zlabek, ale maly zlabek je velmi mélky. Obvykle se
vyskytuje v prostiedi s niz§im obsahem vody. NejcCastéji se vyskytujici formou je
B-DNA. Tato forma je také pravotociva, ale oproti A-DNA je uz$i a protahlejsi. Baze
jsou umistény kolmo k helixu, coz je diilezité pro rozpoznavani DNA enzymy a proteiny.
Velky zlabek je oproti malému zlabku $irsi, ale oba maji srovnatelnou hloubku. Tyto dvé
formy mezi sebou mohou za urcitych podminek reverzibilné prechazet.

Posledni forma, Z-DNA, je levoto¢iva. Maly zlabek je tizky a hluboky, oproti
tomu velky zlabek je nepatrny. VétSinou je tvorena useky s opakujicimi se sekvencemi,
ve kterych se stfidaji nukleotidy s purinovymi a pyridinovymi bazemi. Vyskytuje se
zejména v prostiedi s vysokym obsahem soli. Kratké iseky Z-DNA se mohou vyskytovat

v organismech a regulovat expresi [7].

Obrazek 2: Formy DNA, prevzato a upraveno z [8]. Vievo je zobrazend pravotociva forma A,
uprostred pravotociva forma B a vpravo levotociva forma Z.

Ob¢ vlakna DNA jsou komplementérni, coz znamena, ze sekvence jednoho vldkna
implikuje sekvenci toho druhého. DNA se replikuje semikonzervativné. Replikace DNA
je enzymove¢ fizeny proces, kdy kazdé vlakno DNA slouzi jako templéat pro vytvoteni

nového komplementarniho vlakna. Nové vlakno DNA vznikd vzdy ve sméru 5'—3" [2].
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1.2. Syntéza DNA

V soucasné dob¢ se vyuzivaji dva zpiisoby syntézy DNA, chemickd a enzymova syntéza.
Chemicka syntéza je vhodna pro piipravu vétsSiho mnozstvi DNA, ale jeji nevyhodou je
Castd nekompatibilita s modifikacemi a pii syntéze delSich templatd i velmi nizky

vytézek.
1.2.1. Chemicka syntéza DNA

Poprvé byla chemicka syntéza provedena A. Toddem, ktery v 50. letech 20. stoleti
syntetizoval prvni dinukleotid [9]. Poté byla vice rozvinuta v 70. letech 20. stoleti,
kdy doslo k zautomatizovani a zdokonaleni metod chemické syntézy, které umoznily
rychlou a pfesnou syntézu DNA. Mimo jiné zacala byt pouzivana metoda syntézy na
pevném nosici. Ptiprava oligonukleotidii touto cestou mize byt vyuzivdna jak v malém
mnozstvi pro biologicky vyzkum, tak ve velkém mnoZstvi pro klinické studie [10].

V roce 1976 udélali Letsinger a Lunsford velky pokrok ve vyvoji fosforylac¢nich
metod, ktery vedl ke vzniku fosforamiditové metody (viz obrazek 3, str. 16) [11].
Plvodné byly vyuzivany jako meziprodukty pfi syntéze oligonukleotidi monoesterové
dichloridity kyseliny fosfore¢né [12]. Tyto meziprodukty nahradili Beaucage a Caruthers
vysoce reaktivnimi deoxyribonukleosidovymi fosforamidity [13].

Fosforamiditovd metoda je ¢tyfkrokova syntéza a jeji velkou vyhodou je, ze je
automatizovand. Stavebnimi bloky jsou nukleosidové fosforamidity s koncovym 5°-OH
[14]. Zatimco podminky a chrénici skupiny stavebnich blokd pouZivané v syntéze
napevné fazi byly v pribéhu let optimalizovany, chemické reakce plvodniho
¢tytkrokového cyklu ztstaly prakticky nezménéné. Fosforamiditové stavebni bloky jsou
obvykle pfipravovany podle pivodniho protokolu Beaucageho a Caruthera pouZzitim
chlorofosforamiditii nebo fosforamiditi. Produkt musi byt purifikovan pomoci sloupcové
chromatografie. Fosforamidity jsou skladovany v inertnim prostiedi v -20 °C,
aby nedochazelo k jejich oxidaci a hydrolyze [15]. Syntéza fosforamiditovou metodou

probiha, na rozdil od replikace, od 3" k 5konci [16].
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Obrazek 3: Schéma syntézy DNA fosforamiditovou metodou, prevzato a upraveno z [17].
Na obrazku jsou zndazorneny 4 hlavni kroky této syntézy: deprotekce, kondenzace, capping
a oxidace. PFi cappingu je na volnou -OH skupinu navazana acetylova skupina, aby nedochdzelo
k dalsim nevyzadanym reakcim.

1.2.2. Enzymova syntéza DNA

DNA lze pfipravit i enzymové, kdy jsou pomoci DNA polymerasy jednotlivé
2¢- deoxyribonukleosid trifosfaity (dNTP) inkorporovany do oligonukleotidového
tetézce. Existuji dvé hlavni metody enzymové syntézy: metoda extenze primeru (PEX)
a polymerasova fetézova reakce (PCR). DNA polymerasa neumi zahdjit syntézu nového
fetézce, proto je pfi enzymové syntéze nutna pritomnost primeru. Primer je kratky tsek
DNA, ktery ma obvykle okolo patnacti nukleotidi a je komplementarni k templatovému
vldknu. Novy dNTP se vaze na 3 -hydroxylovou koncovou skupinu primeru a dochézi
tak k prodluzovani primeru na zakladé jeho komplementarity k templatovému vlaknu,
tedy ve sméru od 5° k 3¢ konci [18].

Enzymové¢ lze syntetizovat i modifikovanou DNA. Modifikace jsou zavadeény
pfedev§im do polohy 5 pyrimidinovych bazi a do polohy 7 7-deazapurinovych bazi.
7-deazapuriny nahrazuji z divodu vyssi stability puriny a 1i§i se od nich chybé&jicim
atomem dusiku v pozici 7. Pfi substituci purinti v poloze 8 dochézi ke sterickému branéni
a modifikace v této poloze nejsou tolerovany DNA polymerasou, proto neni tato

substituce vyuzivana. Naopak pfi substituci 7-deazapurinti v pozici 7 sméefuji zavedené
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modifikace do velkého zlabku DNA a jsou tak dobte ptistupné pro dalsi pripadné reakce.
Modifikace v této poloze nenaruSuji parovani bazi a soucasné jsou tolerovany DNA
polymerasou [19]. Krom¢ nukleovych bazi miize byt modifikovana i cukernd slozka
a fosfat. Fosfatové analogy maji nahrazen kyslik jinou chemickou latkou, jako je
napiiklad sira. Prikladem jsou 5'-O-(2-thiotrifosfaty), které slouzi ke studiu
polymeras [20].

Pfi enzymové syntéze muze ve vétSim méfitku dochazet k netemplatové adici
2‘-deoxyadenosin trifosfatu [21]. To znamena, ze se kromé chténého produktu tvoii jesté
produkt o jeden nukleotid delsi. Mnozstvi netemplatové adice zavisi na sekvenci

syntetizovaného oligonukleotidu, na relativnim mnozstvi dNTP a na dobé¢ trvani reakce.

1.2.2.1. Metoda extenze primeru

Nejjednodussi metodou enzymové syntézy DNA je PEX (viz obrazek 4). V této metodé
je pouzivana DNA polymerasa ke specifickému prodlouzeni primeru, ktery je
komplementarni k sekvenci templatu. DNA polymerasa inkorporuje
2‘-deoxyribonukleotidy do fetézce na zakladé komplementarity. Primer musi byt kvili
vizualizaci produktid znacen. MiiZze byt znafen fluorescenné nebo radioaktivné. Tato
metoda je vyuZzitelna i pro syntézu modifikované DNA. Pokud je néktery z pfirozenych
dNTP nahrazen modifikovanym dNTP na bazi, ponese kazda tato nukleobaze v nové
syntetizované ¢asti fetézce danou modifikaci. Substituovan mtze byt i vice nez jeden typ

dNTP [22].

) 5 .
DA A T 5 ]

primer R-0— g - -

PEX -
' oK I
R0 o DA
3 polymerasa
(o] 2]
-0
DNA N5 s \ 5
templat

aH
phirazend dbTR

5 dsDMA

R —H-g-F-oH-on
Q

Obrazek 4: Metoda PEX s pouzitim prirozenych dNTP. Pri reakci dochazi pomoci DNA
polymerasy k prodluzovani primeru nukleotidy na zdaklade komplementarity k templatovemu
vidknu.
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1.2.2.2. Polymerasova retézova reakce

Metoda PCR byla poprvé pouzita K. B. Mullisem k enzymové amplifikaci specifického
segmentu B-globinu a HLA-DQa genu v lidském genomu [23]. PCR je metoda in vitro
amplifikace, pii které se zvySuje mnozstvi cilové sekvence exponencidlné [24].
Umoznuje tak analyzovat i malé mnozstvi DNA. PCR byva vyuzivdna k diagnostice
genetickych onemocnéni a pro detekci patogent, které jsou obtizné kultivovatelné. Déle
se vyuziva naptiklad pfi diagnostice rakoviny, ke zjisténi, které geny jsou exprimovany
anebo naopak vypnuty [25].

Pii metodé PCR (viz obrazek 5, str. 19) jsou dva oligonukleotidy, primery,
komplementarni k sekvencim na protilehlych vlaknech DNA. Tyto sekvence musi lezet
tésn¢ za konci useku, ktery je amplifikovan [23]. Izolovana DNA obsahujici dany usek,
je kratce zahtivana, aby doSlo k jeji denaturaci. Poté se DNA ochladi v pfitomnosti
velkého pifebytku primerdt a dochazi k nasednuti primeri na templat. Nasledné
v ptitomnosti 2‘-deoxyribonukleotidi a pomoci DNA polymerasy dochézi k inkorporaci
dNTP do kazdého z obou fetézcii na zékladé komplementarity, tedy k prodluzovani
primert. Timto procesem dochdzi k replikaci dané sekvence. Cyklus se opakuje 25 az
30krat béhem nékolika hodin v automatizovaném procesu, ¢imz se usek DNA amplifikuje
[26]. Teplota nasedani primerti mize vyrazné¢ ovlivnit pribéh PCR. Pii $patn¢ zvolené
teploté dochazi k amplifikaci nespecifickych DNA fragmentd. Pro tuto metodu jsou
zdlvodu kolisani teplot mezi jednotlivymi fazemi cyklu vyuZivany zejména

termostabilni polymerasy, jako napiiklad Taq polymerasa [27].

18



98nt templat

- 5:\,‘3; % = FAM
reverzni prime

pfirozené dNTPs l DNA polymerasa 4 =Cy5

3

cyklus 1 1. denatu'ra’ce . .
2. nasedani primera
primy primer reverzni primel
_ —_—
l 3. prodluzovani
» 98bp DNA
cyklus 2 1. denatu'ra’ce ) .
2. nasedani primeru
piimy primer reverzni prime|
_ o
A , >k
primy primer reverzni prime
I N
l 3. prodluzovani
dalsi !
cyklus V 4
y

Obrazek 5: PCR s 98nt templatem a Cy5 a 6-FAM znacenymi primery. Cyklus je slozen ze tii
zakladnich fazi: denaturace, nasedani primerit a prodluzovani primerii.

