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Abstrakt

DNA kodované knihovny peptidi jsou zdkladem in vitro selekénich metod, které
vyuzivaji rizné biologické systémy (,,phage display*;,,yeast display*;,,mRNA display*).
Ptes velky uspéch téchto selekénich metod je jejich zfejmou nevyhodou omezeny pocet
stavebnich blokd, které jsou tvofeny pouze dvaceti proteinogennimi aminokyselinami.
Zapojeni dalSich neproteinogennich aminokyselin a dalSich stavebnich bloki by mohlo
podstatné rozsifit spektrum moznych aplikaci téchto selekénich metod. Napiiklad
zavedenim chemickych modifikaci v postrannich fetézcich aminokyselin v takovych
knihovnach by umoznilo efektivni studium posttranslacnich modifikaci (fosforylace,
acylace, glykosylace, methylace atd.) v zivych organismech. Cilem této prace byl vyvoj
metody pro pripravu pln¢ syntetické DNA kodované knihovny peptidt. Zakladnimi kroky
byla chemické syntéza peptidu a s tim spojena enzymova syntéza kodujici DNA. Pro
syntézu DNA kodovanych knihoven peptidii je nezbytnd kompatibilita chemickych
reakci s DNA. Jelikoz findlni kyselé odchranéni postrannich fetézci v peptidu neni
kompatibilni s DNA, byly testovany dva pfistupy k odstranéni tohoto problému. Prvnim
z nich byl pokus o vyvoj jemnégjSich podminek odchranéni postrannich fetézci
syntetizovanych peptidii, které mohou byt kompatibilni s DNA. Podaftilo se najit nové,
mirné podminky odchranéni BOC a #-Bu chrédnicich skupin. Bohuzel dals$i bézné
pouzivané chranici skupiny byly viici této metod¢ rezistentni. Druhym novym piistupem,
ktery se jevil produktivnim, byla postsynteticka stabilizace samotné DNA znacky proti
vlivim silné kyselého prostiedi zavedenim 7-deaza purinovych nukleotidd. Timto
zpiisobem byl pfipraven modelovy konstrukt DNA kdédované knihovny peptida, ktery byl

testovan s modelovou proteasou.

Klicova slova: DNA kompatibilni chemické reakce, DNA syntéza a amplifikace, DNA

sekvenace



Abstract

DNA-encoded peptide libraries are the basis for in vitro selection methods that use
various biological systems (phage display; yeast display; mRNA display). Despite the
great success of these selection methods, their obvious disadvantage is the limited number
of building blocks, which consist of only twenty proteinogenic amino acids. The
involvement of other non-proteinogenic amino acids and other building blocks could
significantly expand the range of possible applications of these selection methods. For
example, the introduction of chemical modifications in amino acid side chains in such
libraries would allow the effective study of post-translational modifications
(phosphorylation, acylation, glycosylation, methylation, etc.) in living organisms. The
aim of this work was to develop a method for preparation of a fully synthetic DNA
encoded library of peptides. The basic steps for the preparation were the chemical
synthesis of the peptide and associated enzymatic synthesis of encoding DNA.
Compatibility of chemical reactions with DNA is essential for the synthesis of DNA-
encoded peptide libraries. Because the final acidic deprotection of the side chains in the
peptide is not compatible with DNA, two approaches have been tested to overcome this
problem. The first was an attempt to develop finer conditions for the deprotection of
synthesized side chains that can be compatible with DNA. New, mild conditions for
deprotection of BOC and #-Bu protecting groups were found. Unfortunately, other
commonly used protecting groups have been resistant to this method. The second, new
approach, which seemed to be productive, was the post-synthetic stabilization of the DNA
tag itself against the condition of a strongly acidic environment by the introduction of 7-
deaza purine nucleotides. In this way, a model DNA encoded peptide library construct

was prepared and tested with a model proteases.

Key words: DNA-compatible reactions, DNA synthesis and amplification, DNA

sequencing
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Seznam zkratek

ACN - acetonitril

Alloc — allyloxykarbonyl

Arg — arginin

Asn — asparagin

BOC — tert-butyloxykarbonyl

DCM - dichlormethan

DEL — DNA kodovana knihovna (z angl. ,,DNA encoded library*)
DIEA — N,N-diisopropylethylamin

DMF — N,N-dimethylformamid

DMSO — dimethylsulfoxid

DMT-MM - 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chlorid
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

Fmoc — 9-Fluorenylmethyloxykarbonyl

Glu — glutamova kyselina

HBTU — N,N,N',N'-tetramethyluronium hexafluorofosfat

HDNA — ,headpiece* DNA

His — histidin

HOBt — hydroxybenzotriazol

HPLC — vysokoucinné kapalinova chromatografie

HPLC/MS — hmotnostni spektrometrie kombinovana s vysokotc¢innou kapalinovou

chromatografii (z angl. ,,high performance liquid chromatography/ mass spectrometry*)

Lys — lysin

MS — hmotnostni spektrometrie

MALDI — matrix assisted laser desorption/ionization

NMP — N-methylpyrrolidon

pb — paru bazi

Pbf - 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl

PCR — polymerasova fetézova reakce (z angl. ,,polymerase chain reaction®)
PMSF — fenylmethansulfonyl fluorid

PTM — posttranslacni modifikace

Ser — serin

t-Bu — tert-butyl



TFA — trifluoroctova kyselina (z angl. , trifluoracetic acid*)
Trp — tryptofan

TRIS — 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

Trt — trityl

Tyr — tyrosin



1. Uvod

In vitro selekce pomoci tzv. ,,display* technik je metoda, kterd vyuziva trvalého spojeni
peptidu nebo proteinu s pfislusnou kédujici nukleovou kyselinou'. Takové propojeni
fenotypu s genotypem muze byt provedeno riznymi zptisoby. Prvni pouzitou metodou
byla ,,phage display®, coZ je rekombinantni metoda, u niz je libovolny peptid nebo protein
syntetizovan na povrchu virové ¢astice (bakteriofaga) schopné infikovat bakterii>. Touto
metodou Ize ptipravit rozsahlé knihovny peptidi nebo proteinti, ze kterych 1ze nasledné
selektovat jedince s vysokou afinitou k vybranému vazebnému partnerovi (mala
molekula, protein, nukleova kyselina, buiika). Identitu peptidu nebo proteinu lze snadno
zjistit amplifikaci a sekvenaci DNA. Pravé snadnd amplifikovatelnost DNA a jeji
sekvenace umoziiuje piipravu rozsahlych knihoven, které mohou &itat az 10'° unikatnich
sekvenci peptidd/proteinG®. Kromé ,,phage display existuji dal3i ,.display” metody
umoziujici expresi na povrchu mikroorganismil (,,.bacterial display®; ,,yeast display®),
ribozomu (,,ribosome display*) nebo je u nich vyuzito kovalentniho spojeni kodujici
mRNA s proteinem nebo peptidem (,,mRNA display*)*”’. Rozvoj a aplikace téchto
technik byly v roce 2018 ocenény Nobelovou cenou. Pies nespornou uzite¢nost pretrvava
u téchto metod jedno spole¢né omezeni a tim je moZznost vyuziti pouze dvaceti
proteinogennich aminokyselin. Pouziti dalSich stavebnich blokii by umoznilo rozsifit
moznosti aplikaci téchto metod. Toto omezeni se v poslednich deseti letech snazi
piekonat tzv. DNA kédované knihovny neproteinogennich stavebnich blokt®. Jedna se o
plné syntetické konstrukty, u nichz je synteticky ligand spojen s DNA, ktera koduje jeho
strukturu. DNA kédovani umoziiuje efektivni piipravu a screening rozséhlych knihoven
malych molekul vac¢i farmaceuticky vyznamnym cilim — receptoriim, enzymum.
Uspé$nost tohoto piistupu je potvrzena tim, Ze néktera potencialni 1é¢iva, objevena touto

metodou, jsou jiZ v klinické fazi testovani’.

Pro tyto metody plati piedpoklad, Ze syntetické reakce musi byt v pritbé¢hu syntézy
malé molekuly/ligandu kompatibilni s kédujici DNA a nesmi vyrazné poskodit jeji

amplifikovatelnost!”

. Pfitomnost DNA omezuje vybér reakei, které jsou pro konstrukci
ligandu pouzitelné. Siln¢ nukleofilni ¢inidla (napf. Grinardova cinidla) a baze nebo
naopak silné kyselé podminky jsou neslucitelné skodujici DNA!'. Tato omezeni
znemoznuji piipravu syntetickych DNA kédovanych knihoven peptidd, jelikoz chemicka
syntéza peptidl vyzaduje zaveéreéné kyselé odchranéni postrannich fetézcii. Ptiprava plné

syntetické DNA kodované knihovny peptidii by umoznila aplikace, které nejsou dostupné
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pomoci biologickych ,.display” metod. Naptiklad cilenym zavedenim posttranslacnich
modifikaci na postranni fetézce v DNA kddovanych knihovnach peptidli je umoznéno
studium jejich reaktivity v riznych fenotypech. Jinou moznou aplikaci je studium a
objevovani novych posttranslacnich modifikaci pomoci proteolytické eseje a nasledného
DNA sekvenovani s vysokou propustnosti (Obr. 2.13, str. 25). Vzhledem k piitomnosti
nespecifické proteasy v eseji neni pro takovy format experimenti mozné pouzit Zzadnou

z tzv. ,,display* metod.
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2. Literarni prehled

2.1. Biologické DNA kddované knihovny peptidd/protein(
Metody ptipravy biologickych DNA kdédovanych knihoven (DEL, z angl. ,,DNA encoded

library*) a jejich nasledna in vitro selekce jsou nazyvany jako tzv. ,,display* metody, mezi
néz se fadi ,,phage display*, ,,ribosome display*, mRNA ,,display®, ,,yeast display* a dalsi
nemén¢ uzitené ,,display* techniky. Jednoticim znakem zminénych metod je exprese
peptidl nebo proteinti na povrchu buiiky, viru nebo organely. U biologickych DEL plati,
ze genotyp piimo koéduje fenotyp. Diky DEL bylo umoznéno efektivni objevovani

ligandti schopnych interagovat s riznymi proteiny — enzymy, receptory.

Prvni z vyvinutych ,.display” metod byl ,phage display*?. Zasadni vlastnosti
»display* metod je, Ze vramci jedné Castice propojuji funkcni fenotyp (peptid nebo
protein) s genotypem, ktery ho kdéduje. U této metody, poprvé publikované v roce
1985(cit.?), dochazi k expresi peptidii nebo proteintl na povrchu bakteriofiga. K tomu je
nutné zavést DNA kédovaného peptidu nebo proteinu do genu bakteriofaga, ktery koduje
povrchové proteiny. Poté je DNA transformovana do bakteridlni bunky, v niz dochézi
k expresi virovych proteinti a nasledné k uvolnéni novych virovych ¢astic, které na svém
povrchu nesou rekombinantni peptidy nebo proteiny. Ty jsou vystaveny na N-konci pIII
povrchového proteinu. Pouzitim specifické knihovny DNA lze pfipravit rozsahlou
knihovnu variant peptidi nebo proteind, které jsou vystaveny (,,display*) na povrchu
bakteriofaga. Takovato knihovna mize byt pouzita pro afinitni selekci szadanym
proteinem'?. Cyklus afinitni selekce je popsan na Obr. 2.1 (str. 13). ,,Phage display* byl
pouzivan pro in vitro selekci umélych protilatek proti riznym farmaceuticky vyznamnym
proteiniim'?. Jednim z ptikladd je terapeutickd monoklonalni protilatka Humira®'“, ktera
se pouziva pro lécbu pacienti se zanétlivymi onemocnénimi jako je naptiklad

revmatoidni artritida. Uinkuje jako deaktivator TNFa (tumor necrosis factor a).
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Obrazek 2.1 — Vlevo je uvedeny bakteriofdg, na jehoz povrchu je exprimovana zkoumana
protilatka proti cilovému proteinu'. Podstatou DNA kédovanych knihoven je trvalé spojeni genotypu
s fenotypem. Mize pak byt provedena in vitro selekce (vpravo), ktera vede k ziskani peptidd a proteint
s afinitou k cilovému proteinu. Samotné selekci pfedchazi piiprava rekombinantnich bakteriofagt. Ty jsou
namnozeny v bakteriich a mizou byt podrobeny afinitni selekci na imobilizovaném cilovém proteinu.
Promytim je zajisténo odstranéni nedostatecné interagujich bakteriofagl. Eluce zajisti uvolnéni specificky
interagujicich bakteriofagii, které mohou byt nasledné namnozeny v bakteriich a podstoupit dalsi kolo
selekce, nebo mohou byt identifikovany sekvenaci DNA.

Dalsi z ,,display* metod je ,,ribosome display**

. Podstatou této metody je translace
dané¢ho rekombinantniho proteinu nebo peptidu na ribosomu. Sekvence mRNA vSak
neobsahuje STOP kodon, ktery by zpiisoboval uvolnéni translaéniho aparatu. Protein
nebo peptid zistava nekovalentné spojeny s kodujici mRNA. Po afinitni selekci je mRNA
z komplexu s proteinem nebo peptidem uvolnéna, reverzné transkribovana do DNA a

sekvenovana. Tak je zjiSténo, které sekvence interagovaly s cilovym proteinem.

V piipadé metody mRNA ,.display je postup podobny s metodou ,ribosome
display” stim rozdilem, ze dochédzi ke kovalentnimu spojeni kdodujici mRNA
s polypeptidovym fetézcem’. Kovalentniho spojeni je docileno pomoci vazby
puromycinu na 3’ konec kodujici mRNA. Puromycin napodobuje 3’ konec tyrosyl-tRNA,
ale nema hydrolyzovatelnou esterovou skupinu. V disledku toho dochazi ke
kovalentnimu spojeni peptidu a mRNA!®. Diky mRNA ,.display“ se povedlo rozsifit

moznosti stavebnich blokti o nekddované aminokyseliny'® a D-aminokyseliny'”.

