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Kapitola 1
Uvod

1.1 Senzory s povrchovymi plasmony

Optické senzory zaloZené na excitaci povrchovych plasmont (Surface Plasmon Resonance —
SPR) patfi do skupiny refraktometrickych senzort, ktera méri zmény indexu lomu v poli evane-
scentni elektromagnetické viny. SPR senzory umoznuji studovat biomolekularni interakce v re-
alném case s vysokou citlivosti a pritom bez nutnosti studované molekuly znacit a tudiz nabizeji
Siroké vyuziti v mnoha biochemickych a biofyzikalnich oblastech (Buckle et al. 1996; Cooper
2002; Heller 2002). Na rozdil od jinych druhii senzord, které pracuji na principu elektrochemic-
kych (Mikkelsen 1995), nebo piezoelektrickych jevi (Babacan et al. 2000), se optické biosen-
zory vyznacuji vysokou citlivosti a odolnosti vii¢i vn€jsimu elektrickému a magnetickému poli.
Senzory s povrchovymi plasmony od svého vzniku zaznamenaly vyznamny rozvoj v rozliSeni,
citlivosti, fluidice, imobiliza¢nich metodach i analyze dat (Nenninger et al. 2002; Homola and Pi-
liarik 2006). V souc¢asné dobé tak predstavuji nejpouzivanéjsi bezznackové biosenzory. Jsou ko-
merc¢né dostupné a nabizi Sirokou paletu provedeni — od maticovych SPR senzorti po prenosné
SPR senzory pripravené pro pouziti v terénu a optimalizované pro konkrétni aplikaci. Diky tomu
jsou SPR biosenzory idealnimi kandidaty pro studium interakci nukleovych kyselin, jako je stu-
dium hybridizace oligonukleotidti (Knoll et al. 1997) a interakci oligonukleotid-protein.
Senzory s povrchovymi plasmony jsou zaloZené na méreni zmeén vlastnosti optické viny,
ktera je excitovana na rozhrani kovu a dielektrika. Tato vlna reprezentuje specialni mdd osci-
laci vodivostnich elektronti a elektromagnetického pole — povrchovy plasmon-polariton (sur-
face plasmon polariton — SPP), ktery je veden podél povrchu tenké vrstvy kovu. V pripadé SPR
senzorl je nejéasteji pouzivanym kovem zlato. Intenzita elektromagnetického pole SPP klesa
exponencialné od povrchu kovu do priléhajiciho média. Vazba analytu na biomolekularni rozpo-
znavaci elementy na povrchu zplisobi zménu indexu lomu média a tim i zménu konstanty §ireni
SPP. Podle konkrétniho parametru, ktery monitoruje zménu konstanty Sifeni, jsou SPR senzory
klasifikovany jako senzory s modulaci thlu, intenzity, vinové délky nebo polarizace (Homola and
Piliarik 2006).
Jedna z uspéSnych strategii excitace povrchového plasmonu je zaloZena na utlumeném uplném

odrazu (Attenuated Total Reflection — ATR) ve vazebném hranolu (obr. 1). V SPR senzorech
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s modulaci vinové délky vstupuje svazek polychromatického svétla pod fixnim thlem na kovovy
film a zde excituje povrchovy plasmon. Konstantu Siteni povrchového plasmonu je pak mozné
urcit z méfeni intenzity odrazeného svétla na rdznych vinovych délkach a nalezeni vinové délky
svétla, které se nejvice navazuje do povrchového plasmonu (mdd, ve kterém dochazi k nejvét-

$imu zeslabeni tiplného odrazu).

Vazebny
hranol

n,=132 n =135

N

Kovova vrstva '

Vzorek

Intenzita odrazeného svétla

VInova délka

Obr. 1: Excitace povrchového plasmonu pomoci optického hranolu. Svétlo na vrstvu kovu dopada
pod Uhlem Q, ktery je vétsi nez mezni Uhel [vlevo].
Intenzita odrazeného svétla jako funkce vinové délky pro svételnou vinu vstupujici pod fixnim thlem

(krivky pro dva rQizné vzorky s rGznymi indexy lomu) [vpravo].