Pro  amplifikaci modifikované DNA  se pouzivaji  modifikované
2¢-deoxyribonukleotidy jako substraty. Ty se zacleni do DNA vldkna a toto modifikované
vlakno poté slouzi jako templat pro dalSi extenzi. Taq polymerasa neni kvuli svoji
citlivosti na chemické modifikace pro amplifikaci modifikované DNA vhodna. Nejcastéji
se pro tento proces vyuzivaji KOD polymerasy [28]. KOD polymerasa je vhodna i diky
své vysoké rychlosti elongace. Mlize mit 1 exonukleasovou aktivitu, kterd zvysSuje
pfesnost PCR, na druhou stranu, pfi pouziti modifikaci, mize mit problém s jejich

toleranci [29].
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1.3. DNA polymerasy

ey

DNA replikace je velice dulezitou funkci nejen zijicich organismt, ale i virt. Zajistuje
pienos genetické informace a integritu genomu. Tento proces se miize uskutecnit diky
DNA polymerasam, které jsou kliCovymi enzymy replikace DNA i dalSich opravnych
procesi DNA [30]. Ackoliv maji vSechny DNA polymerasy podobnou strukturu
aktivniho mista a podobny chemicky mechanismus piisobeni, mohou se liSit naptiklad
velikosti aktivniho mista, flexibilitou nebo piitomnosti proteinovych subdomén.
Tyto detaily od sebe odlisuji jednotlivé polymerasy a udavaji jim specifické vlastnosti
a funkce [31].

DNA polymerasy jsou dulezité pro tvorbu novych vldken DNA. Jejich funkei je
inkorporace nukleosidmonofosfatii na 3 konec sekvence primeru. K této chemické reakci
dochazi pfi rGznych bunécnych procesech. Pivodné byly polymerasy klasifikovany
do dvou skupin dle podobnosti bud’ k Escherichia coli (E. coli) Pol I anebo k lidské Pol
a [32]. Nyni tfidime sav¢i polymerasy dle homologie sekvenci do ¢tyt skupin: A, B, X
a'Y. DNA polymerasy skupiny A se obvykle ucastni replikace mitochondrialni DNA
a polymerasy skupiny B replikace genomové DNA. Polymerasy patiici do rodiny X
mohou zaji§tovat opravy DNA a polymerasy skupiny Y spoustéji bunécné procesy, které
reaguji na chybu v replikaci. Polymerasy podobné E. coli Pol I se nyni také dé€li do Ctyt
skupin: Pol I, Pol II, Pol IIT a Pol  [33].

Prvni detailni informace o polymerasové aktivité jsou dostupné od poloviny
80. let, diky strukturnim studiim DNA polymerasy I z bakterie E. coli. Krystalova
struktura umoZznila zkoumani funkci a vlastnosti polymerasy. DNA polymerasa I ma dvé
hlavni funkce, opravu poSkozené duplexni DNA a zpracovani Okazakiho fragmentt.
Tato monomerni  biomolekula ma kromé polymerasové aktivity 1 3'—5’
a 5'—3 exonukleasovou aktivitu, takze mize mimo jiné¢ i odstraiovat nukleotidy
z fetézce DNA [34].

Exonukleasova aktivita patii mezi dilezité funkce DNA. 3’—5" Exonukleasova
aktivita je dulezitd pro kontrolu spravnosti sekvence syntetizovaného vldkna.
Tyto exonukleasy hydrolyzuji jednovldknové 1 dvouvlaknové DNA, avSak exonuleasova
aktivita na dvouvladknové DNA je inhibovana pfitomnosti dNTP, které naopak stimuluyi
polymerizaci. 5'—3" Exonukleasy umoziiuji prodlouzeni DNA na 3" konci vystfizenim
casti DNA, ktera brani DNA polymerase v prodluzovani fetézce. Mohou také odstraniovat

kratké useky RNA z Okazakiho fragmentt [32].
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1.3.1. KOD DNA polymerasa

KOD DNA polymerasa méa nékolik moznych variant. Casto vyuzivané jsou KOD(exo-)
DNA polymerasa (viz obrazek 6, str. 22), kterd postrada 3"—5" exonukleasovou aktivitu
a KOD XL, neboli KOD Dash, ktera predstavuje mix KOD polymerasy a KOD(exo-)
polymerasy [35]. Patii do rodiny archedlnich B DNA polymeras a je izolovana
z termofilniho organismu Thermococcus kodakarensis. Polymerasy této skupiny dokazi,
na rozdil od A DNA polymeras, inkorporovat C5-modifikované pyrimidiny
a C7-modifikované 7-deazapuriny, poptipadé nukleotidy modifikované
na 2‘ deoxyribose, do oligonukleotidového fetézce. Pro PCR se casto vyuziva Taq
polymerasa, ktera se fadi do A DNA polymeras. KOD DNA polymerasa je oproti Taq
polymerase termostabiln€jsi a umoziuje rychlejS$i extenzi a piesnost inkorporace
modifikovanych nukleotida [36].

Studie struktury ukazaly, ze KOD DNA polymerasa mé oproti A DNA
polymerasam vétsi objem kandlu v blizkosti aktivniho mista, tudiz poskytuje vice
prostoru pro modifikace. KOD DNA polymerasa udrzuje DNA po celou dobu v B formé.
Ma tedy SirSi velky zlabek, diky kterému je umoznéna snaz$i vazba modifikovanych
nukleotidii [37].

Do rodiny B DNA polymeras patfi také casto vyuZzivana Vent polymerasa. Obé
tyto polymerasy, Vent i KOD, existuji 1 ve varianté bez 3’ —5 exonukleasové aktivity.
U Vent polymerasy je znamo, Ze varianta bez exonukleasové aktivity je pro syntézu
modifikované DNA pomoci metody PCR vhodné;jsi. U KOD polymerasy neni u syntézy
DNA metodou PCR variantami KOD a KOD(exo-) v inkorporaci modifikovanych
nukleotidli zadny signifikantni rozdil [38]. Pii porovnavani reakéni kinetiky KOD
mutanti s Vent(exo-) polymerasou bylo zjisténo, Zze KOD polymerasa poskytuje vétsi
Vmax a Kin v piipad¢ bazickych analogl a mensi Vimax @ Km v pfipad€ chybné inkorporace
ve srovnani s Vent(exo-) polymerasou [39]. Tato katalytickd vlastnost je vyuzitelna
pro enzymovou produkci umélych nukleovych kyselin.

Pro inkorporaci modifikovanych nukleotidii se ¢asto vyuziva komeréné dostupna
Therminator DNA polymerasa bez exonukleasové aktivity, ktera ma s KOD polymerasou
velkou podobnost v sekvenci 1 ve struktute. Pfi porovnani této polymerasy s KOD(exo-)
polymerasou bylo zjisténo, ze KOD(exo-) polymerasa mé lepsi Gcinnost, inkorporuje

modifikované nukleotidy piesnéji a nedochazi k vicendsobné misinkorporaci [36].
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N-terminalni doména

Obrazek 6: Struktura KOD(exo-) DNA polymerasy, prevzato a upraveno z [40]. Polymerasa je
tvorena nekolika strukturnimi castmi: N-termindlni doménou, prstem, dlani, palcem a doménou
pro chybéjici exonukleasovou aktivitu.

1.4. 2¢-Deoxyribonukleosid trifosfaty modifikované na bazich

DNA modifikovand na bazich je v poslednich letech pfedmétem mnoha vyzkumd.
Modifikované baze maji potencialni vyuZiti ve farmaceutickém pramyslu. Casto
studované jsou C5-modifikované cytosinové baze, které mohou v sav€ich genomech
tvorfit epigenetickou informaci a regulovat tak genovou expresi. Methylace cytosinu vede
k umlceni gent a regulaci transkripce na tirovni DNA [41].

Modifikované thyminové baze se vyskytuji v genomech bakteriofagi a obvykle
obsahuji velké skupiny pfipojené na C5 thyminu. Také mohou hrat roli v regulaci
v genomu eukaryot. Modifikace guaninu jsou ¢asto spojovany s poSkozenim DNA, jako
napiiklad oxidace [42], nitrace [43] nebo alkylace [44]. Modifikovany adenin se miize
vyskytovat v genomech fagu i vysSich organismi. Je zodpovédny za regulaci replikace,
organizaci nukleoidu a chromosomovou segregaci [45].

Nejuzivangjsi metodou, kterd se pouzivd pro detekci a kvantifikaci
modifikovanych nukleotidii, je kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Pro mapovani modifikovanych bazi v genomech a pro urceni

jejich biologické role se pouzivaji technologie DNA sekvenovani [45].
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1.4.1. 2¢-Deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci fenylovou skupinu na bazich

Fenylova modifikace (viz obrazek 7) je pro syntézu modifikované DNA v miligramovém
mnozstvi a ndsledné pouziti pro studium vlivu modifikaci na strukturu DNA vhodna hned
zn¢kolika divodi. Prvnim divodem je elektronova hustota fenylové skupiny
a pritomnost aromatického jadra, které umoznuje studium =n-m interakci s okolnimi
skupinami [46]. Mezi dalsi divody se fadi hydrofobni charakter a optimalni velikost

skupiny, které mohou také ovliviiovat vlastnosti a strukturu DNA.

0 NH,
4 4
b 4]
: o)'z\N1 oél'z\N1
0 R-0 o R-07 o
2 8 9
OH OH R= —P-0-P-0-P-OH
dAPhTP dGP"TP duPhTP dcPhTp o o o
(APh) (GPh) (UPh) (cPh)

Obrazek 7: dNTP nesouci fenylovou skupinu na bazi. Vievo jsou zobrazeny dva nukleotidy
nesouci 7-deazapurinové bdaze modifikované fenylem v pozici 7 (dA™TP [47] a dG™TP [48])
a vpravo dva nukleotidy nesouci pyrimidinové baze modifikované fenylem v pozici 5 (dU™TP
a dC™TP) [49].

1.5. Studium vlastnosti DNA pomoci spektroskopické metody

cirkularniho dichroismu

Cirkularni dichroismus (CD) studuje konformace biomolekul na zakladé rozdilu
v absorpci levotocCivého a pravotocivého kruhové polarizovaného svétla. Tato metoda
umoznuje predevS§im studovat konformac¢ni zmény biomolekul v rGznych
podminkach [50].

Rozdil v absorpci levotocivého a pravoto¢ivého kruhové polarizovaného svétla
zpisobuji chirdlni slouceniny. Pyrimidinové a purinové baze jsou samy o sobé achiralni,
planarni a opticky neaktivni heterocykly a proto netvoii signal. Ve formé& nukleotidi uz
vSak dusikaté baze v dusledku tvorby glykosidické vazby mezi dusikatou bazi
a 2‘-deoxyribosou chiralni jsou. Diky chiralité dusikatych bazi existuje pro kazdou formu

DNA jiné spektrum. CD se proto pouziva piedevsim pro urceni konformace DNA [51].
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1.6. Bunécéna linie Escherichia coli BL21-Al

E. coli je univerzalni bakterialni druh, ktery ma neskodné komenzalni varianty i rizné
patogenni varianty, které mohou zpiisobovat predev§im stfevni onemocnéni clovéka
a dalSich zvifecich hostiteld. Tato bakterie je také velmi vhodnym modelovym
organismem pro studium bakteridlni evoluce a adaptace na rozdilné podminky a niky.
Diky mutacim je genom velmi variabilni a umoziuje konkurenceschopnost [52].