Bunééné ,,display* techniky vyuzivaji pro expresi rekombinantniho proteinu nebo
peptidu bunécny aparat a nasledujici in vitro selekce probiha s celymi bunikami, na jejichz

povrchu jsou rekombinantni proteiny nebo peptidy piitomny'®. Byla publikovana metoda
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,bacterial display*, pti které je vyuzit povrch bakterie Escherichia coli®". Dalsi

bunéénou ,,display” metodou je ,yeast display*

. Metoda vyuziva bunécny povrch
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Jeji vyhodou je spravné sbaleni proteintli, protoze
kvasinky jsou eukaryotické bunky umoziujici posttranslacni modifikace v ramci

endoplasmatického retikula.

Nevyhodou u ,,display” metod je, Ze variabilita stavebnich bloki nad ramec
dvaceti proteinogennich aminokyselin je velmi omezend. Tato omezeni mohou byt
piekonana pomoci chemickych DNA kédovanych knihoven malych molekul popsanych

v nasledujici kapitole.

2.2.Chemické DNA kodované knihovny malych molekul
Biologické DEL peptidii nebo proteini zminéné v predchozi kapitole pfinesly mnoho
moznosti pro objevovani molekul s afinitou k cilovému proteinu. Jak je vidét na Obr. 2.2
biologické DEL peptidii nebo proteinit poskytly inspiraci pro vyvoj chemickych DNA
kodovanych knihoven malych molekul'. Inspirace plynula predevsim z jednoznacné
identifikace molekuly pomoci nukleotidové znacky. Chemicky ptistup k DEL nese
vyhodu oproti biologickym knihovnam ve vyuziti vétsiho mnozstvi stavebnich blokd.
Kodovat 1ze kazdou molekulu pii splnéni dvou zakladnich podminek. Zaprvé, ze
molekula mize byt vazana na DNA znacku a zadruhé, ze vSechny reakce provadéné

v ptitomnosti DNA znacky ji nesmi zcela degradovat.

DNA koédovana knihovna

Cilovy protein

Afinitni % @@@

I selekce
—_—
Z07 Cilovy

protein

gg PCR Eluce l Promyti
g g

Molekula - fenotyp -

DNA znacka - genotyp -

| 4%

Sekvenovani s vysokou
propustnosti, 1dentifikace
molekul

Obrazek 2.2 —. Vlevo je uvedeno schéma DNA kdodované malé molekuly a vpravo je uvedena selekce
DEL malych molekul!, kterd nese mnoho spoleénych znakil s ,.display” metodami. V prvnim kroku je
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produkovana knihovna DNA kédovanych molekul. Afinitni selekce probiha na imobilizovaném cilovém
proteinu. Molekuly, které s cilovym proteinem interaguji dostatecné i v prib&hu promyti, jsou poté eluci
uvolnény do roztoku. Nasledné probiha identifikace molekul amplifikaci DNA znacek a DNA sekvenaci.

Oznaceni malych molekul pomoci DNA znacky (Obr. 2.3) ddva moznost pro
dekodovani jejich struktur. Princip chemickych DEL byl poprvé publikovan v roce
1992(cit.?%). Inspiraci pro n&j byly pravé ,display* metody, konkrétng jejich propojeni
fenotypu a genotypu, ackoliv DNA znacka nefunguje jako templat pro syntézu DNA, ale
pouze jako identifikacni ,,carovy kod pro rozpoznani ozna¢ené malé molekuly. Poprvé
byl princip aplikovan v roce 1993 pro DEL peptidii*!. Doneddvna bylo objevovani
novych syntetickych molekul s afinitou k proteiniim (enzymiim, receptorim) zavislé na
prohledavani chemickych knihoven. Tento pfistup vSak vyzaduje velmi naro¢nou
logistiku, funkéni esej a je velmi nakladny. Pfipojeni DNA znacky na zkoumané
molekuly hledani cilovych sloucenin velmi zjednodusuje. Nukleotidové znacky u
chemické DEL je mozné amplifikovat pomoci metody polymerasové fetézové reakce
(PCR), coz tuto metodu ¢ini velmi citlivou. Molekuly ozna¢ené DNA znackou mohou
byt skladovany ve smési a mize byt provadéna afinitni selekce s cilovymi proteiny dle

Obr. 2.2 (str. 14) stejné jako je tomu u biologickych ,.display* metod popsanych vyse.

Cilovy protein

Obrazek 2.3 — Schématické znizornéni DNA koédované malé molekuly!. Strategie kodovani je
demonstrovana tim, ze barvy useki DNA znacky odpovidaji barvam jednotlivych casti molekul, které
znacka koduje. Tim je mala molekula jednoznacné identifikovana.

Syntéza DEL zacind na molekule oligonukleotidu s funk¢ni skupinou (nejCastéji
aminovou), kterd slouzi pro vystavbu malé, kodované molekuly. Pomoci chemické
syntézy je na jedné stran¢ vystavéna molekula a na druhé strané jsou ligacni reakci

piipojeny pfislusné oligonukleotidy jako znatky??.
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Bylo publikovdno nékolik strategii pro DNA kodovani®*?*. Nejpouzivangjsi je
metoda, pfi niZ je kazda chemicka reakce na DNA kodované malé molekule kodovana
ligaci daného oligonukleotidu. Strategie kédovani je uvedena na Obr. 2.4.

e
» o

3 ] o
n Ligace A I I
A I I > I I >
|
Obrazek 2.4. — Schéma DNA kédovani — syntéza zaznamendvana v DNA!. Stavebni blok A je vazan

na kodujici oligonukleotid A. V dalsim kroku dochézi k vazbé stavebniho bloku B, ktery je nésledné
indikovéan ligaci kédujiciho oligonukleotidu B.

Uzitecny zpusob pro tvorbu kombinatoridlni knihovny, kde je zastoupeno vice
stavebnich blok, je metoda ,,rozdél a smichej“ (z angl. split and pool)®, jejiz priibéh je
naznacen na Obr. 2.5 (str.17). Syntéza probiha s » riiznymi stavebnimi bloky a jsou pfi
ni syntetizovany vSechny kombinace fetézce o délce x zastupcii. Pokud budeme uvazovat
kombinatorialni knihovnu molekul se vSemi moznymi kombinacemi stavebnich blokd,
tak pak fetézec o poctu x riznych stavebnich blokl bude tvofit x” kombinaci. Pro kazdy
stavebni blok je nutné mit jiny oligonukleotid, celkem tedy » druhii oligonukleotidii. Po
navazani kazdého stavebniho bloku je DNA kod opatfen dalSim piisluSnym
oligonukleotidem. Po syntéze celé DEL malych molekul dochazi k afinitni selekci, jejiz

prabéh je zndzornén na Obr. 2.3 (str. 15).
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Obrazek 2.5— Schéma syntézy metodou ,,rozd¢l a smichej* (z angl. split and pool)?*. Syntetizuji se
vSechny kombinace dvou druhti stavebnich blokt, kterym odpovidaji kodujici oligonukleotidy. V prvnim
kroku probiha navazani stavebniho bloku a v druhém kroku je navazan kodujici oligonukleotid. Po reakci
jsou smichany reak¢ni smési a nasledné rozdéleny na dva dily, v oddélenych reakénich smésich probiha
pfipojeni druhého stavebniho bloku a nasledné druhého koédujiciho oligonukleotidu.

Pted samotnym dekodovanim DNA znacky probéhne nejprve amplifikace znacky
pomoci PCR?. V sekvenci kazdé znacky je ze zacatku a na konci konstantni usek. Ten
slouzi k hybridizaci PCR primerti pro naslednou amplifikaci. Uprostfed sekvence je
kodujici usek kodované malé molekuly. Dekonvoluce DNA znacky probiha po ziskani
sekvenci DNA znacek. Jelikoz pii afinitnich selekcich nikdy neziskame jedinou
molekulu, ktera je vazana na cilovy protein, je nutné pro nasledné DNA sekvenovani
pouzit sekvenovani s vysokou propustnosti. Pro vyhodnoceni vysledkl jsou pouzivany
vicedimenzionalni grafy zajist'ujici prehledné zobrazeni vysledki selekce a vybér nejlépe

se vazajicich molekul.

2.3. DNA kompatibilni reakce

Podminkou pro pfipravu chemickych DEL je kompatibilita pouzitych reakci pro stavbu
malé molekuly s kodujici molekulou DNA'. Syntetické reakce nesmi zcela degradovat
DNA, aby bylo zachovéno kdédovani. Po dokonceni syntézy musi zlstat ve vzorku
amplifikovatelndA DNA. Rada standardnich reakénich podminek pro konstrukci malych
organickych molekul (Grignardova reakce, pouziti silnych kyselin) je nekompatibilnich
s molekulou DNA, jelikoz dochazi k jeji degradaci''. Nicméné existuje relativné pestra
Skala reakci, které¢ dle dostupnych informaci jsou s DNA kompatibilni a mohou byt

vyuzity pro syntézu malych molekul (7ab. 2.1).
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Tabulka 2.1 — Vybér nékterych reakci kompatibilnich s DNA pii syntéze chemickych DNA
kodovanych knihoven'?. Pro syntézu DNA kodovanych peptidii jsou nejdilezitéjsi reakce, pii kterych
dochézi k odstépeni chranicich skupin pro dalsi krok syntézy. Reakéni podminky: (a) piperidin (10% ve
vodé¢, laboratorni teplota, 4 h); (b) octan sodny / chlorid hotfe¢naty (30 /200 mM, voda, 70 °C, 16 h);
(c) boratovy pufr (kyselina boritd 250 mM, pH=9,4; 90 °C, 16 h); (d) trifluoroctova kyselina (1% v
dichlormethanu, laboratorni teplota, 15 min); () benzylamin (1 M, dimethylformamid (DMF), 37 °C, 3 h);
(f) Fmoc-Lysin(Alloc)-OH / DMT-MM (27 / 27 mM, 18% v DMF / H,0, 4 °C, 18 h); (g) Fmoc-Prolin-OH
/ hydroxyazabenzotriazol / diisopropylkarbodiimid (40 / 40 / 57 mM, DMF, 37 °C, 1 h); (h) hydroxid sodny
(0,5M, 125 mM kyselina boritda pH=9,4; 90 °C, 16 h); (ch) anhydrid octové kyseliny (20% v DMF,
laboratorni teplota, 15 min)

Reakce Vytézek reakce | %0 Amplifikova-
(%) telné DNA
Fmoc @ 95 70
Boc b/C Nedetekovatelny 90/80
A{H’ _>;{NH2 Y
d >95 50
’S(N'Mtt—> ’(NH
H 2
(¥
>05 80
£ O Alloc
I
WA ~_NH 65 69
’S(NH2_> ANH v
Fmoc”
O Fmoc
f’iNH2_> NH)KL)
A~ .
o h &/\N Nedetekovatelny 0,2
NH Ry
R O
0]
ch ~95 70
NH, N

Nukleotidy s purinovymi bdzemi jsou nachylné ke kysele katalyzovanému Stépeni
N — glykosidické vazby dle mechanismu znazornéného na Obr. 2.6 (str. 19)*’. Pii kysele
katalyzované depurinaci dochazi k protonaci atomu dusiku v pozici 7 a nasledné
eliminaci purinové bdze. Zminény jev je diivodem toho, ze piiprava chemickych DEL

peptidi podobné jako biologickych DEL je velmi obtiznid. Chemicka syntéza peptidi
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totiz vyzaduje kyselé odchranéni postrannich fetézct, coz jsou podminky nekompatibilni

s kodujici DNA.
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Obrazek 2.6 — Reakéni schéma kysele katalyzovaného odstépeni purinové baze v DNAZ, Pro jeji
odstépeni je nezbytny atom dusiku na pozici 7, ktery je protonovan. Depurinace je spojena se vznikem
oxokarbeniového iontu. Naslednou adici vody zanika nasobna vazba a pfipojuje se hydroxylova skupina na
prvni uhlik pentosy.

2.4.Syntéza peptidl
Chemickou syntézu peptidll je mozné provadét nékolika zptisoby®’. Pfevratné vylepseni
v peptidové syntéze provedl R. B. Merrifield. Vyvinul peptidovou syntézu na pevné fazi,
za kterou byl ocenén i Nobelovou cenou. Pevné faze je tvofena porovitym materidlem,
ktery nese funkéni skupinu umoziujici kovalentni vazbu rostouciho peptidu®®. Peptid
zUstava navazany na pevné fazi po celou dobu syntézy, protoze mezi jednotlivymi kroky
syntézy je nutné reakéni smés obmeénovat a promyvat pevnou fazi. Diky vazbé peptidu

na pevnou fazi odpada nutnost mezi kazdym krokem provadét chromatografické ¢isténi.

V soucasnosti nejpouzivanéjsi metodou je tzv. Fmoc syntéza®'uvedend na Obr.2.7
(str.20), pfi niz je aminoskupina vyuzivana pro tvorbu peptidové vazby chranéna Fmoc
(9-fluorenylmethyloxykarbonylovou) skupinou uvedenou na Obr. 2.8 (str. 20). Pii
samotné syntéze je karboxylova skupina prvni aminokyseliny aktivovana pro reakci
s pevnou fazi pomoci Cinidel jako N,N,N' N'-tetramethyluronium hexafluorofosfatem
(HBTU), (Benzotriazol-1-yloxy) tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorofosfat (BOP)
a podobn&*?. Nasledné je Fmoc skupina prvni aminokyseliny bazicky odstranéna (20%
piperidin), pevna faze je promyta a nasleduje reakce s druhou aminokyselinou, ktera je

téz aktivovana pomoci aktivacniho ¢inidla. Tento postup je opakovan, dokud neni ziskan
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peptid s pozadovanou délkou. Pti syntéze jsou funkcni skupiny postrannich fetézct, které
by mohly interferovat stvorbou peptidové vazby, chranény pomoci ortogonalnich
chranicich skupin. Ty jsou odstranény v poslednim kroku syntézy pomoci koncentrované

trifluoroctové kyseliny (TFA).