E. coli typu B byva diky absenci n€kterych proteas Casto vyuzivdna pro
indukovanou expresi rekombinantnich proteinti. Nejéastéji se pro expresi pouzivaji
kmeny BL21 a BL21(DE3). Od kmene BL21 je odvozen specialni kmen BL21-Al, ktery
muze byt oproti dvéma zminovanym vyuzivan i pro expresi toxickych proteint [53].
U tohoto kmene je exprese proteinil fizena chromosomalné kddovanou bakteriofagovou
T7 RNA polymerasou [54], ktera je regulovana promotorem PBAD indukovanym
arabinosou. Indukce genu T7 RNA polymerasy je nejcastéji zprosttedkovana
isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidem (IPTG). Exprese T7 RNA polymerasy vSak
muze byt potlacena pfidanim 1% roztoku glukosy, ktery sniZzuje hladinu cAMP [55].
Tim je naruSena signalizace v bufice a snizena bazalni exprese, coz zlepSuje schopnost

bunék udrzet plasmid [56].
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2.Clile prace

e Exprese KOD(exo-) DNA polymerasy z bun¢k E. coli BL21-Al

e Studium aktivity KOD(exo-) DNA polymerasy pii enzymové syntéze DNA
metodami PEX a PCR

e Syntéza DNA modifikované na bazich v miligramovém méfitku pomoci metody PEX
e Studium vlivu fenylové modifikace na teplotu denaturace dvousroubovice DNA

e Studium struktury DNA modifikované na bazich pomoci CD
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Buné¢na linie

BL21-AITM One ShotTM chemicky kompetentni E. coli

3.1.2. Nukleotidy a oligonukleotidy

dNTP, N =A, G, C, T, New England Biolabs
dNP'TP, N = A, G, C, U, syntetizovano ve skupiné prof. Hocka
Primery: Prim14nt-5"-6-FAM, Generi Biotech
LT25TH-5°-6-FAM (reverzni), Generi Biotech
LT20-5°-CyS5 (ptimy), Generi Biotech
Templaty: 180ON-1A, Generi Biotech
180ON-1G, Generi Biotech
180ON-1C, Generi Biotech
180ON-1T, Generi Biotech
FVL-A, Generi Biotech

3.1.3. Roztoky

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

10x reakéni pufr (1,2M TRIS-base; 100mM KCI; 60mM (NH4)2SO4; 15mM MgCla x 6
H>0; 1% triton-X 100; 0.01% BSA)

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

2x skladovaci pufr (100mM TRIS-base; 100mM KCI; 2mM DTT; 0.2mM EDTA)

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

6x native loading dye (0,2% xylencyanolovd modf; 0,2% bromfenolovd modf;
40% sacharosa)

6% DNA gel loading dye (Thermofisher scientific)

Coomassie Blue Destaining solution (40% methanol; 10% kyselina octova)
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Coomassie Blue Staining solution (0,1% Coomassie Brilliant Blue; 50% methanol,
10% kyselina octova)
Eluc¢ni pufr (20mM TRIS-base; 500mM NaCl; 10% glycerol; 500mM imidazol)
Fosfatovy pufr o koncentraci 11 mM (100mM NaxHPO4: 100mM NaH>POs, pomér 1 : 1;
80mM KCI; pH =7,3)
LB medium, piipraveno na UOCHB AV CR (1% trypton; 0,5% kvasinkovy extrakt;
1% NaCl)
Lyzaéni pufr (20mM TRIS-base; 500mM NaCl; 10% glycerol; pH = 8.0)
Mobilni faze pro HPLC: A (0,IM TEAB)

B (0,1M TEAB; 20% acetonitril)

C (100% acetonitril)
Pufr na horizontalni elektroforézu: 0,5x TBE
Pufr na PAGE: 1x TBE
Pufr na SDS elektroforézu: 1x TRIS-glycin SDS
SDS-PAGE loading dye (4% SDS; 20% glycerol; 200mM DTT; 0,01% bromfenolova
modf; 0,1M TRIS-HCI, pH 6,8)
Stop  solution (95%  formamid; 0,5mM  EDTA; 0,025%  bromfenol;
0,025% xylencyanolova modf; 0,025% SDS)

3.1.4. Chemikalie

Acetonitril, Sigma Aldrich

Agarosa, Serva

Betain, Sigma Aldrich

Bromfenol, Sigma Aldrich

BSA, Sigma Aldrich

Denaturacni 25% koncentrat (Rotiphorese Sequenziergel-Konzentrat 25 %, akrylamid a
methylenbisakrylamid v poméru 19:1, 50% mocovina), Carl Roth
APS, Sigma Aldrich

Arabinosa, Sigma Aldrich

DMSO, Sigma Aldrich

DTT, Sigma Aldrich

EDTA, Sigma Aldrich

Formamid, Sigma Aldrich
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Glukosa, Serva

Glycerol, Thermo Fisher Scientific

HCI, Sigma Aldrich

Imidazol, Sigma Aldrich

Isobutanol, Sigma Aldrich

IPTG, Sigma Aldrich

Kanamycin, Sigma Aldrich

KCl, Sigma Aldrich

KOD(exo-) DNA polymerasa

Ladder (smé¢s oligonukleotidt riznych délek), ptipraveno v laboratofi
Methanol, Sigma Aldrich

MgCly, Sigma Aldrich

NaCl, Sigma Aldrich

Na;HPOy4, Sigma Aldrich

NaH2POy4, Sigma Aldrich

Nativni 40% koncentrat akrylamidu a polyakrylamidu v poméru 19:1, Carl Roth
(NH4)2S04, Sigma Aldrich

Octova kyselina, Sigma Aldrich

Sacharosa, Sigma Aldrich

SDS, Sigma Aldrich

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

TBE, ptipraveno na UOCHB AV CR

TRIS-base, Sigma Aldrich

TRIS-glycin, Sigma Aldrich

TRIS-HCI, Sigma Aldrich

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin), Sigma Aldrich
TEAB, pfipraven v laboratofi

TMAC, Sigma Aldrich

Triton-X-100, Sigma Aldrich

Vent(exo-) DNA polymerasa, New England Biolabs
Xylencyanol, Sigma Aldrich
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3.1.5. Pristroje a purifika¢ni kolony

AKTA pure™ 25 chromatography system

Cary 100 UV-Vis spektrofotometr, Varian

Centrifugy: Eppendorf miniSpin; Eppendorf centrifuge 5810 R; Avanti JXN30
Dialyzaéni kolony: Pur-A-Lyzer™, Sigma Aldrich; D-Tube™ Dialyzers, Merck Life
Science

Horizontalni elektroforéza, C.B.S. Scientific

HPLC: Analyticko-preparativni HPLC, Waters

Inkubétory: Inova40 Orbital Shaker, Innova S44i Shaker

Kolona na HPLC: XBridge Oligonucleotide BEH C18 OBD Column, 1304, 2.5 um
Kolona pro afinitni chromatografii: HisTrap™ High Performance, 1 mL, Cytiva
Lyofylizator, Labconco

NanoDrop1000, ThermoFischer Scientific

NanoPhotometer N60, Implen

PCR Thermal Cycler, Biometra TRIO 48, Jena Bioscience

Ptistroj na méteni MALDI-TOF: UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (Bruker) mass
spectrometer with 1 kHz smartbeam II laser technology

PCR Purifcation Kit, Qiagen

Spektrometr na CD: Jasco-815 s jednotkou Petlierova typu PTC-423S/L

Rotacni vakuova odparka Hei-VAP Core HL G3, Heidolph

SDS elektroforéza, Bio-Rad

Skener na gely: Typhoon FLA 9500, GE Healthcare

SpeedVac, vakuovy koncentrator, Labconco

Termoblok: Eppendorf Thermomixer comfort

Vertikalni elektroforéza, Jena Bioscience

Vivaspin 20, 50 000 MWCO, Sartorius

Vortex: Vornado, Benchmark
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3.2. Metody

3.2.1. Exprese KOD(exo-) DNA polymerasy
3.2.1.1. Kultivace kompetentnich bunék Escherichia coli BL21-Al

Pro expresi proteinu byly pouzity kompetentni bunky E. coli BL21-Al transformované
plasmidem genu KOD polymerasy vlozenym do vektoru pET28a. Ptredkultura byla
ptipravena ve 200 mL jiz namichaného LB média. Do LB média bylo pipetovano 200 uL
kanamycinu o koncentraci 30 mg-ml! a 2 mL 40% roztoku glukosy. Roztok glukosy byl
do LB média ptfidan pro zastaveni piedCasné nezddouci exprese. Nasledné byly do LB
média pridany kompetentni buniky E. coli, uchovavané v -80 °C. Buiiky byly inkubovany
(Inova40 Orbital shaker) 24 hodin pii 37 °C. LB médium s narostlou ptedkulturou bylo
stoceno na centrifuze (Eppendorf centrifuge 5810 R) pti 3900 RPM a 4 °C po dobu
20 minut.

Kultivace pokracovala ve 2 L cerstvého LB média. Do nového LB média byly
piidany 2 mL kanamycinu o koncentraci 30 mg-mL-!. Pipetou bylo odebrano n&kolik
mililitrd LB média, které byly pozd¢ji pouzity jako referencni standard pro méteni ODsoo.
Nésledné byla v LB médiu resuspendovéana peleta. Buiiky byly inkubovany pii 37 °C
(Innova S44i shaker). KdyZ hodnota ODeoo doséhla hodnoty 0,7, bylo pfiddno 20 mL
40% roztoku arabinosy a 2 mL 1M IPTG (pfipraveno rozpusténim 2.383 g IPTG v 10 mL
MiliQ H»0). Indukci IPTG byla v bunkdch E. coli zahijena exprese KOD(exo-)
polymerasy. Nasledn¢é pokracovala inkubace (Innova S44i shaker) pti 24 °C po dobu
16 hodin. Buiiky byly stoceny na centrifuze (Avanti JXN30) pii 8 000x g a 4 °C po dobu
20 minut. Pfed zahdjenim exprese proteinu a nasledné 1 po jejim dokonceni byly odebrany

vzorky pro SDS elektroforézu.

3.2.1.2. Lyza bunék Escherichia coli

Peleta ziskanad centrifugaci byla resuspendovana ve 40 mL lyza¢niho pufru (20mM
TRIS-base; 500mM NaCl; 10% glycerol; pH = 8.0). Nasledovala lyza bun¢k a denaturace
hostitelskych proteinti (Inova40 Orbital shaker) pti 80 °C po dobu 1 hodiny. Preparat byl
umistén na 20 minut na led. Poté byl stocen na centrifuze (Avanti JXN30) pii 38 000x g
po dobu 40 minut. KOD(exo0-) polymerasa je termostabilni protein, tudiz se nesrazi
a zlistdva jako soucdst supernatantu. Sérologickou pipetou byl odebran 1 mL lyzatu

pro SDS elektroforézu.
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3.2.1.3. Izolace KOD(exo-) DNA polymerasy afinitni chromatografii

Separace proteinu obsaZeného v supernatantu probihala na piistroji AKTA pure™
s pouzitim kolony HisTrap HP 1 mL a prutokovou rychlosti 1 mL/min. K nanaSeni vzorku
na kolonu byl pouzit lyza¢ni pufr (viz kapitola 3.2.1.2.). Protein byl zachycen na kolon¢
a nasledné byl eluovan elu¢nim pufrem (20mM TRIS-base; 500mM NaCl; 10% glycerol;
500mM imidazol). Imidazol obsazeny v pufru ma vyssi afinitu k HisTrap kolong, tudiz
je protein z kolony uvolnén a separovan. Pfitomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla
vyhodnocovana pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti

dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE).

3.2.1.4. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu
sodného

Nejprve byl pripraven 10% separacni gel (30% bisakrylamid; 1M TRIS-HCI, pH = 8.8;
20% SDS; 10% APS; TEMED; H>0), ktery byl pfi polymerizaci pievrstven 200 pL
isobutanolu pro zachovéni rovného povrchu a pro zajiSténi polymerizace bez ptistupu
vzduchu. Po dokonceni polymerizace byl isobutanol odsat filtraénim papirem
a nad separacni gel byl pipetovan 5% zaostfovaci gel (30% bisakrylamid; 1M TRIS-HCI,
pH = 6.8; 20% SDS; 10% APS; TEMED; H>0).

Vzorky byly pfed nandSenim na gel pfipraveny smichanim s 2x SDS-PAGE
loading dye v poméru 1:1. Poté byly zdenaturovany pii teploté 95 °C po dobu 10 minut
a nasledné prudce zchlazeny. Elektroforéza probihala v 1x SDS pufru. Dodecylsiran
sodny denaturuje protein a udava mu uniformni nédboj. Do jamek bylo pipetovano po 10
puL  jednotlivych vzorki a5 pL standardu (color protein standard 10-250 kDa).
Elektroforéza probihala po dobu 30 minut pii napéti 100 V, poté bylo napéti zvySeno na
150 V. Po separaci byly gely obarveny v Coomassie Blue barvicim roztoku po dobu 40
minut, nasledné byly pfes noc ponofeny do Coomassie odbarvovaciho roztoku. Dalsi den
byly gely skenovany na fluorescenénim skeneru Typhoon FLA 9500, ¢imz bylo dle
standardu urceno, které frakce po provedeni afinitni chromatografie obsahovaly

exprimovany protein.

3.2.1.5. Finalni purifikace a méreni koncentrace KOD(exo-) DNA polymerasy

Purifikace a odsolovani bylo provedeno uzitim kolon Vivaspin 20, 50 000 MWCO
dle nasledujiciho protokolu. Frakce obsahujici protein byly spojeny, pipetovany
do Vivaspin kolony a stoceny na centrifuze (Eppendorf centrifuge 5810 R) pti 3 900 RPM
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a 20 °C po dobu 20 minut. Elu¢ni pufr byl vymeénén za 2x skladovaci pufr pro KOD(exo-)
polymerasu (100mM TRIS-base; 100mM KCI; 2mM DTT; 0.2mM EDTA). Nejprve byly
do kolony s proteinem pipetovany 3 mL 2% skladovaciho pufru a nasledné stoceny
na centrifuze (Eppendorf centrifuge 5810 R) pti 3 900 RPM a 20 °C po dobu 20 minut.
Poté byly postupné pfidany tiikrat 2 mL 2x skladovaciho pufru. Po kazdém ptidani byl
obsah kolony centrifugovan za stejnych podminek jako poprvé.

Findlni koncentrace proteinu byla méfena na nanodropu s pouzitim metody
Protein A280. Protein byl uchovavan v roztoku (2% skladovaci pufr; 50% glycerol;
1% triton-X-100). Glycerol a triton-X-100 snizuji povrchové napéti a zamezuji

tak zamrzani proteinu v roztoku, ¢imz ptedchazi jeho destrukei.

3.2.2. Inkorporace nukleotidii nesoucich fenylovou skupinu do DNA

metodou extenze primeru

Aktivita exprimované KOD(exo-) polymerasy byla testovana pii syntéze ptirozené
1 modifikované DNA (viz tabulka 2, str. 33) pomoci metody PEX (viz obrazek 8, str. 33).
Do reakénich zkumavek byl pipetovdan 10x koncentrovany reakéni pufr
(1.2M TRIS-base; 100mM KCI; 60mM (NH4):SO4; 15mM MgCl, x 6 H>0,
1% triton-X-100, 0.01% BSA), templat, fluorescencné znaceny primer (viz tabulka 1,
str. 33), KOD(exo-) DNA polymerasa, pfirozené nukleotidy (ANTP) a v ptipad€ syntézy
modifikované DNA 1 2°‘-deoxyribonukleosid trifosfaty nesouci fenylovou skupinu
(dANPPTP). Reakéni roztok byl doplnén MiliQ H>O na pozadovany objem.

Metoda PEX v semi-preparativnim méfitku probihala pti 55 °C po dobu 20 minut.
Reakce byla ukoncena ochlazenim, tedy umisténim vzorkt do -20 °C, aby byla ukon¢ena
polymerasova aktivita. V preparativnim méfitku byl reakéni roztok natfedén MiliQ H>O
na 20uM koncentraci templatu. Reakce v preparativnim méfitku probihaly pii 55 °C

a 120 RPM po dobu 24 hodin a byly opét ukonceny ochlazenim vzorki na -20 °C.
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Tabulka 1: Nazvy a sekvence primeru a jednotlivych templatii. Modre je oznacena cdst sekvence,
ktera je komplementarni k sekvenci primeru, cervene prvni nukleotid, ktery je komplementdrni
k prvnimu inkorporovanému dNTP, respektive dN""TP. Primer je tvoren 14 nukleotidy (nt)
a templaty jsou tvoreny 18 nt.

Nazev Sekvence Pocet nt
Primer | Priml4nt-5-6-FAM | 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGG-3" | 14
180ON-1A 5" -CCCTCCCAGCGGCGGCTG-3" 18
180ON-1G 5"-GTTCCCCAGCGGCGGCTG-3" 18
Templat
180ON-1C 5"-CTTGCCCAGCGGCGGCTG-3" 18
180ON-1T 5" -CCCACCCAGCGGCGGCTG-3" 18

Tabulka 2: Oznaceni a sekvence syntetizovanych produktii. Modre je oznacena sekvence primeru
a cervené prvni inkorporovany dNTP, respektive dN™TP. Pro jednoduchost nejsou zobrazeny
celé dsDNA produkty, ale pouze ssDNA sekvence syntetizovanych vidken. Jedno viakno produktu
je tvoreno 18 nt.

Nazev Sekvence Pocet nt
A 5"-6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGAGGG-3" 18
Produkt G 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGGAAC-3" 18
pf‘irozené DNA C 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGCAAG-3" 18
T 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGTGGG-3" 18
APh 57-6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGA” GGG-3~ 18
Produkt _ >
GPh 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGG™™ AAC-3 18
modifikované .
CPh 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGC™ AAG-3" 18
DNA
yrh 5" -6-FAM-CAGCCGCCGCTGGGU™ GGG-3~ 18
14nt DMA "‘"“‘]
primer it PEX
R=0 -
KO exo-)
18nt DNA " anprp O Polmerssa
templat + piirozensa

O-ccu dNTP @

Obrdzek 8: Schéma PEX s dN™TP. Prodluzovini primeru na zdkladé komplementarity
k templatovému viaknu. V reakcni smesi jsou vzdy kromé daného modifikovaného nukleotidu
pritomny i ostatni typy prirozenych nukleotidii.
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3.2.3. Analyza DNA polyakrylamidovou denaturaé¢ni elektroforézou

Pro ptipravu 12,5% denatura¢niho gelu bylo pouzito 15 mL denatura¢niho koncentratu
(Rotiphorese Sequenziergel-Konzentrat 25 %, akrylamid a methylenbisakrylamid
v poméru 19 : 1, 50% mocovina), 15 mL 2x koncentrované¢ho TBE pufru, 12 pL TEMED
a 240 uL 10% APS. Pro pfipravu 20% denatura¢niho gelu bylo pouzito 24 mL
denatura¢niho koncentratu (Rotiphorese Sequenziergel-Konzentrat 25 %, akrylamid
a methylenbisakrylamid v poméru 19 : 1, 50% mocovina), 6 mL 5x koncentrovan¢ho
TBE pufru, 19 uL TEMED a 384 puL 10% APS.

Po ztuhnuti byl gel zahtivan pii vykonu 45 W po dobu 40 minut. Vzorky byly
pripraveny smichanim se stop solution v poméru 1 : 1 a nasledné byly denaturovany pii
teploté 95 °C po dobu 5 minut. Primer (viz tabulka 1, str. 33) a pfipravené vzorky byly
pipetovany na gel. Separace probihala 30 minut pfi teploté 50 °C a proudu 40 mA. Gel

byl skenovan na fluorescenénim skeneru Typhoon FLA 9500 a nasledné vyhodnocen.

3.2.4. Analyza DNA polyakrylamidovou nativni elektroforézou

Pro ptipravu 20% nativniho gelu bylo pouzito 15 mL nativniho koncentratu (Rotiphorese
Sequenziergel-Konzentrat 40 %, akrylamid a methylenbisakrylamid v poméru 19 : 1),
15 mL 2x koncentrovaného TBE pufru, 12 pL TEMED a 240 uL 10% APS. Vzorky byly
pfed pouZitim pro nativni elektroforézu zlyofilizovany, rozpustény v 11mM fosfatovém
pufru (100mM Na;HPO4; 100mM NaH:PO4; 80mM KCI; pH = 7,3) a nasledné
renaturovany v PCR termocykleru, aby byla zajiSténa pfitomnost dsDNA produktu.
Vzorky byly v PCR termocykleru 3 minuty pii teploté 95 °C. Néasledné teplota klesala
s gradientem 0,5 °C/s na kone¢né 4 °C. Poté byly smichany s 6x native loading dye
a spolecné s primerem (viz tabulka 1, str. 33) pipetovany do gelu. Elektroforéza probihala

pii proudu 10 mA po dobu 4 hodin v chladové mistnosti (teplota ptiblizné 8 °C).

3.2.5. Dialyza vzorki DNA

Vzorky enzymové syntetizované DNA ve vysSim métitku byly dialyzované, aby doslo
k odstranéni kratSich fragmentd, soli a ptipadné nezreagovanych dNTP ze vzorku.
Dialyza funguje na principu reverzni osmozy. Molekuly, které maji mensi molekulovou
hmotnost, nez je mezni velikost dialyzatni membrany, pfechazi do roztoku o niZsi
koncentraci. Pro dialyzu byly pouzity kolony D-Tube™ Dialyzers a Pur-A-Lyzer™.

Purifikace byla provedena dle pokynt vyrobce.
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3.2.6. Purifikace vysokotlakou kapalinovou chromatografii

Oligonukleotidy byly dale purifikovany pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie
(HPLC). Pro separaci byly pfipraveny tfi mobilni faze: A (0,1M TEAB), B (0,1M TEAB,
20% acetonitril) a C (100% acetonitril). Separace probihala nasledovné: v ¢ase 0 min
pomér mobilnich fazi A : B odpovidal 70 : 30 , v 15 min 50 : 50, v 60 min byl pomér
téchto fazi 0 : 100 a v 70 min bylo B : C vpoméru 0 : 100. Separace probihala s

pratokovou rychlosti 2 mL/min. Byla pouzita kolona na reverzni fazi C-18 XBridge.

3.2.7. Polymerasova retézova reakce a nasledna elektroforéza v agarosovém

gelu

Pro metodu PCR (viz obrazek 9, str. 37) byl do 0,2mL reak¢énich zkumavek pipetovan
reak¢éni pufr pro KOD(exo-) DNA polymerasu (viz kapitola 3.2.2.), templat, dva rizné
fluorescenéné znacené primery (viz tabulka 3), ANTP a piipadné ANP'TP. Diéle byla
do reak¢ni smési pfidana aditiva: 100% DMSO; 50% formamid; 0,75M betain a 50mM
Nésledné byla reakéni smés doplnéna MiliQ H>O na poZadovany reakcéni objem.
Nasledné byly vzorky umistény do termocykleru typu Biometra TRIO 48 a byla spusténa
metoda (viz tabulka 4, str. 36).