Piipojeni prvni Odchrinéni

AK k pevné fazi aminoskupiny

a o]
H
Fmochw)L Fmoc—N Plperldm HoN
OH Spojk o \(lk S k :
L *  Spojka) X, "Y~{Spoika
Opakovani odchranéni

aminoskupin a pfipojen{
Pripojeni druhé chranéné
dalsi AK o
RX+1

AK k prvni AK H

Fmoc—N j)u\

Fmoc—N )\ﬂ’ \Hk Squa N Squa

Tx-tz \H
Fmoc—N j/U\ it B A i

i

Odchranéni

R PO»*IU‘- ffTe,ZCU| = Chranici skupina
Ddchranéni +odstépeni od iho Feté
: : RPN postranniho fetézce
aminoskupiny pevné faze Purifikace Q RM\ o - e
Piveridin H,N LR =Pevna faze
1peridin TFA - N YH Esterov4, thioesterova
H 0o R' " ¢i amidova skupina

Obrazek 2.7— Schéma Fmoc peptidové syntézy?. V prvnim kroku je vdzéana prvni aminokyselina
na pevnou fazi. Nasleduje odstépeni Fmoc skupiny , ¢imz dojde k odchranéni aminoskupiny. To umoziuje
vazbu dal$i chranéné aminokyseliny v nasledujicim kroku. Analogicky jsou navazovany dalsi
aminokyseliny. Po ziskani kompletni sekvence peptidu dochazi k odchranéni postrannich fetézci a
odstépeni peptidu z pevné faze.

Existuje celé fada ortogonalnich skupin pouzivanych pro chranéni funkénich skupin
postrannich fetézcl aminokyselin®}. B&zn& pouzivané chréanici skupiny jsou uvedeny na
Obr. 2.8. Vsechny je mozné odstépit pomoci silné kyselych podminek. Nejcastéji se
pouziva smés koncentrované TFA a fenolu. V reakéni smési pro odchranéni, obsahujici
trifluoroctovou kyselinu, jsou ¢asto pouzivany jesté molekuly tzv. ,,scavengery®. Jsou to

protektivni molekuly, které brani uvolnénym chranicim skupindm nespecificky reagovat.

@)

900 B

Fmoc
Trt
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Obrazek 2.8 - Struktury nékterych chranicich skupin pouzivanych pfi syntéze peptidi*3. VSechny
skupiny, s vyjimkou Fmoc, je mozné odchranit kysele. Fmoc je vyuzivan pro ochranu a-aminoskupiny pii
Fmoc syntéze peptidi, pfi¢emz se k jeho §t€peni vyuzivaji bazické podminky. Trifenylmethylova skupina
neboli trityl (Trt) se pouziva pro ochranu hydroxylové skupiny. Tert-butyl (+-Bu) je vyuzivan pro ochranu
karboxylové skupiny. Tert-butyloxykarbonylova (BOC) skupina chrani aminovou skupinu a 2,2,4,6,7-
pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonylova skupina (Pbf) je pouZivana pro chranéni guanidinové
skupiny argininu.

2.5. Posttranslacni modifikace a jejich role u onemocnéni

Posttranslacni modifikace (PTM) jsou reakce na postrannich fetézcich aminokyselin,
které probihaji v organismech az po syntéze polypeptidového fetézce na ribozomu?*.
Diky PTM je rozsifena chemické variabilita peptidi a proteinii nad ramec dvaceti
proteinogennich aminokyselin. Vysledkem PTM je kovalentni vazba skupiny atomt na
postranni fetézec aminokyseliny. Mimo jiné se mezi tyto modifikace tadi 1 Stépeni
polypeptidového fetézce. VEtSina proteinti a peptidll po translaci podstupuje jest¢ fadu
modifikaci, aby dosahly své biologické aktivity. Reverzibilni PTM jsou velmi dillezitym

nastrojem regulace d&jii v buiice™®.

Posttranslacnich modifikaci je celd fada. Jejich zastoupeni je zobrazeno na grafu na
Obr. 2.9 (str. 22)%. Né&které enzymy pro svou funkci nezbytné potiebuji prostetickou
skupinu, které je vazana na polypeptidovy fetézec. Po navazani této prostetické skupiny
se z apoenzymu stava holoenzym. Dale PTM rozhoduji o zapnuti nebo vypnuti enzymové
aktivity proteinu. Dalsi velkou skupinou modifikaci jsou proteinové znacky. Ty zajist'uji
naptiklad oznaceni proteinti pro transport do proteasomu, kde jsou nasledné degradovany.

Konformacéni zmény nove syntetizovaného proteinu jsou vyrazné ovliviiovany PTM.
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Obrazek 2.9 — Graf zastoupeni posttranslaénich modifikaci®’. Experiment vychazi z celkem 87308
detekovanych posttranslacnich modifikaci.

Regulace enzymové aktivity je &asto zajisténa fosforylaci ¢i defosforylaci®S.
K fosforylaci dochazi na postrannich fetézcich aminokyselin s hydroxylovou skupinou
tedy na tyrosinu, serinu, threoninu. Mimo to byly popsany i fosforylace na histidinu a
asparagoveé kyseling. Struktury fosforylovanych aminokyselin jsou uvedeny na Obr. 2.10
(str. 23). Enzymy zajiStujici pfenos fosfatu patii do tiidy transferas a nazyvaji se kinasy.
Naopak odstépeni fosfatové skupiny katalyzuji enzymy pattici do skupiny hydrolas —
fosfatasy. Kinasy i fosfatasy plni dilezité funkce v signalnich drahach, pficemz je
kinasova aktivita Casto vazana na membranové receptory. Pfikladem kinas je G-protein,
ktery ma extracelularni receptorovou ¢ast zodpovédnou za vazbu hormonu ¢i dalSich
latek®. Po vazbé ligandu se spusti enzymova aktivita uvniti buriky zptisobujici mimo jiné
1 fosforylaci postrannich fetézcli aminokyselin v molekulach enzymt. Ta zajistuje jejich
aktivaci ¢i deaktivaci. Konkrétnimi piiklady vyuziti G-proteind jsou aktivace apoptosy>’
nebo sekre¢ni draha proteini*’. Porozuméni mechanismiéim apoptosy pfinasi vysvétleni
pro mnoho patologickych stavii organismu. Maligni zvrat buiiky je zapii¢inén mimo jiné
zvysenou mirou fosforylace, kterd zpiisobuje spusténi nebo vypnuti mnohych onkogenti

&i tumor supresorovych genti*!.
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Obrazek 2.10 — Chemické struktury fosforylovanych postrannich Fetézcti aminokyselin®®. Zavedeni
zaporn¢ nabité fosfatové skupiny je spojené s konformacni zménou proteinu, ktera Casto vede k aktivaci
nebo deaktivaci enzymové aktivity proteinu.

Acetylace proteinti je dal3i z posttranslaénich modifikaci*®. Tato reakce probih4 na -
aminoskupiné lysinu a vznika tak acetyl-lysin, jehoZ struktura je uvedena na Obr. 2.11.
Donorem acetylového zbytku je acetyl-koenzym A. Bazickd aminoskupina lysinu, ktera
je v neutradlnim pH kladné nabitd, se stava po navazani acetylu nenabitou, coz ma velky
vliv na konformaci proteinu. Acetylace je ¢astd u molekul histoni*?. Ve chvili, kdy se ma
chromozom stat transkripéné¢ aktivnim, dochazi ucfinkem transacetylas ke
specifické modifikaci a tim se rusi kladny naboj, ktery elektrostaticky interaguje se
zaporn¢ nabitou pentosa-fosfatovou pateti DNA. V disledku toho dochazi k rozvolnéni

chromatinu a mize zacit transkripce.

136. Toho se

Acylem vsak nemusi byt pouze acetyl, ale mize byt pfipojen i delsi acy
pouziva ve chvili, kdy ma byt protein zakotven ve fosfolipidové membrané. Nejcasteji
zavadénymi acyly jsou zbytky myristové kyseliny na a-aminoskupinu N-koncového
glycinu a zbytky palmitové kyseliny na thiolovou skupinu cysteinu®. Struktury obou

uvedenych modifikaci jsou uvedeny na Obr. 2.11.

o] CH o]
N 3
\?/ \C—(CH2>—CH3 o
14 /
NH é CH34<CH2>— g
| I N
(CHa), CH, NH—CH,—CO s
AN NH=CH-COn ArNH-CH-COwn Myristoyl-glycin
Acetyl-lysin Palmitoyl-cystein

Obrazek 2.11 — Chemicka struktura acylovanych postrannich fetézcii aminokyselin. Plivodné kladné
nabita e-aminoskupina lysinu ztraci sviij naboj, coz napiiklad u histoni vede ke snizeni schopnosti
interagovat s DNA, ¢imz je podpoien zacatek transkripce. Zbytky mastnych kyselin (myristové, palmitove)
zajist'uji afinitu k fosfolipidovym membranam®*.
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Ubikvitinace je modifikace pro oznafeni proteinu urcené¢ho k degradaci v ramci
proteasomu**. Degradace je podminéna minimalné &tyfmi ubikvitiny. Vazba jednoho
ubikvitinu na enzym Casto znamena jeho deaktivaci, jako je tomu naptiklad pfi pfechodu
z metafaze do anafize pii mitose®®. P¥i tomto piechodu je nutné deaktivovat metafizové

enzymy.

Alkylace proteinii zahrnuje jak pfipojeni methylového zbytku*®, tak prenylaci, coZ je
pfipojeni farnesylu nebo geranyl-geranylu*®. Methylace je katalyzovdna enzymy
methyltransferasami. Tyto transferasy jsou vysoce specifick¢ vici urcitym typim
histonti. Dokazi ptenést jeden ¢i vice methylovych zbytkli na lysin nebo arginin a tim
podpofit aktivaci transkripce. Diive bylo piedpokladano, ze methylace je ireversibilni
modifikace, ale to bylo vyvriceno objevenim methylas. Dynamika methylovych
modifikaci je dileZitd pro epigenetickou regulaci*’. Zavedeny prenyl (farnesyl nebo
geranyl-geranyl) do struktury proteinu umoziuje jeho afinitu k membranovym lipidim.
Prenyl je vazan na cystein. Touto modifikaci je vytvofeno misto pro specifické protein-

proteinové interakce’®.

Glykosylace proteinti ma dvé podoby, strukturné znazornéné na Obr. 2.12(cit.>*). O
takzvanou O — glykosylaci se jednd kdyz dochéazi k modifikaci hydroxylovych skupin
postrannich fetézcii serinu a threoninu. Pokud dojde ke glykosylaci na amidové skupiné
asparaginu, pak se jedna o N — glykosylaci. Ta probihd téméf na kazdé sekvenci
serin/threonin — X — asparagin. Tato glykosylace na proteinech je velmi diilezita pro
spravnou funkci chaperond, které zajistuji spravné sbaleni glykoproteint. Jako
oligosacharidovy prekurzor pro N - glykosylaci slouzi dolichol-difostat, ktery je pfenesen
na amidovou skupinu pomoci oligosacharyltransferasy. Dolichol je ctrnactiClenny
oligosacharidovy zbytek, ktery je dale zpracovan hydrolasami a transferasami.

O-glykosylace je oproti N-glykosylaci mnohem méné komplexni>®.

a 0
HO AH HO NH
—0)/—0 O—CHZ—Ctl o] NH—g—CHz—cQ
OH c=0 OH o) Cc=0
~, —0 T
NH-C-CH, NH-C-CH,
1] I
(@) (o)
O — glykosylace serinu N — glykosylace asparaginu