Tabulka 3: Nazvy a sekvence primerii a templdatu pouzitych pro metodu PCR. Barevné jsou
oznaceny odpovidajici casti sekvence primerit a templatu. Reverzni (Rev) primer je dlouhy 25

nukleotidii (nt), je znaceny fluorescencni znackou 6-FAM a naseda na templatové viakno. Primy
(For) primer je dlouhy 20 nt a naseda na viakno, které je komplementdarni k templatu.

Pocet
Nazev Sekvence
nt

LTQSTPLT-GFAﬁA(REV) 5" -CAAGGACAAAATACCTGTATTCCTT-3" 25
Primer

LT20-5°-Cy5 (For) 5  -GACATCATGAGAGACATCGC-3" 20

5" -GACATCATGAGAGACATCGCCTCTGGGC
TAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAG
Templat | FVL-A 98
ATCCCTGGACAGGCAAGGAATACAGGTATTT

TGTCCTTG-3"
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Tabulka 4: Jednotlivé faze metody PCR, teploty (T), pri kterych faze probihaly a doba priibéhu
fazi.

2

Krok Faze T [°C] Cas [min]

1 Denaturace 94 3

2 Denaturace 94 ] —

3 Nasedani primert 55 1 30x

4 Prodluzovani fetézce | 72 1

5 Prodluzovani fetézce | 72 5

. Chlazen A po ukonceni PCR a vyjmuti vzorkd z
termocykleru

Kroky 2 az 4 byly opakovany celkem 30krat (viz tabulka 4). Nasledné byly vzorky
purifikovany na PCR purifikacnich kolonach dle pokynt vyrobce, eluovany pomoci
MiliQ H>O, odpateny na rota¢ni vakuové odparce a nasledné rozpustény v 5 uL. MiliQ
H>0O. Spravnost amplifikace byla ovéfena pomoci horizontdlni elektroforézy
ve 2% agarosovém gelu. Gel byl pfipraven rozpusténim 1 g agarosy v 50 mL 0,5% TBE
pufru. Na gel byl kromé pfipravenych vzorkil pipetovan standard, ktery byl pfipraven
smichanim nékolika dsDNA o riizném poctu part bazi tak, aby vysledna koncentrace
kazdé dsDNA byla 1 uM. Do gelu bylo pipetovano 6 uL vzorkl i standardu. Separace
probihala pfi napéti 120 V po dobu 90 minut. Nasledné byl gel skenovan na skeneru
Typhoon FLA 9500 a vyhodnocen.
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98nt templat

< % %:? = FAM
reverzni primer

Ph: - —
dUP"TP+dATP+dCTP+dGTP l KOD(exo-) LT25TH H=cys5

Obrazek 9: Schéma PCR s AN™"TP, 98nt dlouhym templdatem, reverznim primerem znacenym

Sfluorescencni znackou 6-FAM a primym primerem znacenym fluorescencni znackou Cy5, na
obrazku jsou naznaceny ti hlavni faze PCR cyklu: denaturace, nasedani primerii a prodluzovani
primerii.

3.2.8. Urcovani molekulové hmotnosti DNA metodou MALDI-TOF

Metoda MALDI-TOF byla provedena servisni skupinou hmotnostni spektrometrie na
UOCHB AV CR. Spektra oligonukleotidti byla méfena na pfistroji UltrafleXtreme
hmotnostnim spektrometru s 1kHz smartbeam II laserovou technologii. Matrix se skladal
z 3-hydroxypikolinové kyseliny, pikolinové kyseliny a vinanu amonného v poméru

9:1:1.

3.2.9. Urcéovani koncentrace a teploty denaturace pripravenych

oligonukleotidu

Koncentrace syntetizované DNA byla vypocitana znaméfené absorbance pomoci
Lambert-Beerova zakona. Absorbance i teplota denaturace (Tm) vSech vzorki DNA byly
méfeny na UV-Vis spektrofotometru Cary 100 v teplotnim rozmezi 25 °C az 95 °C

s teplotnim krokem 1 °C/min a detekei pfi vinové délce 260 nm. Pro méfeni byla pouzita
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kifemenna kyveta o délce 1 cm. Hodnoty T byly vypocteny jako prvni zdporna derivace

intenzity v zavislosti na teplot¢ pomoci softwaru Cary WinUV.
3.2.10. Urcovani struktury DNA metodou cirkularniho dichroismu

Meérieni cirkularniho dichroismu bylo provedeno RNDr. Lucii Bednarovou, CSc.,
ze skupiny analytické laboratofe UOCHB AV CR. Spektra cirkularniho dichroismu byla
méiena na spektrometru a Jasco-815, ktery je vybaven jednotkou Petlierova typu
PTC-423S/L umoznujici kontrolu teploty. Spektra byla méfena ve spektralnim intervalu
200-350 nm v Smm kifemenné kyveté s rychlosti posuvu monochromatoru 10nm/min,
¢asovou konstantou 8 sekund, s krokem 0,1 nm a v teplotnim intervalu 10-90 °C s krokem
5 °C. Po korekci na nulovou linii jsou presentovana spektra v jednotkdch diferencialni

molarni extinkce (Ag). Numerické zpracovani dat bylo provedeno v softwaru Sigmaplot.
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4.Vysledky

4.1. Exprese a nasledna purifikace KOD(exo-) DNA polymerasy

Prvnim cilem bakaléiské prace byla exprese KOD(exo-) DNA polymerasy. Po expresi
byl protein purifikovan pomoci afinitni chromatografie (viz obrazek 10). Vysledek
purifikace je zaznamenan jako chromatogram. Jako prvni byly detekovany latky, které
nebyly zachyceny na koloné. S postupnym ptidavanim elu¢niho ¢inidla, tedy s rostoucim

obsahem imidazolu v roztoku, byly eluovany latky, které se na kolon¢ zachytily.
pratok —= -

pik 1

pik 2

Obrazek 10: Chromatogram purifikace na pristroji AKTA pure™, pritok je oznaceni pro latky,
které nebyly zachyceny na koloné. Pik 1 a pik 2 oznacuji latky, které byly eluovany s rostouci
koncentract imidazolu v roztoku.

Pfitomnost KOD(exo-) polymerasy byla ové€fovana pomoci 10% SDS-PAGE (viz
obrazek 11, str. 40). SDS elektroforéza rozdéluje molekuly na zdkladé€ jejich molekulové
hmotnosti. KOD(exo-) polymerasa ma molekulovou hmotnost 90 kDa. Dle standardu
(color protein standard 10-250 kDa) byla zjistovana molekulovd hmotnost

exprimovaného proteinu.

39



A) B)

kDa kDa

250 e il .__ ‘ ‘ ﬁ':l: 7
180, -~ [l 2 = ;
130 [ e— 130 m— }
Q5  — Q5 — S i |
72— 72— |
y 4
55— 55 A ol
A3 — . ==
43—
34 e ; =
34— . —c—
26— :
— =
M NIC TCP L FT | B3 B5 B7 ML AZ A AG AS ALD All

Obrazek 11A, 11B: 10% SDS-PAGE, M znaci standard, NIC (non-induced cells) bunécnou
kulturu pred indukci exprese proteinu, TCP (total cell protein) bunécnou kulturu po dokonceni
exprese proteinu, L (lysate) bunécny lyzat a FT (flow-through) pritok pii purifikaci. Pismena
(4, B) nasledovana cislem oznacuji frakce sbirané pvi purifikaci. Ze viech ziskanych frakci byly
k analyze na SDS-PAGE pouZity jen nékteré. Analyza pouze nékterych frakci je dostatecna
pro identifikaci proteinu tvoriciho pik.

Z vysledkil gelu je viditelné, ze latka tvofici pik 1, u niz bylo jiz po purifikaci
pfedpokladano, Ze je chténym proteinem, mé molekulovou hmotnost pfiblizn€ 90 kDa.
Z toho vyplyva, ze tento pik je tvofen KOD(exo-) DNA polymerasou. Na gelu byl kromé
velkého piku 1 analyzovan 1 mensi pik 2. Z analyzy na SDS-PAGE bylo zjisténo, Ze
v téchto frakcich neni pfitomna KOD(exo-) DNA polymerasa.

4.2. Studium aktivity exprimované KOD(exo-) DNA polymerasy pri

enzymové syntéze DNA

Ovefteni spravné funkénosti exprimované KOD(exo-) DNA polymerasy bylo studovano
metodami PEX a PCR. Pro mé experimenty studia vlastnosti a struktury modifikované
DNA byla pouzita modifikovand DNA nesouci fenylovou skupinu (viz kapitola 1.4.2.).
Pro zjisténi, zdali je polymerasa schopna ANP'"TP inkorporovat do oligonukleotidového
fetézce, byla provedena metoda PEX v semi-preparativnim méfitku. Nasledné byla
aktivita KOD(exo-) DNA polymerasy porovnana s aktivitou Vent(exo-) DNA
polymerasy. Nakonec byla provedena metoda PCR.
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4.2.1. Srovnani aktivity KOD(exo-) DNA polymerasy s aktivitou Vent(exo-)
DNA polymerasy uZitim metody extenze primeru v semi-

preparativnim méritku.

Pro srovnani ucinnosti KOD(exo-) DNA polymerasy s jinou polymerasou byla pouzita
Vent(exo-) DNA polymerasa. Ta patii, stejn¢ jako KOD(exo-) polymerasa, do rodiny
B DNA polymeras. Ob¢ tyto polymerasy byly pouzity pro extenzi primeru pfirozenymi
dNTP. Reakce provedené obéma polymerasami byly nasledné porovnavany
a analyzovany na 12,5% denaturacni polyakrylamidové gelové elektroforéze (dPAGE)
(viz obrazek 12).

Pro reakéni smés (3;V = 20 pL) byl pouzit 10x koncentrovany reakéni pufr
(viz kapitola 3.2.2.); ctyfi rizné 3uM templaty — pro kazdy typ modifikovaného
nukleotidu jiny templat (viz tabulka 1, str. 33); 3uM primer nesouci fluorescen¢ni znacku
6-FAM na 5° konci; 1,1uM KOD(exo-) DNA polymerasa, respektive Vent(exo-) DNA
polymerasa s aktivitou 0,5 U/uL a 0,2mM dNTP (viz tabulka 5 a 6).

Tabulka 5: Slozeni reakcnich roztokii pro PEX s uzitim KOD(exo-) DNA polymerasy.

KOD(exo-)

»XV=20 uL

A+ G+ C+ T+ A- G- C- T-
V(pufr) [uL] 2 2 2 2 2 2 2 2
V(primer) [pL] 1 1 1 1 1 1 1 1
V(templat) [uL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
V(polymerasa) [uL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
V(dATP) [uL] 1 1 1 - - 1 1 -
V(dGTP) [uL] 1 1 1 1 1 - 1 1
V(dCTP) [puL] - 1 1 - - 1 - -
V(dTTP) [uL] - - - 1 - - - -
V(H:0) [pL] 12 11 11 12 13 12 12 13
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Tabulka 6: Slozeni reakcnich roztokii pro PEX s uzitim Vent(exo-) DNA polymerasy.