Obrazek 2.12 — Produkty pfipojeni N-acetylglukosaminu skrze N — a O — glykosylaci postrannich
fetézcli aminokyselin serinu a asparaginu’®.
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PTM a jejich deregulace hraji vyznamnou roli pii vzniku a rozvoji fady zavaznych
onemocnéni (neurodegenerativni onemocnéni, onkologickd onemocnéni)*®. Diivodem
pro¢ tomu tak je, ze jsou vyrazné zapojeny v signalnich drahach, regulaci transkripce a
bunééného cyklu a dalsich esencidlnich bunéénych dé&jich*’. Proto je jejich studium
dalezitym odvétvim biomedicinského vyzkumu. PTM je mozné studovat hlavné
metodami hmotnostni spektrometrie a blotovacimi technikami®’. Pies nesporny tisp&ch
téchto metod pro né existuji téz omezeni, kterymi jsou napiiklad citlivost, dynamicky
rozsah ¢i nutnost znalosti chemické podstaty/struktury dané modifikace. Aplikace
chemickych DEL peptidii by mohla vést k vyvoji vysoce citlivé metody identifikace
posttransla¢nich modifikaci a pfislusnych enzymt v komplexnich biologickych vzorcich.
Navrh takové aplikace je zndzornén na Obr. 2.13 (str. 26). DNA kdédovana knihovna
peptidl je nejprve inkubovéna s biologickym vzorkem (sérum, bunécny lyzat), coz se
projevi posttranslaénimi modifikacemi peptidii specifickymi pro dany fenotyp. Nasledné
je knihovna inkubovana s nespecifickou proteasou (trypsin, pepsin atd.). PTM
postrannich fetézcti aminokyselin, jejichz sekvence je specifickd k dané protease,
mnohdy zna¢né¢ méni chemickou strukturu postranniho fetézce a tim zabranuji Stépeni
danou proteasou. Nasleduje separace Stépenych a neStépenych peptidi a jejich
identifikace pomoci DNA sekvenovani s vysokou propustnosti. Sekvenace DNA znacek
peptidu, které obsahuji sekvenci aminokyselin specifickou pro danou proteasu, avSak u
nich nedoslo ke Stépeni, jsou takové sekvence, u kterych mohlo dojit k posttranslacnim
modifikacim. Tento format lze vyuzit i k porovnavani riznych fenotypi (vzorek
nemocného a zdravého jedince) a tim sledovani vyskytu a dalezitosti PTM v danych
fenotypech. Oproti biologickym DEL peptidii jsou chemické DEL peptidiit kompatibilni
s ptitomnosti nespecifickych proteas, protoze neobsahuji peptidovou spojku, v niz miize
dochazet k proteolytickému S§tépeni mimo zkoumanou sekvenci aminokyselin, ¢imz by

dochdazelo k nespecifickému odstépovani znacky pro imobilizaci (biotin).
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Obrazek 2.13 — Schéma aplikace DEL peptidi pro studium posttranslaénich modifikaci.
Kombinatorialni chemicka DEL peptidii mtize byt smichana s biologickym vzorkem (krev, sérum), ktery
obsahuje enzymy katalyzujici modifika¢ni reakce postrannich fetézc aminokyselin. Po inkubaci miize
dojit ke Stépeni peptidové ¢asti konstruktii proteasou. Pokud vsak doslo k posttranslaéni modifikaci, tak
nemusi byt sekvence Stépena, ikdyz by odpovidala specifité proteasy. Pii separaci pomoci
streptavidinovych magnetickych kuli¢ek dojde k oddéleni DNA kddovanych peptidi s biotinem
(nestépenych) od fragmentd DNA koédovanych peptidd s jiz St€penym biotinem. Sekvenaci je zjiSténa
identita DNA znacek v jednotlivych frakcich.
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3. Cile prace

e Syntéza chranénych modelovych tetrapeptidi

e Screening mirnych podminek odchranéni modelovych tetrapeptid

e Studium stability DNA s 7-deaza purinovymi nukleotidy v siln¢ kyselych
podminkach

e Syntéza konstruktu 1 jako modelového zastupce DNA kodované knihovny
peptida

e Zavedeni 7-deaza purinovych nukleotidii do konstruktu 1 a odchranéni
postranniho fetézce

e Stépeni konstruktu 1 trypsinem
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4. Material a metody

4.1. Pouzité chemikalie

(4,6-dimethoxy-(1,3,5)triazin-2-yl)-4-methyl-morfolinium | Sigma-Aldrich
chlorid (DMT — MM)

10x TBE pufr BioRad
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol (TRIS) Sigma-Aldrich
7-deaza-dATP, 7-deaza-dGTP Jena Biosciences
Agarosa pro molekuldrné biologické aplikace BioRad

Biotin Sigma-Aldrich
CutSMART pufr 10x NEB

Délkové standardy pro agarosovu elektrofézu: EZ Load BioRad

1kbp Molecular Ruler, EZ Load 100bp Molecular Ruler

D¢élkovy standard pro agardzovou elektroforézu: Quick- VWR

Load Purple 100bp DNA Ladder

Dichlormethan Sigma-Aldrich
Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
dNTP samostatné vialky s dA, dC, dG, dT VWR
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) Sigma-Aldrich
Fenol Sigma-Aldrich
Fenylmethansulfonyl fluorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH Iris Biotech
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH Iris Biotech
Fmoc-L-Glu(tBu)-OH-H>O Iris Biotech
Fmoc-L-His(Trt)-OH Iris Biotech
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH Iris Biotech
Fmoc-L-Ser(tBu)-OH Iris Biotech
Fmoc-L-Trp(Boc)-OH Iris Biotech
Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH Iris Biotech
HDNA — 5 Micromole DNA oligo IDT

Hydroxid sodny Sigma-Aldrich
Hydroxybenzotriazol (HOBt) Sigma-Aldrich
Chlorid draselny Sigma-Aldrich
Chlorid hotecnaty Sigma-Aldrich
Chlorid sodny Sigma-Aldrich
Chlorid vapenaty Sigma-Aldrich
Chlorovodikové kyselina Sigma-Aldrich
Interkala¢ni barvivo: Gelred™ Nucleic Acid Gel Stain Biotium
10,000% in water

Kyselina trihydrogenboritd Sigma-Aldrich
L-glycin Sigma-Aldrich
Ligacni pufr 10x NEB
Methanol Sigma-Aldrich
Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit New England Biolabs
N,N,N',N'-tetramethyluronium hexafluorofostat (HBTU) Sigma-Aldrich
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N,N-diisopropylethanolamin (DIEA) Sigma-Aldrich
Nanaseci pufr — 5x Nucleic Acid Sample Loading Buffer BioRad
Nanaseci pufr - Gel Loading Dye purple (6% ) no SDS VWR
Nedenaturovany ethanol (96%) P-LAB
Nicking endonukleasa Nt.BbvCI - 10 U/ml New England Biolabs
NMP Sigma-Aldrich
Octova kyselina Sigma-Aldrich
Oligonukleotid ,,Forward primer anti* o sekvenci: Sigma-Aldrich
5" -Phos-TGAGTAGCGAAGCGAGCAGCTGAGGGCGGC

Oligonukleotid ,,Forward primer* o sekvenci: Sigma-Aldrich
5" -Phos-GCCGCCCTCAGCTGCTCGCTTCGCTAC

Oligonukleotid ,,Testovaci oligonukleotid + reverse primer | Sigma Aldrich
anti“ o sekvenci:

5" -GGGGGACTGCTCGTAGTGTTTTTAGCTGCGAGTT
CAGTCTCCACCGCTTTGGGCTGTCCTGATATTTCTAT
GGTCCGCAATCAGCTGCTCGCTTCGCTAC

Oligonukleotid ,,Testovaci oligonukleotid + reverse Sigma Aldrich

primer* o sekvenci:

5" -Phos-TCATTGCGGACCATAGAAATATCAGGACA
GCCCAAAGCGGTGGAGACTGAACTCGCAGCTAAAAAC
ACTACGAGCAGTCCCCC

PCR primer: PCR test ,,forward* o sekvenci
5’ - GCGGCCATATCGAAGGTC

Sigma-Aldrich

PCR primer: PCR test ,,reverse o sekvenci:
5’ - CGGGCTTTGTTAGCAGCC

Sigma-Aldrich

PCR primer: Testovaci oligonukleotid ,,forward* o
sekvenci:
5" -TCAGCTGCTCGCTTCGCTAC

Sigma-Aldrich

PCR primer: Testovaci oligonukleotid ,,reverse* o
sekvenci:
5" -GGGGGACTGCTCGTAGTGTTTT

Sigma-Aldrich

Pevna faze HMPB ChemMatrix® Resin

Sigma-Aldrich

Modelova plasmidovd DNA (175 nM, My= 200000 g/mol)

Pyridin

Sigma-Aldrich

Red Taq DNA polymerasa 2% MasterMix, 1,5 mM MgCl. | VWR

Streptavidinové magnetické kulicky Dynabeads M-270 Invitrogen

T4 DNA ligasa (400 U/ml) New England Biolabs

Taq DNA polymerasa — 5 U/ul VWR

Tekuty dusik Linde

Trifluoroctova kyselina (TFA) Sigma-Aldrich

Trypsin Sigma-Aldrich

Tween 20 Sigma-Aldrich
4.2.Pouzité pristroje

Analytické vahy Schoeller

Automatické pipety Research plus Eppendorf AG

Centrifuga 5418 R Eppendorf AG
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CentriVap LABCONCO

HPLC: 1260 Infinity Agilent Technologies
HPLC/MS: 6530 Q-TOF LC/MS Agilent Technologies
Lyofilizator Freezone 2.5 LABCONCO
Magneticka michacka s ohfevem IKA

Mikrovinna trouba —

PCR termocykler Aeri D-48% 0,2ml Esco Micro Pte Ltd
pH metr Mettler
Programovatelny rotator Multi Bio RS-24 Biosan Ltd.
Predvazky AQT-600 AE ADAM

Rameno vakuové odparky pro michéani Agilent

Sonikac¢ni lazen Bandelin

Stojanek na mikrozkumavky s magnetem General Electric

UV transiluminator T-GENIUS SYNGENE

Vakuova pumpa VWR

Zdroj pro elektroforézu PowerPac HV Power Supply+ BioRad

vanicka pro DNA elektroforézu

4.3. Pouzité metody

4.3.1. Fmoc syntéza modelovych peptidd
Pro syntézu peptidu byla pouzita pevna faze HMPB ChemMatrix® resin. Na této pevné
fazi byly pomoci Fmoc peptidové syntézy vystavény dva chranéné modelové peptidy

(peptid 1 a peptid 2), jejichz struktury jsou uvedeny na Obr. 4.1.

Ph Ph
H o)
OH

?o
/i\ ‘} 7( Ag

Modelovy peptid 2

Modelovy peptid 1

Obrézek 4.1 — Struktury modelovych tetrapeptidi pifed odchranénim. Vlevo je sekvence lysin —
tyrosin — asparagin — arginin (Lys-Tyr-Asn-Arg) a vpravo je histidin — serin — serin — tryptofan — glutamova
kyselina (His-Ser-Trp-Glu). Typy chranicich skupin byly zobrazeny na Obr. 2.8 (str. 21). Ph = fenyl.

Pii syntéze peptidu na pevné fazi bylo pouzito aktivacni Cinidlo N,N,N' N'-
tetramethyluronium hexafluorofosfat (HBTU)!. Dale byl ptidan hydroxybenzotriazol
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(HOBt). Tato latka zamezuje vzniku nereaktivniho derivdtu mocoviny. Bazické

podminky reakce jsou zajistény N,N-diisopropylethylaminem (DIEA).

Nejprve bylo odvazeno 152 mg pevné faze s kapacitou (loading) 400 — 650 pmol/g.
Tato navazka odpovida teoretické kapacité resinu 9,88 x 10~ mol peptidu. Syntéza
peptidl probihala ve stfikacce s polyethylenovou fritou. Nejprve byla navazka pevné faze
pfevedena do stiikacky. K pevné fazi byly pfidany 2 ml NMP a suspenze byla inkubovana
za laboratorni teploty po dobu 20 minut a za stalého michani. VSechny roztoky
aminokyselin byly pfipraveny v NMP o koncentraci 0,5 M, stejné jako roztoky HBTU a
HOBt. Roztok DIEA byl pfipraven v koncentraci 1 M. Po promyti pevné faze bylo
rozpoustédlo odebrano a do stfikacky byla pfidana pfedem pfipravena reakéni smés pro
navazani prvni aminokyseliny. Tato smés byla pfedem smichdna v plastové zkumavce
dle pomért v Tab. 4.1. Nasledovala inkubace za laboratorni teploty po dobu 1 hodiny a
za stalého michani. VySe uvedeny postup reakce s prvni aminokyselinou byl jesté jednou
opakovan. Po inkubaci s druhou reakéni smési byla pevna faze pétkrat promyta 2 ml
NMP. Pfed navazanim dal$i aminokyseliny bylo nutné odstépeni skupiny Fmoc z jiz
vazané aminokyseliny. K pevné fazi byly pfidany 2 ml 50% (v/v) roztoku piperidinu
v dimethylformamidu (DMF) a smés byla inkubovana za laboratorni teploty po dobu
20 minut a za stalého michéni. Postup odchranéni byl jest¢ jednou opakovéan. Po
odchranéni nasledovalo promyti pevné faze nésledujici sekvenci rozpoustédel: DMF
(Ctyrikrat), dichlormethan (DCM, ttikrat), DMF (dvakrat), NMP (ttikrat). U kazdého
kroku promyvani byly ptidany 2 ml dané¢ho rozpoustédla do stiikacky a stiikacka byla

nekolikrat prfevracena a rozpoustédlo odstranéno.

Tabulka 4.1 — Reakéni poméry slozek pfi syntéze peptidu na pevné fazi

Reak¢ni slozka Objem (ul) | Pocet ekvivalenti latkového mnozstvi
(koncentrace) slozky ke kapacité pevné faze
Aminokyselina (0,5 M) 3
HOBt (0,5 M) 593 3
HBTU (0,5 M) 3
DIEA (1 M) 6

Vsechny aminokyseliny jsou postupné navazovany do sekvence peptidu opakovanim
vySe uvedené¢ho postupu. Peptid byl nésledné odStépen od pevné faze dle navodu

Novabiochem® ,,Fmoc resin cleavage protocols* (Metoda 5 — §t&peni ziedénou TFA)>2.
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K resinu bylo pfidano 1 ml 1% (v/v) roztok TFA v DCM. Nésledovala inkubace pii
laboratorni teploté po dobu 2 min a za stalého michani. Roztok byl pfemistén do 10ml
plastové zkumavky, do které bylo pfedtim pipetovano 200 ul 10% (v/v) roztoku pyridinu
v methanolu. Tento postup byl opakovan jesté ttikrat. Pevna faze byla celkem tiikrat
promyta 1 ml DCM. Nasledné byly filtraty smiseny a odpafeny na vakuové rotacni
odparce na 5 % objemu. Byly pfidany 3 ml deionizované vody. Peptidy byly cistény
pomoci preparativni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC): piistroj Agilent
Technologies 1260 Infinity, kolona Agilent ZORBAX SBCI8 (5 ul, 9.4 x 150 mm),
gradientova eluce (voda — ACN od 70:30 do 0:100 v pritbé¢hu 20 min, pritok 4 ml/min).
Detekce probihala pti A = 254 nm. Po preparativnim HPLC byla provedena lyofilizace
modelového peptidu 1. Pti pokusech o odstépeni modelového peptidu 2 z pevné faze byl
ziskavan tento peptid jiz s odchrdnénymi postrannimi fetézci aminokyselin, a proto

nasledujici experimenty byly provadény pouze s modelovym peptidem 1.

Kontrola Cistoty a identity peptidli byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie
kombinované s vysokouc¢innou kapalinova chromatografie (HPLC/MS): pfistroj Agilent
6530 Q-TOF LC/MS, gradientova eluce (voda — ACN od 95:5 do 0:100 v pribéhu
13 min, pratok = 0.4 ml/min). Detekce probihala pii A = 254 nm.

4.3.2. Testovani mirnych metod pro odchranéni funkénich skupin postrannich

fetézcl aminokyselin

4.3.2.1. Odchranéni modelového peptidu 1 v prostfedi pufrli o rdzném pH
Lyofilizat modelového peptidu 1 o hmotnosti 5 mg byl rozpustén ve 400 pl ACN (dale
oznacen jako ,,zdsobni roztok peptidu 1 v ACN*).Pro testovani byly ptipraveny pufry o
rizném pH, jejichz sloZeni je uvedeno v Tab. 4.2 (str. 33). Od kazdého z pufri bylo
pipetovano 45 pl do plastové mikrozkumavky a k tomu bylo pfiddno 5 pl zasobniho
roztoku peptidu 1 v ACN. Kazdy vzorek byl pfipraven tfikrat. Jeden byl ponechan pfi
laboratorni teploté. Druhy byl inkubovan pii 95 °C po dobu 20 min (cit.’*). Tieti
inkubovan pii 70 °C po dobu 16 h(cit.!?). N4sledn& bylo ke vzorkim pfiddno 150 ul ACN
a byla provedena HPLC/MS analyza.
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Tabulka 4.2 — Slozeni pufrti pouzivanych pro testovani odchranéni modelového peptidu

Nazev pufru Slozeni
Acetatovy pH=5 30 mM octova kyselina, 200 mM chlorid hote¢naty, dotitrovano do
Acetatovy pH=4 daného pH 1 M hydroxidem sodym

Acetatovy pH=3

Glycin-HCI pH=2,2 | 50 mM glycin, 200 mM chlorid hotecnaty, titrovan do dané¢ho pH

s MgCl, roztokem 3,5% HCI (v/v)
Glycin-HCI pH=2,2 50 mM glycin, titrovan do daného pH roztokem 3,5% HCI (v/v)
bez MgCl»
KCI-HCI pH=1,0 100 mM chlorid draselny, titrovan do daného pH roztokem 3,5%

(v/v) HCI

4.3.2.2.  Vliv mirnych podminek odchranéni modelového peptidu 1 na
degradaci DNA
Pro studium vlivu mirnych podminek odchrdnéni na degradaci DNA byly zvoleny
podminky acetatového pufru (pH= 3). Modelovy plasmid byl fedén acetdtovym pufrem
(11,7 pl) na koncentraci 100 nM. Inkubace byla provedena pii 70 °C po dobu 16 h. Po
inkubaci byl zreakéni smeési odebran vzorek o objemu 0,5 pl a byla provedena
amplifikace DNA pomoci PCR 2 (primery PCR test ,,forward®, PCR test ,,reverse®), jejiz

pribeh je uveden v nasledujici kapitole 4.3.3.

4.3.3. Polymerasova retézova reakce
Pro amplifikaci DNA v riznych experimentech byla vyuZzita metoda PCR. Pii potfebé
amplifikace DNA byly provadény dva typy metody PCR, které byly oznaceny PCR 1 a
PCR 2. Pouzité podminky jsou shrnuty v Tab. 4.3 a Tab. 4.4 (str. 34). Schéma vyuzitého
tepelného programu pro oba typy metody PCR je znazornéno na Obr. 4.2 (str. 34).

Tabulka 4.3 — Slozeni reakcni smési pro metodu PCR 1

Reakéni slozka Objem (pul)

Forward primer (5 pM) 2,5

Reverse primer (5 uM) 2,5
dATP nebo 7-deaza dATP (10uM) 2
dGTP nebo 7-deaza dGTP (10uM) 2
dTTP (10uM) 2

dCTP (10uM) 2
Key pufr 10x 5

sterilni deionizovana voda 30
Taq DNA polymerasa (5 U/ul) 1
DNA templat 1

Celkem: 50 pl
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Tabulka 4.4 —Slozeni reakcni smési pro metodu PCR 2

Reak¢ni slozka Objem (ul)
DNA templat 1
Forward primer (5 uM) 2,5
Reverse primer (5 uM) 2,5
sterilni deionizovand voda 19
Red Taq DNA polymerasa 2x MasterMix 25
Celkem: 50 pl

95°C 0,5 min | 95 °C 0,5 min | 60 °C 0,5 min | 72 °C 0,5 min | 4 °C o0 min

x opakovani

Obrazek 4.2 — Obecné schéma usporfadani PCR. Tento program byl vyuzivan v pribéhu prace,
akorat s jinym poctem opakovani

4.3.4. Porovnani stability DNA s 7-deaza purinovymi nukleotidy nebo
standardnimi purinovymi nukleotidy pti klasickych podminkach odchranéni
peptidu

PCR produkty ziskané amplifikaci modelového plasmidu (dle kapitoly 4.3.3) pomoci
PCR 1 s 7-deaza purinovymi nukleotidy a PCR produkty s standardnimi purinovymi
nukleotidy byly inkubovany v prostiedi klasickych podminek odchranéni postrannich
fetézcl peptidu. Z reakéni smési po PCR 1 byly odebrany 4 pl a smichany s 16 pl Cerstve
pripravené¢ho roztoku 5% (w/v) fenol v TFA, v plastové mikrozkumavce. Inkubace
probihala za laboratorni teploty po dobu 10 min. Nésledné¢ byla reak¢ni smés odpafovana
pii 30 °C po dobu 45 min. Amplifikace DNA byla provedena pomoci PCR 2 s 24 cykly
(primery PCR test ,,forward, PCR test ,,reverse*).
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4.3.5. Syntéza konstruktu 1a
Jako vychozi stavebni blok pro syntézu konstruktu la byla vyuzita molekula HDNA
(,,headpiece* DNA), jejiz struktura je uvedena na Obr. 4.3.

O
HO\H,O\/\O/\/O\/—O —TGACTCCC

H2N 0. O—ACTGAG
HDNA P<oH
20 3
O=R’ \/\o/\\/o\/
OH

Obrazek 4.3 — Struktura molekuly ,,headpiece” DNA (HDNA)'’, kterd slouzi jako vychozi bod pro
syntézu DNA kodované knihovny. V levé ¢asti je reaktivni primarni aminova funk¢éni skupina pro navazani
DNA kodované molekuly — peptidu . Prava ¢ast slouzi pro vystavbu DNA znacek ligacni reakei.

Dvouvlaknové DNA oligonukleotidy pro liga¢ni reakci s HDNA byly ziskany
hybridizaci komercnich, navzajem komplementarnich, jednovldknovych
oligonukleotidi. Roztoky oligonukleotidi (100 pM) byly podrobeny tepelnému
programu (95 °C 20 s, 90 °C 20 s, 85 °C 20's, 80 °C 20's, 75 °C 20's, 70 °C 20 s, 65 °C
20's, 60 °C 20 s).

Ligace oligonukleotidu na HDNA probihala dle podminek® shrnutych v Tab 4.5.
Reakéni smés byla inkubovéna pii 16 °C po dobu 16 h. Deaktivace T4 DNA ligasy
probihala pti 65 °C po dobu 10 min. Reakéni smés byla doplnéna sterilni deionizovanou
vodou na objem 50 pl a byla purifikovana pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup
Kit**, ndvod — ,,0ligonucleotide cleanup* (purifikace meziproduktu 2) nebo navod 5 : 1

(purifikace meziproduktu 3).

Tabulka 4.5 — Podminky ligace oligonukleotidii na HDNA

Reakéni slozka Objem (pul)
HDNA (83 uM) 1
Hybridizovany oligonukleotid (100 uM) 3,5
Ligacni pufr 10x 2
FS DI H,O 12,5
T4 DNA ligasa (400 U/ml) 1
Celkem: 20 pl
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Vyse popsanym zpisobem byl na molekulu HDNA pfipojen oligonukleotid ,,forward
primer®, ¢imz vznikl meziprodukt 2, a nasledné oligonukleotid ,,testovaci oligonukleotid

+ reverse primer®, ¢imz vznikl meziproduktu 3 uvedeny na Obr. 4.4.

OACTGA
HDNA Osp?
NH> o o CH Forward Testovaci oligonukleotid +
O—P\’o\/\o /\/o\/ primer Reverse primer
OH

Obrazek 4.4 — Struktura meziproduktu 3. Meziprodukt byl pfipraveny pro naslednou reakci

s aminokyselinou, ktera se vaze na volnou aminoskupinu.

Volna aminoskupina meziproduktu 3 nebo meziproduktu 5 byla vyuzita pro vystavbu
peptidové &asti. Podminky reakci® pro navdzani aminokyseliny nebo biotinu jsou shrnuty
v Tab. 4.6. Reakéni smés byla inkubovana pii 4 °C po dobu 18 h. Purifikace byla
provedena pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (navod — 5 : 1, eluce 20 pl

sterilni deionizované vody).

Tabulka 4.6 — Slozeni reakéni smési pro vazbu Fmoc-L-lysinu (BOC) nebo biotinu

Reak¢ni slozka Objem (pul)
Meziprodukt 3 nebo 5 6
Boratovy pufr (kyselina boritd 150 mM, pH=9,5) 12,5
Fmoc-L-lysin (BOC) nebo biotin (150 mM, DMF) 3,2
DMT — MM (250 mM, H>O) 1,9
Celkem: 23,6 pul

Odstépeni Fmoc skupiny z navdzaného Fmoc-L-lysinu pied vazbou biotinu bylo
provedeno dle nasledujiciho postupu. Ve zkumavce byl smichan vysledny meziprodukt 4
s 10% (v/v) roztokem piperidinu ve sterilni deionizované vodé v objemovém poméru 1 : 4
(meziprodukt 4 : roztok piperidinu). Reakce probihala pfi laboratorni teploté po dobu 4 h.
Neutralizace reak¢ni smési byla provedena pfidanim acetatového pufru (3 M octan sodny,
pH=5,2) v objemovém pomeru 1 : 1,5 (reakéni smés : acetatovy pufr). Purifikace byla

provedena pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (ndvod — 5 : 1, eluce — 6 pl)

Sekvenci reakce meziproduktu 3 s Fmoc-L-lysin (BOC), odchranénim Fmoc skupiny
z Fmoc-L-lysinu (BOC) a nésledné reakce s biotinem byl ziskén konstrukt 1a (Obr. 4.5,
str. 37).

36



Forward
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Testovaci oligonukleotid +
Reverse primer

Obrazek 4.5 — Schéma syntetizovaného konstruktu 1a jako modelového zastupce DNA kédované
knihovny peptidt. Jadrem je molekula HDNA, na jejiz oligonukleotidové ¢asti probihd vystavba DNA
znacky. Na volnou aminovou skupinu je vdzan aminokyselina L-lysin s chrdnénym postrannim fetézcem,
na niz je vazan biotin.

4.3.6. Zavedeni 7-deaza purinovych nukleotidt do kodujici DNA konstruktu 1a a

odchranéni postranniho fetézce lysinu
Jedno vldkno DNA konstruktu 1a bylo Stépeno pomoci tzv. ,,nicking® endonukleasy
Nt.BbvClI. Podminky této reakce jsou shrnuty v Tab. 4.7. Reakéni smés byla inkubovana
pii 37 °C po dobu 60 minut. Enzym byl deaktivovan pii 80 °C po dobu 20 minut.
Purifikace byla provedena pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit, ndvod — 5 : 1.

Tabulka 4.7 — Slozeni reakéni smési pro St€peni DNA pomoci ,,nicking® endonukleasy

Reakéni slozka Objem (pul)
Konstrukt 1a (7 ng/ul) 6
CutSMART pufr 10x 2,5

DI FS H,O 16
Endonukleasa Nt.BbvClI (10 U/ml) 0,5
Celkem: 25 pl

Tento meziprodukt byl podroben tzv. ,nick translation pomoci amplifikace za
podminek PCR 1 (jedno kolo, bez pouziti primeril) se 7-deaza purinovymi nukleotidy,
s tim rozdilem, Ze elongacni ¢ast tepelného cyklu byla prodlouzena na dobu 5 min.
Nasledné byla provedena purifikace pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit,
navodu 5 : 1. Takto byl ziskan konstrukt 1 se zaclenénymi 7-deaza purinovymi

nukleotidy, ktery byl oznacen jako konstrukt 1b.
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Nésledné byl konstrukt 1b inkubovan s odchranovaci smési (5% (w/v) fenol v TFA)
v objemovém pomeéru 19 : 1 (odchrafiovaci smes : konstrukt 1b). Inkubace probihala za
laboratorni teploty po dobu 10 min. Reak¢ni smés byla odpatrovana pomoci centrivapu
pii 30 °C po dobu 45 min. Produkt reakce byl rozpustén v DMSO (5 pl) a inkubovan pfi
60 °C po dobu 25 min. Dale bylo pfidano 45 pl sterilni deionizované vody a produkt byl
purifikovan pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (navod ,,oligonucleotide
cleanup®). Eluce byla provedena 6 pl sterilni deionizované vody, coz pfiblizné
odpovidalo 1 pl pivodniho konstruktu 1b pifed inkubaci s odchranovaci smési.

Odchranénim postranniho fetézce lysinu konstruktu 1b byl ziskdn konstrukt 1c.