Vent(exo-)

2. V=20 puL

A+ G+ C+ T+ A- G- C- T-
V(pufr) [uL] 2 2 2 2 2 2 2 2
V(primer) [pL] 1 1 1 1 1 1 1 1
V(templat) [uL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
V(polymerasa) [uL] 1 1 1 1 1 1 1 1
V(dATP) [uL] 1 1 1 - - 1 1 -
V(dGTP) [uL] 1 1 1 1 1 - 1 1
V(dCTP) [puL] - 1 1 - - 1 - -
V(dTTP) [uL] - - - 1 - - - -
V(H:20) [uL] 12,5 11,5 11,5 12,5 13,5 12,5 12,5 13,5

KOD(exo-) Vent(exo-)

el T T T K.
P A+ G+ C+ T+ A- G- C- T-|A- G- C- T- A+ G+ C+ T+

Obrazek 12: 12,5% dPAGE, P oznacuje fluorescencné znaceny primer, jednotliva pismena (4, G,
C, T) rozlisuji ¢tyri riizné ssDNA produkty (viz tabulka 2, str. 33). Pismenné zkratky odpovidaji
prvanimu inkorporovanému nukleotidu. Plusem jsou oznaceny vzorky prirozené DNA obsahujici
odpovidajici dNTP a minusem negativni kontroly, tedy vzorky bez obsahu prvniho
inkorporovaného dNTP.

Na gelu lze vidét, Ze ob& polymerasy inkorporuji nukleotidy stejné Gi¢inng. PouZiti
exprimované KOD(exo-) DNA polymerasy, by proto nemélo mit negativni vliv na pribéh
dal§ich reakci. V pifipad¢ negativnich kontrol je viditelnd stejnd mobilita vzorkl
bez ptitomnosti prvniho inkorporovaného dNTP a primeru. To znamend, ze syntéza DNA

probiha spravné a nedochézi k zadnym chybnym inkorporacim.

4.2.2. Inkorporace nukleotidi nesoucich fenylovou skupinu do

oligonukleotidového Fetézce metodou extenze primeru

Pro reakéni smés (3 V =100 pL) byl pouzit 10x koncentrovany reakéni pufr (viz
kapitola 3.2.2.); ¢tyfi razné 3uM templaty — pro kazdy typ modifikovaného nukleotidu

jiny templat (viz tabulka 1, str. 33); 3uM primer nesouci fluorescen¢ni znacku 6-FAM
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na 5¢ konci; 1,1uM KOD(exo0-) DNA polymerasa; 0,2mM dNTP a 4mM dNP"TP (viz
tabulka 7, str. 43). Zda extenze primeru s uzitim dNFPTP probéhla spravné, bylo
zjisStovano pomoci 12,5% dPAGE (viz obrazek 13).

Tabulka 7: Slozeni reakcnich roztokit pro PEX v semi-preparativnim méritku.

Pozitivni kontroly Negativni kontroly Modifikované dNTP
YV =100 puL
A+ |G+ | C+ | T+ | A- |G- | C- | T- | AP» | G™ | C™ | U™
V(pufr) [uL] 10[10]10]|1010]10]10|10] 10 | 10 | 10 | 10
V(primer) [pL] 515|555 |5 |51]5 5 5 5 5
V(templat) [uL] | 75| 75| 75|75 (7575|7575 75 7,5 7,5 7,5
Kfi’;’lymemsa) 7507575075075 75[75[75] 75|75 | 75| 75
V(dATP) [puL] 5055 -1|-1|51|5]- - 5 5 -
V(dGTP) [puL] 505|555 )|-1|51]S5 5 - 5 5
V(dCTP) [puL] -5 |5 - N - 5 - -
V(dTTP) [puL] T - T T I - - - -
VANPTPY [uL] | - | - | - | - | - - -l -105]05] 05105
H>O 60 | 55 | 55|60 | 65| 60 | 60 | 65 | 64,5 | 59,5 | 59,5 | 64,5
- ' ! - ‘ . . ) £ .A ‘;“
B e e e ™
P A+ G+ C+ T+ A~ G- C- T | APM GPh (CPM PP

Obrazek 13: 12,5% dPAGE, pismeno P oznacuje fluorescencné znaceny primer, jednotliva
pismena (A, G, C, T/U) rozlisuji ctyri rizné ssDNA produkty. Pismenné zkratky odpovidaji
prvaimu inkorporovanému nukleotidu (viz tabulka 2, str. 33). Plusem jsou oznaceny vzorky
prirozené DNA, minusem negativni kontroly, tedy vzorky bez obsahu prvniho inkorporovaného
dNTP a N"(N = A4, G, C, U) oznacuji vzorky, kde prvni inkorporovany nukleotid nese fenylovou
skupinu a dalsi /i jsou prirozené.

Z gelu je patrné, ze exprimovand KOD(exo-) DNA polymerasa provadi syntézu
modifikovaného vldkna stejné¢ ucinné jako piirozeného vldkna. To lze potvrdit
ze srovnatelné mobility pasii pfirozené a odpovidajici modifikované DNA. U vzorkl

negativni kontroly nedoSlo k inkorporaci zddného nukleotidu. To opét potvrzuje, Ze

beéhem PEX nedochézi k chybné inkorporaci jiného dNTP.
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4.2.3. Polymerasova retézova reakce s vyuzitim KOD(exo-) DNA
polymerasy

PCR byla provedena na 98nt templatu o koncentraci 1 uM s pouzitim dvou riznych
primeri: reverzniho (Rev) nesouciho fluorescen¢ni znacku 6-FAM a piimého (For)
nesouciho fluorescen¢ni znacku Cy5 oba o koncentraci 10 uM. Déle byla do reakéniho
roztoku pipetovana 1,1uM KOD(exo-) DNA polymerasa; ptirozené nukleotidy
o koncentraci 2 mM a pfislusné dANP'"TP o koncentraci 4 mM (viz tabulka 8). Reakce
probihala v 10x koncentrovaném reakénim pufru (viz kapitola 3.2.2.) a pro zajisténi

lepsiho prubéhu reakce byla pridana aditiva (viz kapitola 3.2.7.) vpoméru 1 : 1 :1: 1.

Tabulka 8: Slozeni reakcnich roztokii pro PCR.

Z V=20 ],LL + A - G- C- T- APh GPh CPh yrh
V(pufr) [uL] 2 2 2 2 2 2 2 2 2
V(primer - For) [uL] 2

V(primer - Rev) [uL] 2 2 2
V(templat) [uL] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
V(polymerasa) [uL] 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
V(dAGCT) [uL] 1,5 - - - - - - - -
V(dGCT) [uL] - 1,5 - - - 1,5 - - -
V(dACT) [uL] - - 1,5 - - - 1,5 - -
V(dAGT) [uL] S s - - s |-
V(dAGC) [pL] oo s o - -] s
V(dN"'TP) [puL] - - - - : 3 3 3 3
V(aditiva) [uL] 4 4 4 4 4 4 4 4 4
H,O 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 3,5 3,5 3,5 3,5

Po dokonceni metody PCR (viz kapitola 3.2.7.) a po nasledné purifikaci pomoci
PCR purification kitu byly vysledky analyzovany na 2% agarosovém gelu. Gel byl
skenovan pro kazdou fluorescen¢ni znacku oddé€lené. Vysledkem jsou proto dva obrazky
(viz obrazek 14 a 15, str. 45), kazdy s jinak fluorescen¢né znacenymi vlakny, ¢imz je

potvrzeno, ze amplifikace probihd stejné ucinné u obou vlaken DNA.
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150bp

98bp

77bp
61bp

43bp

25bp

Obrazek 14: 2% Agarosovy gel, na kterém jsou vidét 6-FAM znacené produkty vznikajici extenzi
6-FAM znaceného primeru. L (ladder) oznacuje standard obsahujici DNA o ruznych délkach
parit bazi (bp), + znaci pozitivai kontrolu, tedy vzorek, ve kterém jsou pritomny viechny ctyri
prirozené nukleotidy, N- znaci negativni kontrolu, pismeno (N = A, G, C, T) je oznaceni
nukleotidu, ktery ve vzorku chybi. N (N = A, G, C, U) oznacuje vzorky, ve kterych jsou tri
prirozené nukleotidy a jeden modifikovany nukleotid, pismeno N v tomto pripadé oznacuje
modifikovanou bazi.

98bp

77bp
61lbp

43bp

25bp

Obrazek 15: 2% Agarosovy gel, na kterém jsou videét produkty znacené Cy5 vznikajici extenzi
primeru nesouciho fluorescencni znacku Cy5. L (ladder) oznacuje standard obsahujici DNA
o ruznych délkach bp, + znaci pozitivni kontrolu, tedy vzorek, ve kterém jsou pritomny vSechny
Ctyri prirozené nukleotidy, N- znaci negativni kontrolu, pismeno (N = A, G, C, T) je pro
nukleotid, ktery ve vzorku chybi. N (N = A, G, C, U) oznacuje vzorky, ve kterych jsou tii
prirozené nukleotidy a jeden modifikovany nukleotid, pismeno N v tomto pripadé oznacuje
modifikovanou bazi.

Na gelech lze vidét, ze KOD(exo-) DNA polymerasa dokaze amplifikovat i jiz
modifikovanou DNA. Amplifikace modifikované DNA vSak neprobihd stejné ucinné
jako amplifikace ptfirozené DNA. U modifikované DNA jsou viditelné slabsi pasy
produktl a v piipadé UP! je dokonce pozorovatelna pfitomnost dvou pasti odpovidajici

smési produktii o riznych délkach bp.
4.3. Syntéza DNA metodou extenze primeru v preparativnim méritku

Pro zjistovani vlivu modifikaci na strukturu DNA za vyuZiti riiznych strukturnich studii,
je potieba syntetizovat modifikovanou DNA v miligramovém métitku. Modifikovana

DNA byla syntetizovana ve dvou riznych latkovych mnozstvich. Nejprve ve 162nmol
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méfitku, které teoreticky odpovida 1,88 mg DNA a nasledné v 324nmol méfitku, které

teoreticky odpovida 3,76 mg DNA.

4.3.1. Syntéza DNA metodou extenze primeru ve 162nmol méritku

Pro reak¢ni roztok ve 162nmol métitku (3. V = 540 uL) byl pouzit 10x koncentrovany
reakéni pufr (viz kapitola 3.2.2.); Ctyfi razné¢ 10mM templaty — pro kazdy typ
modifikovaného nukleotidu jiny templét (viz tabulka 1, str. 33); 0,138mM KOD(exo-)
DNA polymerasa; 100mM dNTP a 50mM dNFPTP (viz tabulka 9).

Tabulka 9: SloZzeni reakcnich roztokii pro PEX ve 162nmol méritku.

Pozitivni kontrola Modifikované ANTP

Z V = 540 ML A G C T APh GPh CPh UPh
V(pufr) [uL] 54 54 54 54 54 54 54 54
V(templat) [uL] 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2
V(polymerasa) [uL] 120 120 120 120 120 120 120 120
V(dATP) [uL] 16,2 32,4 32,4 - - 32,4 - -
V(dGTP) [uL] 48,6 16,2 16,2 48,6 48,6 - - 48,6
V(dCTP) [puL] - 16,2 16,2 - - 16,2 - -
V(dTTP) [uL] - - - 16,2 - - - -
V(dN™'TP) [uL] - - - - 32,4 32,4 32,4 32,4
H,O 285 285 285 285 | 268,8 | 268,8 | 268,8 | 268,8

Ke kazdému reakénimu mixu bylo pfidano 7560 pL HO pro zajisténi
koncentrace templatu, pti které bude reakce probihat optimalné (viz kapitola 3.2.2.)
a 17,82 uL 6-FAM znaceného primeru o koncentraci 10 mM (viz tabulka 1, str. 33).
Po skonceni reakce byly produkty analyzovany na 20% dPAGE (viz obrazek 16).