4.3.7. Magnetickd separace na streptavidinovych magnetickych kulickach
Pro magnetickou separaci konstruktu 1c¢ byly vyuzity streptavidinové magnetické kulicky
Dynabeads M-270, Invitrogen. Slozeni pouZzivanych pufri je uvedeno v Tab. 4.8.
Vsechny pufry byly sterilizovany pomoci stiikackového filtru (0,2 pm).

Tabulka 4.8 — Slozeni pufrti pouzitych pfi magnetické separaci konstruktu 1c

Pufr SlozZeni
10 mM Tris — HCI (pH =7.,5)
B & W 2x | mM EDTA
2 mM NaCl
5 mM Tris — HCI (pH = 7,5)
B&W Ix 500 uM EDTA
1 mM NaCl

5 mM Tris — HCI (pH = 7,5)
B & W 1x s Tween | 500 uM EDTA

1 mM NacCl

0,02 % (v/v) Tween 20

B & W 1x bez EDTA | 5 mM Tris — HCI (pH = 7,5)
1 mM NaCl

Nejprve byla suspenze (5 pul) magnetickych kuli¢ek (10 mg/ml, kapacita > 950 pmol
biotin/mg kuli¢ek) ¢tyfikrat promyta pufrem B & W 1x s Tween (500 pl). Separace byla
provadéna na stojanku s magnetem. K takto promytym magnetickym kulickdm bylo
piidano 10 pl pufru B & W 2x a 10 pl konstruktu 1¢ (6 pl konstrukt 1¢ + 4 ul sterilni
deionizovand voda). Suspenze byla inkubovéana za laboratorni teploty po dobu 30 min
a za stalého michani. Poté byl magneticky separovany kulicky od supernatantu. Ty byly
dale promyty postupné pufrem B & W 1x (50 ul), B & W 1x s Tween (50 ul), B& W
Ix(50ul), B&W IxsTween (500pul) a B&W 1xbez EDTA (50 pl).
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Supernatant byl purifikovan pomoci Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit —
»oligonucleotide cleanup® névod a eluovan do 23 pl sterilni deionizované vody.
Purifikovany supernatant a promytd suspenze magnetickych kulicek byly podrobeny
PCR 2 (specifické primery: testovaci oligonukleotid ,,forward* a testovaci oligonukleotid

»reverse®) k amplifikaci DNA znacky.

4.3.8. Stépeni konstruktu 1c pomoci trypsinu
Konstrukt 1c (1 ng/ul) byl inkubovan v reakéni smeési s trypsinem, jejiz slozeni je
uvedeno v Tab.4.9. Jako kontrola byla piipravena stejna reakéni smeés s tepelné
denaturovanym trypsinem (denaturace: 100 °C, 1 h). Reak¢ni smési byly inkubovany pfi
37 °C po dobu 21 h. Po inkubaci byl ptidan 1 pl roztoku PMSF (10 mM v ethanolu) a
nasledovala inkubace pii 4 °C po dobu 18 h. . Nésledovala inkubace reak¢ni smési se
streptavidinovymi magnetickymi kulickami s magnetickou separaci, zpisobem

popsanym v kapitole 4.3.7.

Tabulka 4.9 — Reak¢ni smés pro $tépeni konstruktu 1¢ trypsinem

Reak¢ni slozka Objem (pul)
Konstrukt 1¢ (1 ng/ul) 6
CaClz (200 mM) 1
Tris-HCI (500 mM, pH=8) 1
Sterilni deionizovand voda 1
Trypsin (1 mg/ml, v 20 mM CaClp, 50 mM Tris-HCI) 1
Celkem: 10 pl

4.3.9. Agarosova gelova elektroforéza
Elektroforéza byla provadéna v 3% agarosového gelu v 0,5% TBE pufru (50 ml) s 5 pl
10 000% GelRed. Byly pfi ni pouzity komercni délkové standardy. Bezbarvé vzorky byly
nanaseny v aplika¢nim pufru v objemovém poméru 1 : 5 (nanéSeci pufr : vzorek). Pro
piipadnou kvantifikaci DNA byl pouzit 1,1 kb standard o koncentraci DNA 20 ng/ul.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V po dobu 15 az 16 minut.
Vizualizace gelii byla provedena pomoci UV transiluminatoru. Ptipadnd kvantifikace

signalli na obrazku vizualizovaného gelu byla provedena pomoci software ImageJ.
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5. Vysledky

Hlavnim cilem této prace bylo provéfeni moznosti chemické syntézy DNA kédovanych
peptida a jejich aplikace. Hlavni ptekazkou pii syntéze DNA kdédovanych peptidi je
nutnost kyselého odchranéni postrannich fetézcii na zavér syntézy peptidu. Tyto
podminky vedou k degradaci DNA znacky. V této praci byly testovany mirné podminky
pro odchranéni peptidu, které¢ by mohly byt kompatibilni s molekulou DNA. Dalsi
testovanou strategii byla stabilizace DNA vuci silné kyselym podminkam pouzitim 7-

deaza purinovych nukleotidt.

5.1. Testovani mirnych metod pro odchranéni funkcnich skupin postrannich
fetézcl aminokyselin
Pro testovani mirnych metod odchranéni postrannich fetézcti aminokyselin byl chranény
modelovy peptid 1 inkubovan pti podminkach raznych pufri (Tab 4.2, str. 33). Uroven
odchranéni postrannich fetézcl byla sledovana pomoci HPLC/MS analyzy. Jak je patrné
z Tab. 5.1 (str. 41) byly nalezeny efektivni podminky pro stépeni chranicich skupin Boc
(e-aminoskupina Lys) a -Bu (hydroxylova skupina Tyr). Struktury stépenych chranicich
skupin jsou zobrazeny na Obr. 5.1. Chranici skupiny Trt a Pbf byly rezistentni i vici

pomérné agresivnim podminkam v pufru pti pH=1 a 95 °C.

S

Obrazek 5.1 — Struktury chranicich skupin, které byly odstépeny pomoci mirnych podminek

odchranéni
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Tabulka 5.1 — Vysledky kvalitativniho stanoveni odchranéni postranniho fet€zce modelového
peptidu 1 v mirnych podminkach odchranéni v pufrech uvedenych v Tab. 4.2 (str. 33). Ve sloupci
,»odchranéni® je kvalitativné zhodnoceno, zda doslo ke §tépeni chranici skupiny (+) ¢i nikoliv (-)

Nazev pufru (experimentélni podminky) Typ chranici skupiny Odstépeni

-Bu -

Acetatovy pH=5 (95 °C, 20 min) BOC -
Trt -

Pbf

t-Bu +
Acetatovy pH=4 (95 °C, 20 min) BOC +

Trt -

Pbf

t-Bu

Acetatovy pH=3 (95 °C, 20 min) BOC

Trt

Pbf -

-Bu -

Acetétovy pH=5 (70 °C, 16 h) BOC -
Trt -

Pbf -

t-Bu -

Acetétovy pH=4 (70 °C, 16 h) BOC -
Trt -

Pbf

-Bu +
+

Acetétovy pH=3 (70 °C, 16 h) BOC
Trt -

Pbf

t-Bu

+
BOC +
Glycin-HCI pH=2,2 s MgCl, (95 °C, 20 min) Trt -

Pbf

-Bu +
Glycin-HCI pH=2,2 bez MgCl, (95 °C, 20 min) BOC +

Trt -

Pbf

t-Bu

+
BOC +

Glycin-HCI pH=2,2 s MgCl, (70 °C, 16 h) Trt
Pbf

-Bu +
BOC +

Glycin-HCI pH=2,2 bez MgCL, (70 °C, 16 h) Trt -
Pbf

t-Bu

+
BOC +

KCI-HCI1 pH=1,0 (95 °C, 20 min) Trt
Pbf

-Bu +
BOC +

KCI-HCI pH=1,0 (lab. teplota, 1 h) Trt -

Pbf -
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Podminky nejvys$si hodnoty pH, pii kterych dochazelo k efektivnimu odstranéni
BOC a #-Bu chranicich skupin byly testovany na kompatibilitu s DNA. Modelovy
plasmid byl inkubovan v danych podminkach a nésledné probéhla amplifikace (PCR 2,
specifické primery: PCR test ,,forward®“, PCR test ,,reverse®) s poctem cykli uvedenym

v popisku vizualizace agarosového gelu na Obr. 5.2.

Cislojamky: 1] 2 3 4 5/ 6 7 8 9|10 11 12 13|14

Pocet kol PCR: 5 10 15
pH=3 e
70 °C T e e I

3000 pb
2000 pb

1000 pb

— - -

. i
600 ob
300 ob
300 b
300 pb

200 pb

Ree-§

100 pb

Cislo jamky: 15|16 17 18 19| 20 21 22 23 |24

Pocet kol PCR: 20 25
pH=3 - -+ + - -+ 4+
70°C -+ -+ |-+ -+
3000ps & W
2000 pb | S
1000 pb | e

S8 b

wo* Wae N..

W 300pb
200 pb

¥ w00ph

Obrazek 5.2 — Vizualizace agarosového gelu — inkubace modelového plasmidu s acetatovym
pufrem (pH = 3) nebo vodou pii riznych teplotach a jeho nasledna amplifikace. V kazdé jamce byly
naneseny 3 ul vzorku. Drahy 1, 14, 15, 24 délkovy standard; drahy 2, 3,4, 5 vzorky po 5. cyklu amplifikace;
drahy 6, 7, 8, 9 vzorky po 10. cyklu amplifikace; drahy 10,11,12,13 vzorky po 15. cyklu amplifikace; drahy
16, 17, 18, 19 vzorky po 20. cyklu amplifikace; drahy 20, 21, 22, 23 — vzorky po 25. cyklu amplifikace
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Z vysledki téchto experimentil je zfejmé, Ze odstranéni chranicich skupin na
modelovém peptidu 1 pomoci mirnéjSich podminek bylo UspéSné pouze pro chranici
skupiny Boc a #-Bu. Skupiny Trt a Pbf byly rezistentni vii¢i testovanym podminkam.
Zaroven, jak lze usoudit z Obr. 5.2 (str. 42), byly podminky stdle moc agresivni vici
DNA, protoze po inkubaci v téchto podminkach nedoslo k amplifikaci ani pti 25. kole
PCR. Z vySe uvedenych ditvodi bylo pfistoupeno k nové strategii ptipravy DNA
kodovanych peptida, pfi niz je mozné zachovat amplifikovatelnou DNA 1 pfi odchranéni

peptidu pomoci klasickych, siln€ kyselych podminek.

5.2. Porovnani stability DNA se standardnimi nukleotidy a DNA s 7-deaza
purinovymi nukleotidy pfi klasickych podminkach odchranéni

Pro tento experiment byla vyuzita DNA, kterd byla amplifikovana z modelového
plasmidu se specifickymi primery — PCR test ,,forward*, PCR test ,,reverse®. K tomu byla
vyuzita PCR 1 reakce (25 cykli) modelového plasmidu, ve které jsou vyuzity bud’
standardni nebo 7-deaza purinové nukleotidtrifosfosfaty, jejichz struktura je na Obr. 5.3.
Jelikoz DNA se 7-deaza purinovymi nukleotidy je obtizné barvitelna interkala¢nimi
barvivy, tak pro potvrzeni syntézy DNA byly vzorky z ptedchozi reakce (PCR 1) pouzity
v reakéni smési nasledné reakce PCR 2 (7 kol, stejné primery), v niz byly obsazeny
standardni purinové nukleotidy. Vizualizace agarosového gelu je uvedena na Obr. 5.4

(str. 44).

NH; o
N™™ A HN | N
m - A\
NZ N HoNT N7 N
Y o O o o H O O O O
1] 1] 1] 1] (1] 1]
O=-P-0=-P-0-P-OH O=P-0-P-0-P-OH
HO OH OH OH HO OH OH OH
7-deaza-2‘-deoxyadenosin-trifosfat 7-deaza-2‘-deoxyguanosin-trifosfat

Obrazek 5.3 — Struktura 7-deaza purinovych deoxynukleotidtrifosfatii. Tyto derivaty purinovych
nukleotidi mohou byt vyuzity pfi piipravé DNA koédovanych peptidi pro zajisténi stability DNA
v kyselych podminkach odchranéni peptidi.
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Obrazek 5.4 — Vizualizace agarosového gelu — porovnani barvitelnosti PCR produkti se 7-deaza
purinovymi nukleotidy a standardnimi nukleotidy. Naneseny 4 pl vzorku, délkovy standard 3 pl. Drahy 1,
6 — délkovy standard; draha 2 reakcni smés (PCR 1) se 7-deaza purinovymi nukleotidy; draha 3 amplifikace
(PCR 2) vzorku reakéni smési PCR 1 se 7-deaza purinovymi nukleotidy; drdha 4 PCR 1 reak¢éni smes se
standardnimi nukleotidy; draha 5 amplifikace (PCR 2) vzorku reakéni smesi PCR 1 se standardnimi
nukleotidy

Jak je patrné na Obr. 5.4 v draze 2 produkt PCR 1 reakce se 7-deaza purinovymi
nukleotidy neobsahuje pfislusny pas na rozdil od drahy 4 (PCR 1 se standardnimi
nukleotidy). Amplifikace DNA z obou vzorkii pomoci PCR 2 se standardnimi nukleotidy
jsou na Obr. 5.4 vdrahdch 3 a 5. Obé drdhy obsahuji pfislusné pasy s podobnou
intenzitou. Tento experiment prokazal moznost amplifikace DNA se 7-deaza purinovymi

nukleotidy a taktéz Spatnou barvitelnost téchto DNA produktii interkalacnimi barvivy.