L

P A G C T | AP GPr CPh L

Obrazek 16: 20% dPAGE, pismeno P oznacuje 6-FAM znaceny primer, jednotliva pismena
(4, G, C, T) rozlisuji ctyri ruzné produkty. Pismenné zkratky odpovidaji prvnimu
inkorporovanému dNTP (viz tabulka 2, str. 33), N (N = A, G, C, T) oznacuji prirozené
oligonukleotidy a N™* (N=A4, G, C, U) vzorky, kde prvni inkorporovany nukleotid nese
fenylovou skupinu a dalsi t7i jsou prirozené.
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Pésy modifikované DNA maji stejnou mobilitu jako pasy ptirozené DNA. Z toho
1ze usoudit, ze produkty ptirozené a modifikované DNA maji stejny pocet nukleotidd,
atudiz je modifikovany oligonukleotid plné¢ extendovany. Jednotlivé pasy maji
srovnatelnou intenzitu. Z toho vyplyva, ze vytézek modifikované a ptirozen¢ DNA

je podobny.

4.3.2. Syntéza DNA metodou extenze primeru v 324nmol méritku

Identicky jako pfi reakci ve 162nmol métitku byla provedena i reakce v 324nmol méfitku.
Pro reakci (3;V = 1080 uL) byl pouzit 10x koncentrovany reakéni pufr (viz kapitola
3.2.2)); Ctyfi rizné 10mM templaty — pro kazdy typ modifikovaného nukleotidu jiny
templat (viz tabulka 1, str. 33); 0,138mM KOD(exo-) DNA polymerasa; 100mM dNTP
a 100mM dNPTP (viz tabulka 10).

Tabulka 10: Slozent reakcnich roztokit pro PEX v 324nmol méritku.

Pozitivni kontrola Modifikované ANTP
Z V = 1080 IJ'L A G C T APh GPh CPh UPh
V(pufr) [uL] 108 108 108 108 108 108 108 108
V(templat) [uL] 324 | 324 | 324 | 324 | 324 | 324 | 324 | 324
V(polymerasa) [uL] | 240 | 240 240 240 240 240 240 240
V(dATP) [uL] 324 | 648 | 64,8 - - 64,8 - -
V(dGTP) [uL] 972 | 648 | 648 | 97,2 | 97,2 - - 97,2
V(dCTP) [puL] - 324 | 324 - - 32,4 - -
V(dTTP) [uL] - - - 32,4 - - - -
V(dN™'TP) [uL] - - - - 324 | 324 | 324 | 324
H,O 570 | 570 570 570 570 570 570 570

Pro zajiSténi spravné koncentrace templatu bylo k reakénim roztoklim ptidéano
15 120 pL H20O a nasledné bylo do roztoku pipetovano 35,64 pL primeru o koncentraci
10 mM (viz tabulka 1, str. 33). Vysledky PEX byly po ukonc¢eni reakce analyzovany
na 12,5% dPAGE (viz obrazek 17, str. 48).
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P A G C T | AP GPr CPP U

Obrazek 17: 12,5% dPAGE, pismeno P oznacuje 6-FAM znaceny primer, jednotliva pismena
(4, G, C, T) vrozlisuji ctyri rizné produkty. Pismenné zkratky odpovidaji prvnimu
inkorporovanému dNTP (viz tabulka 2, str. 33), N (N = A, G, C, T) oznacuji prirozené
oligonukleotidy a N™* (N = A, G, C, U) vzorky, kde prvni inkorporovany nukleotid nese fenylovou
skupinu a dalsi /i jsou prirozené.

Pti analyze produkt vzniklych reakci v 324nmol méfitku je opét viditelné, ze
pasy modifikované DNA maji stejnou mobilitu jako pasy ptfirozené DNA. Produkty
prirozené a modifikované DNA maji tedy stejny pocet nukleotidi, a tudiz lze fici, ze je
modifikovany oligonukleotid plné extendovany. Jednotlivé pasy maji srovnatelnou
intenzitu. Z toho vyplyva, Ze vytézek modifikované a pfirozené DNA je podobny. Chtény
produkt vZdy vznika ve vyrazném nadbytku oproti dalSim kratSim fragmentiim, které jsou

velice slabé viditelné na gelu.
4.3.3. Urcovani molekulové hmotnosti metodou MALDI-TOF

Pomoci metody MALDI-TOF bylo ovéfovano, zda molekulovd hmotnost (M)
syntetizovanych oligonukleotidi odpovidéa teoretické molekulové hmotnosti chténych
produktt a potvrdit tak spravnost provedeni enzymové syntézy (viz tabulka 11, str. 49).
I kdyZ je produkt ve form& dsDNA, lze diky ionizaci DNA pii metodé¢ MALDI-TOF
analyzovat samostatné templatové a nove syntetizované vlakno.

Tato metoda byla pouZita pro potvrzeni spravného provedeni enzymové syntézy.
Porovnanim teoretické molekulové hmotnosti s naméfenou molekulovou hmotnosti
syntetizované¢ho produktu lze ovéfit, zda syntetizovany produkt odpovida chténému

produktu.

48



Tabulka 11: Molekulové hmotnosti jedoviaknovych produktii. V tabulce je uvedeno meéritko,

ve kterém byla reakce provedena, nasledne produkt, teoreticka molekulova hmotnost sekvence
[M(teor.)], nameérena molekulova hmotnost sekvence [M(real)] a rozdil v molekulovych

hmotnostech (AM). Pro jednoduchost v tabulce nejsou uvedeny molekulové hmotnosti templatii,

ale pouze nové syntetizovanych vidaken.

Meritko ssDNA produkt | M (teor.) [Da] M (real.) [Da] AM
A 6104,1 6106 1,9
G 6048,1 6050,3 2,2
C 6048,1 6050,4 2,3
162 nmol T 6095,1 6095,8 0,7
AP? 6179,3 6181,1 1,8
G 6123,1 6124,8 1,7
crh 6124,1 6126,2 2,1
yrn 6157,1 6159,1 2,0
A 6104,1 6105,8 1,7
G 6048,1 6050,3 2,2
C 6048,1 60499 1,8
324 nmmol T 6095,1 6096,1 1,0
AP? 6179,3 6180,7 1,4
G™ 6123,1 6124,5 1,4
cr 6124,1 6124,5 0,4
U 6157,1 6158,4 1,3

Nameétend molekulovd hmotnost odpovidd teoretické molekulové hmotnosti.

Na zdkladé této informace lze fici, Ze enzymova syntéza prob¢hla spravné.

4.4. Analyza DNA po provedeni purifikace vysokotlakou kapalinovou

chromatografii

4.4.1. Analyza DNA polyakrylamidovou denaturaé¢ni elektroforézou

Po provedeni purifikace pomoci dialyzac¢nich kolon a HPLC byly vzorky DNA ve vétSim

méfiku znovu analyzovany na dPAGE, aby bylo vizualné€ potvrzeno, Ze po purifikaci

ztstal ve vzorku pouze produkt o spravné délce 18 nt (viz obrazek 18 a 19, str. 50).
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Obrazek 18: 20% dPAGE ve 162nmol mévitku. P oznacuje primer, S standard (vzorek produktu
o délce 18 nukleotidii ziskany z predchozi syntézy v semi-preparativnim méritku), pismena 4, G,
C a T odpovidaji prvnimu inkorporovanému nukleotidu a znaci prirozené produkty a N™ (N = 4,
G, C, U) znaci vzorky, ve kterych prvni inkorporovany nukleotid nese fenylovou skupinu a dalsi
tFi jsou prirozené.

P S | A G C T |AM G CPr oy

Obrazek 19: 20% dPAGE v 324nmol méritku. P oznacuje primer, S standard (vzorek produktu o
délce 18 nukleotidii ziskany z predchozi syntézy v semi-preparativnim méritku), pismena A, G, C
a T odpovidaji prvnimu inkorporovanému nukleotidu a znaci piirozené produkty a N (N = A4,
G, C, U) znaci vzorky, ve kterych prvni inkorporovany nukleotid nese fenylovou skupinu a dalsi
tFi jsou prirozené.

Dle vysledkii dPAGE mizeme fici, ze purifikace DNA probéhla Uspesné.
Dle standardu o velikosti 18 nukleotidli 1ze vidét, Ze po provedeni purifikace zlstal
ve vzorku pouze Zadany produkt o velikosti 18 nukleotidi. Na gelech nejsou patrné

prakticky zZadné kratsi fragmenty.

4.4.2. Analyza DNA polyakrylamidovou nativni elektroforézou

Pro kontrolu, ze syntetizovana DNA stdle zaujima dvousroubovicovou strukturu, byla
provedena nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (viz obrazek 20 a 21, str. 51).
Pti nativni elektroforéze nedochazi k denaturaci DNA, tudiZ je na nativnim gelu, na rozdil

od denatura¢niho gelu, viditelna nativni forma DNA.
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Obrazek 20: 20% polyakrylamidova nativni elektroforéza ve 162nmol méritku, P oznacuje
primer, pismena A, G, C a T odpovidaji prvnimu inkorporovanému nukleotidu a oznacuji

prirozené produkty DNA. N™ (N = A, G, C, U) znaci vzorky, ve kterych prvni inkorporovany
nukleotid nese fenylovou skupinu a dalsi tFi jsou prirozené.

WHM

-——

P A G C T|APM GPh CPh UPh

Obrazek 21: 20% polyakrylamidova nativni elektroforéza v 324nmol méritku, P oznacuje primer,
pismena A, G, C a T odpovidaji prvnimu inkorporovanému nukleotidu a oznacuji prirozené
produkty DNA. N™ (N = 4, G, C, U) znadi vzorky, ve kterych prvni inkorporovany nukleotid nese
fenylovou skupinu a dalsi tri jsou prirozené.

Dle gelt je zfejmé, Ze modifikovana DNA stale tvoii dvouvldknové struktury
a nedochazi vlivem modifikace k jeji denaturaci. To je dokdzano absenci past s vyssi

mobilitou na nativnim gelu.
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4.5. Vypocet koncentrace a méreni teploty denaturace DNA

Pro vypocet koncentrace pomoci Lambert-Beerova zakona a celkového vytézku (viz
tabulka 12) byl pouzit molarni absorpéni koeficient 6-FAM pfi absorpénim maximu
495 nm (g495 = 75 000 dm*-mol™!-cm™) [58]. Kazdé nové syntetizované vldkno obsahuje
fluorescen¢ni znaCku 6-FAM, a proto koncentrace kazdé syntetizované DNA odpovida
koncentraci 6-FAM. Vzorky byly nejprve nafedény tak, aby mély podobnou absorbanci
(viz obrazek 22 a 23, str. 53) a mohly byt zaroven pouzity 1 pro porovnani denaturac¢nich
teplot pfirozenych a modifikovanych DNA.

Dle Lambert-Beerova zakona lze poté znaméfené absorbance vypocitat

koncentraci 6-FAM podle vztahu:

c=_ (rovnice €. 4.1.)

kde A odpovida absorbanci namétené pfi 495 nm, € molarnimu absorpcnimu

koeficientu 6-FAM pfi 495 nm a I délce kyvety.

Tabulka 12: V tabulce je zobrazena namérend absorbance (abs) jednotlivych vzorkit DNA, redeéni
mérenych vzorkit, vypocet koncentrace ve 250 mL fosfatoveho pufiru (c), vypocet hmotnosti (m),
teoreticka hmotnost produktii [m(teor.)] a celkovy vytézek spocitany jako podil stanovené
a teoretické hmotnosti.

Megfitko | Vzorek Abs Redéni | ¢ [mM] | m[mg] | m (teor.) [mg] V}’Egii]ek

A 0.191070 | 111 0.283 0,817 1,870 44

G 0.191505 | 101 0.258 0,744 1,870 40

C 0.185405 | 151 0.373 1,075 1,870 57

162 T 0.182083 | 67.7 0.164 0,473 1,870 25
nmol | APh 0.225773 | 111 0.334 0,970 1,882 52
G 0.170004 | 67.7 0.153 0,444 1,882 24

Ccr 0.181200 | 78 0.188 0,546 1,882 29

U 0.212383 | 92.7 0.263 0,763 1,880 41

A 0.216909 | 268.6 | 0.777 2,242 3,739 60

G 0.155135 | 202 0.418 1,206 3,739 32

C 0.191509 | 135.3 | 0.345 0,995 3,739 27

324 T 0.200333 | 135.3 | 0.361 1,042 3,739 28
nmol | APh 0.100927 | 287.7 | 0.387 1,124 3,763 30
G 0.276108 | 202 0.744 2,161 3,763 57

cr 0.205941 | 268.6 | 0.738 2,143 3,763 57

U 0.221891 | 268.6 | 0.795 2,306 3,759 61
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Hodnoty vypoctenych koncentraci jsou u riznych vzorkti pomérné odliSné.
Divodem muze byt prevazné ztrata casti syntetizované DNA béhem separace
a nasledném zpracovani vzorkt. Nékteré vzorky mohou byt na HPLC separovény Iépe
nez jiné. Krom¢ purifikace mohou byt ditvodem rozdilnych koncentraci i lehce odlisné

vytézky enzymové syntézy.

Absorpcni spektra - 162 nmol
2,5
——18DNA_A
X ——18DNA_G
——18DNA_C
L5 18DNA_T
g 18DNA_APh
g — 18DNA_GPh
o]
S ——18DNA_CPh
2 o5 ——18DNA_UPh
0 ‘L
200 250 300 350 400 450 500 550 600
Vinova délka [nm]

Obrazek 22: Naméiena absorbance vzorkii v rozmezi vinové délky 200-600 nm ve 162nmol
méritku.

- Absorpcni spektra - 324 nmol

——18DNA_A
——18DNA_G
——18DNA_C
1,5 18DNA_T
18DNA_APh
1 ——18DNA_GPh
\ /\ ——18DNA_CPh
0,5

—— 18DNA_UPh

: =

200 250 300 350 400 450 500 550 600

Absorbance

VInova délka [nm]

Obrazek 23: Namérena absorbance vzorkii v rozmezi vinovée délky 200-600 nm v 324nmol
meritku.
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Na grafech absorpcnich spekter je patrné, Ze vzorky DNA absorbuji pii 260 nm
a pii 495 nm. Pfi 260 nm mé své absorpcni maximum dvousroubovice DNA. Pti 495 nm

absorbuje fluorescen¢ni znacka 6-FAM.

Tabulka 13: Teploty denaturace prirozené DNA, modifikované DNA a jejich rozdil (AT).

Teplota denaturace Teplota denaturace
Vzorky ) ) AT [°C]
prirozené DNA [°C] | modifikované DNA [°C]
A, AP? 76,9 74,4 -2,5
G, G™ 74,6 72,7 -1,9
C,Ch 76,2 75,4 -0,8
T, U™ 77,6 77,2 -0,4

Ty (modifikované DNA)— Ty, (ptirozené DNA)_

AT = ; n =1 (pocet modifikaci) (rovnice €. 4.2.)

n

Teplota denaturace DNA (viz tabulka 13) byla spoc¢itana jako primér ze tifi méfeni
s pfimym odec¢tenim pufru. Pfi porovnani sekvenci jednotlivych DNA (viz tabulka 2,
str. 33) je patrné, Ze teplota denaturace ptirozené DNA koresponduje s poctem cytosinli
a guanint v sekvenci. Cim vice téchto bazi je piitomno v sekvenci, tim vysii je teplota
denaturace. Divodem jsou tfi vodikové vazby mezi témito bazemi oproti dvéma
vodikovym vazbam mezi adeninem a thyminem.

Dale si 1ze v§Simnout, Ze teplota modifikované DNA je vzdy niz$i nez teplota
pfislusné pfirozené DNA. To znamend, Ze fenyl destabilizuje dvousroubovici DNA.
Modifikace na purinovych bazich destabilizuje DNA vice neZ modifikace
na pyrimidinovych bazich. Nejvice dvousSroubovici destabilizuje fenyl vazany

na adenosinu a nejmén¢ na uracilu.

4.6. Studium struktury modifikované DNA pomoci cirkularniho

dichroismu

CD spektra studovanych nukleotidli maji negativni a pozitivni maxima v oblasti okolo
245 nm respektive 266 nm. Tento pribeh je charakteristicky pro B-konformaci DNA.
Porovnanim CD kiivek pro pfirozenou a modifikovanou DNA Ize zjistit, zda ma fenylova

modifikace ve struktuie DNA vliv na jeji konformaci (viz obrazek 24, str. 55).
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Obrazek 24: Porovnani CD spekter prirozené DNA (plna ¢ara) a k ni naleZici modifikované DNA

(Carkovana cara). Na svislé ose je vynesena diferencialni molarni extinkce (Ag) a na vodorovné
ose vinova délka (A) v hodnotdch od 210 nm do 350 nm.

Z porovnani tvaru kiivek (viz obrazek 24) vyplyva, Zze modifikace ma sice lehky vliv
na prostorovou strukturu DNA, ale z celkového hlediska nedochazi ke zmén¢ konformace

DNA a modifikovand DNA tak, stejné¢ jako pfirozend DNA, zaujiméa B-konformaci.
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo exprimovat KOD(exo-) DNA polymerasu a néasledné ji vyuzit pro
syntézu DNA nesouci fenylovou skupinu na bazi ve vysoké koncentraci, aby bylo mozné
DNA studovat pomoci spektroskopickych metod, které by poskytly ucelengjsi a presnéjsi
informace o vlivu modifikace na strukturu DNA. Syntéza modifikované DNA byla
provedena metodou PEX. Pro ucely prace byly pouzity nukleosid trifosfaty nesouci
fenylovou skupinu v pozici 5 u pyrimidintl a v pozici 7 u 7-deazapurinti. Jiz diive byla
reakce PEX provadéna i s puriny nesoucimi fenylovou modifikaci v pozici 8. Tento
nukleotid se v8ak ze sterickych diivodl ukézal jako Spatny substrat pro polymerasy [59].

KOD(exo0-) DNA polymerasa byla pouzita hned znékolika diivodd. Prvnim
z nich je termostabilita, diky které je mozné ucinné provadét PEX a PCR. Dalsi vyhodou
této polymerasy je snadna piiprava v laboratofi ¢imz je mozné provést syntézu DNA
levnéji nez s pouzitim kupovanych polymeras. Krome toho na rozdil od jinych polymeras,
napiiklad Taq polymerasy, dokaze inkorporovat modifikované nukleotidy
do oligonukleotidového fetézce. Absence exonukleasové aktivity také napoméha
inkorporaci modifikovanych nukleotidi. Polymerasa byla exprimovana v buiikach E. coli
BL21-Al, které se b&zné€ vyuZzivaji pro expresi velkého mnoZstvi rekombinantnich nebo
toxickych proteinti. Nasledné€ byla polymerasa purifikovana afinitni chromatografii.

Utinnost KOD(exo-) DNA polymerasy byla ovéfena metodou PEX
v semi-preparativnim métitku a metodou PCR. Polymerasa syntetizovala modifikovanou
DNA se stejnou ucinnosti jako pfirozenou DNA, a proto mohla byt nasledné pouZita
pro PEX v preparativnim méfitku. Pro metodu PEX byly pouZity 18 nukleotidi dlouhé
templaty. Tato délka templatu by méla byt optimalni pro budouci strukturni studie.

Pti PEX v preparativnim méfitku byla syntetizovana DNA v miligramovém
mnozstvi. Nasledné byla tato DNA purifikovdna, aby byla zajiSténa dostatecna Cistota
zkoumanych vzorkt, kterd je pro spektroskopické metody nezbytna. Dialyzou byly
ze vzorku odstranény soli, nezreagované dNTP a nékteré kratké fragmenty. Diky HPLC
byla ze vzorku odstranéna pievazné polymerasa.

Oproti tomu metoda PCR vykazovala lepsi vysledky u ptirozené DNA oproti
modifikované DNA. Metoda PCR s nukleotidy nesoucimi fenylovou skupinu byla
ve skupiné prof. Hocka provedena jiz diive s DyNAzyme II DNA polymerasou. Stejné
jako v ptipad¢ uziti KOD(exo-) DNA polymerasy byl vytézek DNA nesouci fenylovou
skupinu niz$i nez v piipadé ptirozené¢ DNA [60]. PCR je oproti PEX komplikovang;jsi,
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da se proto predpokladat, ze amplifikace, dle jiz modifikovaného vldkna muize byt
problematicka.

Polyakrylamidové gely po HPLC ukézaly, Ze purifikaci byly odstranény
nedosyntetizované fragmenty DNA, které by interferovaly pii strukturnich studiich.
Nativni gely potvrdily, ze vSechny vzorky syntetizované DNA maji v pfirozenych
podminkach dvouvlaknovou strukturu.

Vzhledem k tomu, Ze fenyl je hydrofobni a elektronové bohaty aromat, by teoreticky
prof. Hocka vSak bylo zjisténo, ze ani v pfipadé hypermodifikované DNA neni jeji
konformace zménéna a zlistdva ve své standardni B-konformaci [61]. Proto zjisténi, ze
1 modifikovana DNA nesouci fenylovou skupinu zlstava, stejné jako piirozenad DNA,
v B-konformaci, nebylo piekvapujici. Z teplotnich studii, respektive stanovenim teploty
denaturace DNA, lze usoudit, ze fenylova skupina destabilizuje dvousroubovici DNA.
Dle stanovenych hodnot T duplex nejvice destabilizuje fenyl vazany na adeninu
a nejménég fenyl vdzany na uracilu.

Z nam¢tfené absorbance na UV-Vis spektrofotometru byla dopocitdna realnd
koncentrace, hmotnost a vytézek. Celkovy vytézek DNA se obvykle pohyboval mezi
25 % a 60 %. Divodem mtiZe byt predevsim ztrata béhem purifikace, zeyména pak béhem
separace a nasledného zpracovani vzorkda.

Podrobnéjsi informace o struktufe budou pfedmétem rozsahlejSich studii, které jsou

vS$ak jiz nad ramec bakalaiské prace.
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6.

58

Zavér
Byla provedena exprese a nasledna purifikace KOD(exo-) DNA polymerasy z bun¢k
E. coli BL21-Al
Uginnost KOD(exo-) DNA polymerasy pii syntéze DNA nesouci fenylovou skupinu
byla potvrzena metodou PEX v semi-preparativnim métitku a metodou PCR
DNA modifikovand na bazich byla syntetizovana v miligramovém méfitku
Byla porovnana teplota denaturace piirozené DNA a modifikované DNA
o Bylo zjisténo, Ze fenylova modifikace destabilizuje DNA, tudiZ modifikovana
DNA ma nizsi teplotu denaturace nez ptirozena DNA
Na CD spektrech bylo ovéfeno, ze modifikovana DNA zistava v B-konformaci,

konformace modifikované DNA se tedy oproti piirozené DNA neméni
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