Produkty reakce PCR 1 se standardnimi nebo 7-deaza purinovymi nukleotidy
(vizualizovany na agarosovém gelu na Obr. 5.4, drahy 2 a 4) byly pouzity pro testovani
stability v silné kyselych podminkéch pouzivanych pro odchranéni peptida pti chemické
syntéze. DNA byla inkubovéna se smési 5% (w/v) fenol v TFA nebo vodou a po odpateni
byla DNA amplifikovdna za podminek PCR 2 s 24 koly. Vizualizovany gel po

experimentu je uveden na Obr. 5.5 (str. 45).
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Obrazek 5.5 — Vizualizace agarosového gelu — porovnani stability PCR produktti se 7-deaza nebo
se standardnimi purinovymi nukleotidy po inkubaci se smési 5% (w/v) fenol v TFA nebo se sterilni
deionizovanou vodou. V jamkach bylo naneseno 3 pl vzorku nebo délkového standardu. Draha 1 — délkovy
standard; dréha 2 DNA se standardnimi nukleotidy po inkubaci se smési 5% (w/v) fenol v TFA; drédha 3
DNA se 7-deaza purinovymi nukleotidy po inkubaci se smési 5% (w/v) fenol v TFA; draha 4 DNA se
standardnimi nukleotidy po inkubaci se sterilni deionizovanou vodou, drédha S DNA se 7-deaza purinovymi
nukleotidy po inkubaci se sterilni deionizovanou vodou

Jak je patrné z Obr. 5.5 u DNA se standardnimi purinovymi nukleotidy (draha 2)
doslo vlivem smési 5% (w/v) fenol v TFA ke kompletni degradaci. Naopak u DNA se 7-
deaza purinovymi nukleotidy doslo pouze k minimalnimu poskozeni vlivem kyselych
podminek. Tento experiment jasné potvrdil moznost vyuziti DNA kodu se zaclenénymi
7-deaza purinovymi nukleotidy pifi chemické syntéze peptidi a jeho stability pfi

naslednych klasickych podminkéach odchranéni.

5.3.Syntéza konstruktu 1a
Konstrukt 1 ma slouzit jako modelovy zastupce DNA kédované knihovny peptidii, pro
optimalizaci jeji syntézy. Kontrola kompatibility jednotlivych krokl syntézy s DNA byla
provadéna amplifikaci DNA znacky (PCR 2) s néslednou agarosovou elektroforézou.
K PCR 2 byly pouzivany specifické primery komplementarni k sekvenci testovaciho
oligonukleotidu (Testovaci oligonukleotid ,forward*; Testovaci oligonukleotid

Lreverse®). Schéma syntézy je na Obr. 5.6 (str.46).
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Obrézek 5.6 — Schéma syntézy konstruktu 1a s pojmenovanim vSech meziproduktt

Po ligaci forward primeru byla provedena agarosova gelova elektroforéza
(Obr.5.7). Je vidét nartst délky DNA znacky, ktery odpovidé aspésné ligaci ,,forward*
primeru. Purifikaéni krok nedokézal dostatecné¢ oddélit nezreagovany ,,forward™ primer
od meziproduktu 2, a proto je pozorovan v draze 2 pozorovan druhy signal. Pro srovnéani

narastu délky DNA znacky byl v draze 4 nanesen vzorek forward primeru.

Meziprodukt 2:

HD_‘II,O\/\O/\_‘/D\/_O TGACTCCm 5“3
(\/\f O ACTGA
NH2

500 pb
400 pb
300 pb / 0 o}

/ 1.0
200 pb / o=R \/\O/-\,O\/

O;P/
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Forward primer:
REaiV/\Y/,\\

Obrazek 5.7 — Vizualizace agarosového gelu — kontrola ligace forward primeru. V jamkach
naneseno 4 pl délkového standardu, 5 ul vzorku. Draha: 1 délkovy standard; draha 2 meziprodukt 2; draha
3 meziprodukt 2 ve smési s forward primer v objemovém poméru 1 : 1; draha 4 forward primer

Kontrola nasledné ligace testovaciho oligonukleotidu + reverse primeru probihala
analogicky. Vysledny vizualizace gelu je na Obr. 5.8 (str. 47). Znatelny nartist délky

DNA v dréaze 2 v porovnani s drahou 3 je ditkazem uspésné ligace.
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Meziprodukt 3:
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Obrézek 5.8 — Vizualizace agarosového gelu — kontrola ligace testovaciho oligonukleotidu +
reverse primeru. V jamkach naneseno 4 pl délkového standardu, 5 pl vzorku. Dréha 1 délkovy standard,

dréha 2 meziprodukt 3; drdha 3 Testovaci oligonukleotid + reverse primer

Po kompletni syntéze konstruktu 1a byla provedena zavérecna amplifikace DNA
znacky (PCR 2) meziproduktii. Vizualizace vzorkl na gelu (Obr. 5.9, str. 48) dokazuje
kompatibilitu vS§ech kroktl, véetné syntézy peptidu, s amplifikovatelnosti DNA. Schémata

a pojmenovani veskerych meziproduktii byly uvedeny na Obr. 5.6 (str. 46)
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Obrazek 5.9 — Vizualizace agarosového gelu —amplifikace DNA znacky (PCR 2) meziprodukti
(Obr. 5.6, str. 46) pii syntéze konstruktu 1a. V jamkach byly naneseny 3 pl délkovych standardd, 4 pl
vzorkd. Dréhy 1, 2, 15, 16, 27: délkovy standard; draha 3: 1,1 pb standard pro kvantifikaci (naneseno 2,5 pl
= 50 ng); drahy 4 — 8: meziprodukt 3; 9 — 13: meziprodukt 4; 17 — 21: meziprodukt 5; 22 — 25: konstrukt
1a; 14, 26: prazdné jamky

Strukturni analyza konstruktu 1a byla provedena Katefinou Novakovou
(Védecko-servisni skupina Josefa Cvacky, UOCHB AV CR) pomoci MALDI hmotnostni
spektrometrie (Bruker Daltonics — UltrafleXtreme™ MALDI-TOF/TOF hmotnostni
spektrometr). I kdyZ byl vzorek konstruktu 1a po syntéze zakoncentrovan na desetinovy
objem, tak stale byla koncentrace natolik nizkd, Ze ve spektrogramu nebyl pozorovan
signal dokazujici spravnou molekulovou hmotnost konstruktu 1a. Analogické vzorky
z laboratofte Skolitele byly analyzovany tspésné a byla tak prokézéna vazba aminokyselin
a biotinu na konstrukt. Zaroven byla kontrola navazani aminokyseliny a biotinu na
konstruktu 1 nepfimo provedena funkénim experimentem pii separaci na

streptavidinovych magnetickych kulickach (oddil 5.5, str. 52).

5.4.Zaclenéni 7-deaza purinovych nukleotidl do kodujici DNA a odchranéni

postranniho retézce lysinu
Pted vlastnim odchranénim postrannich fetézci aminokyselin u DNA kdédovanych
peptidi musi byt provedena stabilizace DNA znacky proti siln€é kyselym podminkdm
klasického odchranéni (5% (w/v) fenol v TFA), coz je provedeno zaclenénim 7-deaza
purinovych nukleotidi do DNA znacky konstruktu l1a, ¢imz dojde ke vytvofeni
konstruktu 1b. Modifikovéano je jedno vlakno DNA konstruktu 1a tak, ze je nejprve

vytvoien jednofetézcovy zlom (nick). Vytvoieni tohoto zlomu katalyzuje enzym tadici se
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mezi endonukleasy, ,,nicking® endonukleasa®®. Tyto enzymy rozpoznavaji specifickou
sekvenci (Obr. 5.10) na dvoutetézcovém vldkné DNA, ale §tépi pouze na jednom vlakné.
Schématicky je zaclenéni 7-deaza purinovych nukleotidi do kédujici DNA zndzornéno

na Obr. 5.11.

5. . CCTCAGC...3
3. . .GGAGTCG...5

Obrazek 5.10 — Sekvence DNA, kterou rozpoznava ,nicking* endonukleasa Nt.BbvCl, ktera §tépi

fosfodiesterovou vazbu mezi nukleotidy jednoho z vldken®’.

Nicking

endonukleasa

Y—O TGACTCC

Biotin —L-lysin - HDNA OACTGAG
(BOC) O°P< R
1 "OH OrWarK

primer
.‘K Konstrukt 1a

Testovaci oligonukleotid +
Reverse primer

5¢ = 3¢ exonukleasova aktivita + za¢lenéni
7-deaza purinovych nukleotidii

>
.,(—O TGACTCC
Biotin —L-lysin — HDNA OACTGA
(BOC) OspZ
1 OH
(0]

Biotin —L-lysin — HDNA
O~ /OACTGAG

(BOC) S
I:l)\OH
®)

Konstrukt 1b Vldkno DNA srzaélenényn}1 7-deaza
purinovymi nukleotidy

Obrézek 5.11 — Schéma syntézy konstruktu 1b. Nejprve je Stépena fosfodiesterova vazba mezi
nukleotidy ve specifické sekvenci rozpoznané ,,nicking“ endonukleasou (Nt.BbvCI). V misté Stépené
vazby na 5’ = 3’ vlaknu DNA znacky naseda Taq DNA polymerasa a diky 5° = 3’ exonukleasové aktivité
ho odbourava a podle 3°> 5’ templatového vlakna syntetizuje nové vlakno se 7-deaza purinovymi
nukleotidy.

Podminkou pro pouziti 7-deaza purinovych nukleotidl je jejich zaménitelnost se
standardnimi purinovymi nukleotidy. Pii nasledné amplifikaci pomoci PCR je nutné, aby

7-deaza nukleotidy byly substratem pouzité polymerasy>®-’.

49



Po vytvofeni jednotetézcového zlomu a jednokolové PCR se 7-deaza purinovymi
nukleotidy (,,primer extension‘) byla se vzorky konstruktu 1a a konstruktu 1b provedena
agarosova gelova elektroforéza (Obr. 5.12). SniZzena intenzita signalu v draze 2 mtize
znacit zaclenéni 7-deaza purinovych nukleotidi do DNA znacky a tim zhorSenou

schopnost interkalace barviv.

1 2 3
Konstrukt 1b:
Biotin — L-lysin —- HDNA O\‘pf;):c TGAG
500 pb (BOC) Q
400 pb .‘K
300 pb —~—
200 pb ——
Konstrukt 1a:
on ., I/ \Y/\Y/ \Y/ .\ \/\\
) ' OACTGAG

Biotin — L-lysin — HDNA Oep(OH
(BOC) o

Obrazek 5.12 - Vizualizace agarosového gelu — vzorky konstruktd 1a a 1b. V jamkach bylo
naneseno 3 pl délkového standardu, 4 pl vzorkt. Draha 1 délkovy standard; draha 2 konstrukt 1b, draha 3
konstrukt 1a

Konstrukt 1b obsahuje lysin s chranénym postrannim fetézcem, ktery ma e-
aminoskupinu chranénou vazbou BOC skupiny. Pro odstranéni této chranici skupiny se
pouzivaji klasické podminky (5% (w/v) fenol v TFA). Konstrukt 1b byl inkubovan
v téchto podminkdch pro ovéfeni stability kodujici DNA se zaclenénymi 7-deaza
purinovymi nukleotidy. Po inkubaci s odchranovaci smési bylo do zkumavky pipetovano
5 ul sterilni filtrované vody. Obsah byl opakované pipetovan, se snahou veskery obsah
rozpustit. Déle byla s takto pfipravenym templatem provedena amplifikace (PCR 2, 20
cykll) a provedena agarosova gelova elektroforéza. Nedoslo vSak k vymyti obsahu ze
zkumavky, a proto nasledné na gelu nebyl pozorovan signal. Experiment byl nasledné
opakovan s tim rozdilem, Ze po odpareni odchranovaci smési nebyl obsah vymyvan,
nybrz byla provedena amplifikace (PCR 2) v téze zkumavce (Obr. 5.13, str. 51), ktera jiz
vedla k ziskdni PCR produktu.
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Cislo jamky:
7-deaza nukleotidy + . + -

TFA + 5 % fenol + + -
Konstrukt 1a:

- . OACTGAG
Biotin — L-lysin — HDNA ©spZ

e ~ (BOC) &

300 pb sﬁ

200 pb
——
100g0 Konstrukt 1b:
Biotin — L-lysin — HDNA O:p(g:c TEAG
(BOC) ol

\(l

Obrazek 5.13 — Vizualizace agarosového gelu — amplifikace DNA znacky konstruktu 1a nebo
konstruktu 1b po inkubaci (laboratorni teplota, 10 min) v 5% (w/v) fenol v TFA nebo ve sterilni
deionizované vodé. V jamkach byly naneseny 3 pl délkového standardu, 5 pl vzorkt. Draha 1 délkovy
standard; draha 2 konstrukt 1b, draha 3 konstrukt 1a; dradha 4 - konstrukt 1b po inkubaci ve vod¢, draha 5
konstrukt 1a po inkubaci ve vodé

Na Obr. 5.13 je vidét, ze u kodujici DNA konstruktu 1b (draha 2) byla zachovana
muze byt zpusobena tim, Ze mohlo i pfes pfitomnost 7-deaza purinovych nukleotid
v konstruktu 1b k ¢astecné degradaci DNA znacky. Kédujici DNA konstruktu 1a byla
v kyselych podminkéch z vétSiny rozlozena a tak v draze 3 je pozorovan jen velmi slaby
signal. Je tudiz patrné, Ze kddujici DNA byla zaclenénim 7-deaza purinovych nukleotidt
stabilizovdna vici agresivnim podminkach klasického odchranéni. Bylo prokazano, Ze
muzou byt vyuzivany klasické podminky odchranéni postrannich fetézcti aminokyselin,

aniz by byla znemoznéna amplifikace DNA znacky.

Inkubace konstruktu 1b ve vySe zminénych klasickych podminkach odchranéni
byla provadéna pro ziskani konstruktu 1e, jehoz struktura je uvedena na Obr. 5.14. Tento
konstrukt byl po odpaieni smési 5% (w/v) fenol v TFA z plastové mikrozkumavky vymyt
pomoci DMSO. Po purifikaci byl ziskan konstrukt 1¢ pouzivany pro dalsi experimenty.

e} o]
HOLBOn g OO TGACTGW HOLLO- A~ g O ~—0 TGACTCCG
(\/\ﬁ OepOACTEAS (\/\f OACTGAG
“oH

Osp

HN ° LTOH Wl . ?
o:ﬁ\';'lx/\o O —- o:r‘—\\fx/\oz\/o A
H
Konstrukt 1
O)\Liz Konstrukt 1b Oﬂ\k\r\g onstrukt 1c
§ s
i H
HN?fNHH HN?rNHH
o

(o]

Obrézek 5.14 — Schéma odchranéni postranniho fetézce lysinu v konstruktu 1b, ¢imz byl vytvoien
konstrukt 1c
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5.5. Separace konstruktu 1c na streptavidinovych magnetickych kulickach

Na molekule konstruktu 1¢ je vazan biotin, diky kterému mtize dojit k separaci na pevné
fazi vlivem velmi silné, nekovalentni interakce streptavidin-biotin®®. Po plsobeni
magnetického pole se separuje pevna faze a kapalna faze (supernatant). Diky DNA znacce
je mozn¢é kvantifikovat, jaka ¢ast konstruktu 1c¢ se vazala na streptavidinové magnetické

kulicky a jaka cast zistala v roztoku.

Se vzorkem konstruktu 1c¢ byla provedena inkubace se streptavidinovymi
magnetickymi kulickami a po magnetické separaci byla provedena amplifikace (PCR 2,
7 nebo 14 kol) s kapalnou fazi (supernatant 1) nebo se suspenzi streptavidinovych
magnetickych kulicek. Pro zjisténi miry nespecifickych interakci bylo provadéno n€kolik
kol promyvani s magnetickou separaci (supernatanty 2 az 4), nasledné byly kulicky
promyty vétsim mnozstvim pufru (500 pl) a poté opét menSim (50pl; supernatant 5). Po
magnetické separaci byla u kazdého supernatantu provedena purifikace (Monarch® PCR
& DNA Cleanup Kit —navod ,,oligonucleotide cleanup*) supernatanti, aby byly zbaveny
zbytkli EDTA, kter¢ by mohly interferovat s PCR. Se v§emi supernatanty byla provedena
také amplifikace (PCR 2, 7 nebo 14 kol). Vzorky byly po agarosové elektroforéze

vizualizovany na gelu (Obr. 5.15).

Cislo jamky: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Pocet cykli PCR: 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14
)
- S
300 = .
300 pb ﬁEEE
200 pb 200 pb
100 po _— 100 pb —

Obrazek 5.15 - Vizualizace agarosového gelu — amplifikace (PCR 2 se 7 nebo 14 koly) DNA
znacky konstruktu 1¢ po separaci na streptavidinovych magnetickych kulickach. V jamkach byly naneseny
3 pl délkovych standardd, 5 pl vzorkd. Drahy 1, 8 délkovy standard; drahy 2, 3 supernatant 1; drahy 4, 5
supernatant 2; drahy 6, 7 supernatant 3; drahy 9, 10 supernatant 4; drahy 11, 12 supernatant 5; drahy; drahy
13, 14 suspenze streptavidinovych magnetickych kuli¢ek

Z Obr. 5.15 (porovnani drah 3 a 14) je zfejmé, ze vétSina konstruktu 1c byla
efektivné imobilizovéna na streptavidinovych magnetickych kuli¢kach. Tento fakt také

nepiimo potvrzuje efektivitu navazani aminokyseliny a zavedeni biotinu do konstruktu

52



1a. Pfitomnost signalu v supernatantu (draha 3) mtze souviset s degradaci pti kyselych
podminkéch nebo neuplnym zavedenim biotinu do konstruktu 1a. Drahy 5,10,12 nesou
jen mirny signal, coz odpovida nizké miie nespecifické interakce mezi streptavidinovymi

magnetickymi kulickami a konstruktem 1c.

5.6. Sté&peni konstruktu 1c trypsinem

Ditlezitou aplikaci DNA kodovanych knihoven peptidi je jejich kombinace
s proteolytickym Stépenim, jak bylo naznaceno v teoretickém uvodu. Lysin byl do
konstruktu 1c¢ v€lenén proto, aby mohl byt tento konstrukt v zdvérecném experimentu

Stépen pomoci trypsinu.

V experimentu byly pfipraveny dvé reakéni smési. Prvni obsahovala konstrukt 1c
s nedenaturovanym (aktivnim) trypsinem. Druhd obsahovala konstrukt 1c s tepelné
denaturovanym trypsinem. Po inkubaci byla provedena ireverzibilni inhibice trypsinu
pomoci PMSF, aby nedochazelo ke nespecifickému Sté€peni streptavidinu trypsinem,
kter¢ by mohlo ovlivnit vysledek separace. Po inhibici trypsinu byly vzorky
supernatantu 1 purifikovany a prob&hla amplifikace (PCR 2) se 14 cykly. Vzorky byly po

agarosov¢ elektroforéze vizualizovany na gelu (Obr. 5.16).

Aktivai Tepelné
trvsin denaturovany
P trypsin
1 2 3 4 5 _ 6
|
300 pb
200 pb 200 pb —_—
100 pb 100 pb ., —— —
— -

Obrazek 5. 16 Vizualizace agarosového gelu — amplifikace DNA znacky konstruktu 1e pomoci
PCR po inkubaci s trypsinem a separaci na streptavidinovych magnetickych kulickach. V jamkach byly
naneseny 3 ul délkového standardu, 5 pl vzork. Drahy 1, 4 délkovy standard; drdha 2 suspenze
streptavidinovych magnetickych kuli¢ek, draha 3 supernatant 1; drdha 5 suspenze streptavidinovych
magnetickych kulicek; draha 6 supernatant 1

Pro vyhodnoceni experimentu byla proto provedena kvantifikace signalti na
agarosovém gelu (Obr. 5.16) pomoci software (Imagel), (Tab. 5.2, str. 54). Je zfejmé, ze

doslo k zesileni signalu ve frakci ,,supernatant 1* v reakéni smési, ktera obsahovala
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aktivni trypsin oproti reakéni smési, kterd obsahovala tepelné denaturovany trypsin.
Tento experiment naznacuje, ze konstrukt lc je skutecné Stépen trypsinem. Pro
jednoznacné potvrzeni tohoto zavéru bude v budoucnu nutné tento experiment nékolikrat
zopakovat a vhodné by bylo vyuziti multiplikat. Taktéz by bylo vhodné snizit Groven
nenavazané¢ho konstruktu 1e¢ a to zvySenim vytézku navazani biotinu a zefektivnénim
purifikace. Zarovent mize byt prekazkou pro $té€peni stérické branéni biotinu navazaného
bezprostfedné za lysinem. Pro dalsi faze projektu by bylo vhodné vyzkouset experimenty,
v nichz by byl biotin vazan k lysinu pomoci delsi spojky.

Tabulka 5.2 — Pomér signalii po PCR amplifikaci mezi frakci ,,supernatant 1* a ,,streptavidinové

magnetické kulicky* po inkubaci konstruktu 1¢ s aktivnim nebo tepelné denaturovanym trypsinem

Streptavidinové Supernatant 1
magnetické kulicky
Procentudlni zastoupeni v souctu intenzity signalt
Aktivni trypsin 27 % 73 %
Tepelné denaturovany trypsin 50 % 50 %
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6. Diskuze

Diplomové prace se zabyvala moznostmi piipravy syntetickych DNA kdédovanych
knihoven (DEL) peptidii. Motivaci pro vyvinuti takovéto knihovny je moznost jejiho
vyuziti pro objevovani specifickych posttranslacnich modifikaci (Obr. 2.13, str. 26).
Tento zamysleny esej vyuziva §tépeni peptidi nespecifickymi proteasami. Z tohoto
divodu by bylo velmi slozité vyuzit n€kterou ze zndmych ,,display* metod (napf. ,,phage
display*), jelikoz kromé dané knihovny peptidii v téchto konstruktech jsou ostatni slozky
(spojky, kotvici ¢ast atd.) téz peptidové povahy. Pro ptipravu modelového konstruktu byl
vyuzit znamy koncept syntetickych DNA kodovanych knihoven malych molekul®.
Problematickou casti u tohoto konceptu je nekompatibilita knihoven se silné kyselymi
reakénimi podminkami, které jsou nezbytné pro zavérecné odchranéni syntetickych
peptidi. Diivodem této nekompatibility je to, Ze vlivem kyselych podminek dochézi
k depurinaci a tim degradaci DNA. Prvnim cilem této prace bylo piekonani této limitace,

k ¢emuz byly testovany dva pfistupy.

Prvni z ptistupti bylo odchranéni postrannich fetézcli aminokyselin pomoci mirnych
metod. Nejprve byl syntetizovan chranény modelovy tetrapeptid. Bylo testovano
odstépeni chranicich skupin z postrannich fetézcli pomoci mirnych podminek, které by
mohly byt kompatibilni s koddujici DNA. Byly objeveny podminky, pii kterych dochéazelo
k odstépeni chranicich skupin -Bu a BOC. Ostatni skupiny (Pbf, Trt) vSak byly vii¢i
mirnym podminkdm odchranéni rezistentni. Zarovei se tyto podminky prokazaly stale
jako moc agresivni vii¢ci DNA, protoze byla pozorovéna jeji degradace. Z téchto diivodu
bylo od strategie vyvoje mirnych metod odchranéni postrannich fetézcii aminokyselin

upusteéno a bylo pfistoupeno ke druhému z piistupti.

Druhy pfistup se prokazal jako produktivnéjsi pro ptipravu chemickych DEL peptida.
Jednalo se o postsyntetickou stabilizaci DNA znacky zaclenénim 7-deaza purinovych
nukleotiddi, které jak zndmo mohou byt substraty DNA polymerasy”’. Nejprve byla
ovétena moznost amplifikace DNA se zaclenénim 7-deaza purinovych nukleotidi do
nove syntetizované DNA a u takto upravené DNA byla prokazana stabilita v klasickych,
kyselych podminkach odchranéni postrannich fetézcti aminokyselin. Takto byla splnéna
hlavni podminka DNA kodovani a tou je zachovani moznosti amplifikace DNA

v prubehu syntézy.
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Nasledné byl syntetizovan model syntetickych DEL peptida (konstrukt 1a), pfi¢emz
veskeré kroky syntézy byly prokazaly jako kompatibilni s kodujici DNA. Na zéklad¢
prokézané stability DNA se 7-deaza purinovymi nukleotidy v siln¢ kyselém prostiedi
bylo provedeno zaclenéni 7-deaza purinovych nukleotidii do struktury DNA znacky
(konstrukt 1b), aby mohl byt odchranén postranni fetézec aminokyseliny vazané v
konstruktu. Bylo dokazdno, Ze takto upravenda DNA znacka je stabilizovana vici
klasickym podminkdm odchranéni a zaroven muze byt amplifikovana. Vysledny
konstrukt 1¢ byl vyuzit k separaci na streptavidinovych magnetickych kulickach. Pies
pomérné vyrazné pozadi, bylo v zavérecné eseji s trypsinem pozorovano zvyseni
zaddaného signalu, které naznacuje moznou funk¢nost celého ptistupu. Pro dalsi vyvoj
chemickych DEL peptidii bude nutné zvysit vytézky reakci a zlepsit purifikacni kroky.
Vyrazné pozadi interferovalo i s vyhodnocenim experimentu inkubace konstruktu 1c

s trypsinem.

Optimalizace ptipravy chemickych DEL peptidi by mohla vést k vyvoji platformy
pro screening a objevovani posttranslacnich modifikaci. Mohla by byt vytvoiena
kombinatorialni knihovna DNA kodovanych peptidd, ktera by byla nasledné inkubovéana
s riznymi fenotypy (sérum, bunéény lyzat). V téchto fenotypech je pfitomna fada enzymu
zodpovédnych za tvorbu PTM, mnohdy spojenych s patologickymi stavy organismu.
Chemicka DEL peptidl by ptedstavovala zajimavou alternativu ke klasickym metodam
pozorovani PTM (hmotnostni spektrometrie, blotovaci techniky), protoze by umoziovala
pfimocaré srovnani spektra fyziologickych a patologickych PTM. Dalsi mozna aplikace
chemickych DEL peptidl plyne z jejich plné syntetické piipravy, zajistujici mimo jiné 1
kompatibilitu chemickych DEL peptidt s nespecifickymi proteasami. Chemicky mohou
byt zanaSeny modifikace postrannich fetézci DNA kodovanych peptidl s odpovidajici
informaci o konkrétni modifikaci v kodujici DNA. Nasledné¢ mize byt pozorovano, jak

konkrétni zména postranniho fetézce ovlivnila schopnost proteasy stépit dany peptid.
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7. Zavér

V této praci byly ovéfeny moznosti chemické piipravy konjugéati DNA s peptidy. Byla
vyvinuta metoda pro ptekonani limitace siln€ kyselého prostiedi odchranéni pii syntéze
peptidu, ktera je obecné nekompatibilni s DNA. Do molekuly DNA byly zavedeny 7-
deaza purinové nukleotidy, které stabilizovaly DNA v téchto silné€ kyselych podminkach.
Tento pfistup byl vyuzit pro syntézu modelového konstruktu 1e, ktery obsahuje kodujici
DNA konjugovanou s dipeptidem lysin—biotin. Nasledny experiment naznacil, ze Stépeni
peptidové Casti konstruktu muze byt detekovano promoci PCR amplifikace kodujici
DNA. Tato prace by v budoucnu mohla byt vyuzita pro syntézu DNA kodovanych

knihoven peptidi a jejich naslednému pouziti pfi studiu posttranslacnich modifikaci.
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