Posun rezonanéni vinové délky je umérny zméen€ indexu lomu na povrchu senzoru. Typicka ode-
zva SPR senzoru na vazbu analytu, ktery zobrazuje zavislost posunu rezonancni vinové délky
v anometrech na ¢ase. Méreni se typicky sklada z tii fazi: (1) inkubace povrchu senzoru v pufru,
dokud neni dosaZeno stabilni odezvy (obr. 2, faze 1), (2) povrch senzoru je v kontaktu s rozto-
kem analytu — je mozné pozorovat tvorbu komplexu mezi analytem a imobilizovanym biomole-
kularnim receptorem (obr. 2, faze 2), (3) inkubace povrchu senzoru ve stejném pufru, jako pred
vpusténim analytu (obr. 2, faze 3). Pokud dochdazi k disociaci komplext, projevi se to ve 3. fazi
poklesem odezvy. Mnozstvi navdzaného analytu se obvykle urcuje jako rozdil v odezvé senzoru
ve tfeti fazi a trovné pied vpusténim analytu, kdy je povrch v kontaktu se stejnym pufrem.

Pro experimenty uvedené v této diplomové praci byl pouzivan ¢tyikanalovy SPR senzor za-
loZeny na modulaci vinové délky (Koubova et al. 2001). Tento senzor byl vyvinut na Oddéleni

optickych senzorti na Ustavu fotoniky a elektroniky Akademie véd Ceské republiky.
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Obr. 2: Typickd odezva senzoru na vazbu analytu na funkcionalizovany povrch senzoru v redlném
Case. V prvni fazi je povrch senzoru v kontaktu s pufrem (1), pak je vpustén roztok analytu a je po-
zorovana tvorba molekularniho komplexu (2). Ve treti fazi (3) je povrch inkubovan ve stejném pufru
jako ve fazi 1. Potencialné muZe byt pozorovana disociace a po jejim skonceni je mozné urcit mnozstvi

pevné navazaného analytu.

1.2 Imobilizaéni metody

V SPR biosenzorech je jedna interagujici molekula (biomolekularni rozpoznavaci element) imo-
bilizovana na pevny povrch a druha je pritomna v kapalném vzorku, ktery je v pfimém kontaktu
s povrchem senzoru. Jako biomolekularni rozpoznavaci elementy — receptory — se pouzivaji
razné typy biomolekul: protilatky (Hock 1997), peptidy (Wegner et al. 2002), oligonukleotidy
(Jayasena 1999) nebo polymery (Ansell et al. 1996). Receptory jsou vedle optického prevodniku
hlavni ¢asti SPR biosenzoru. Jejich imobilizace je zdkladnim krokem pro pripravu konkrétniho
biosenzoru, protoze vyznamne¢ ovliviiuje jeho kone¢nou citlivost. Na imobiliza¢ni metodu jsou
proto kladeny zna¢né naroky: musi zajistovat dostate¢nou hustotu receptort, zachovat jejich bi-
ologickou aktivitu a zaroven zamezit nespecifickym vazbam molekul na povrch senzoru.

Prvni SPR senzory pro (bio)analytické ticely pouzivaly hlavné jednoduchou fyzikalni adsorpci
proteinti na kovové SPR povrchy (Liedberg et al. 1995). Mnoho proteind a jinych molekul mé ale

liza¢ni techniky s lépe definovanymi vlastnostmi. Dne$ni imobiliza¢ni metody obecné vyuzivaji
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fyzikalne-chemické interakce, jako jsou chemisorpce (Nuzzo and Allara 1983), kovalentnivazba
(Johnsson et al. 1991; Oshannessy et al. 1992), hydrofobni a elektrostatické interakce (Koubova
et al. 2001) a vysokoafinitni biomolekularni interakce (napf. vazba streptavidin - biotin (Busse
et al. 2002; Tombelli et al. 2002), proteiny A a G (Anderson et al. 1997), nebo komplementarni
oligonukleotidy (Ladd et al. 2004).

Receptory je mozné navazat na povrchu senzoru v ploSe, nebo do trojdimenzionalni sité.
Ta nabizi vét§$i mnoZstvi vazebnych mist a lépe zachovava vlastnosti imobilizovanych molekul
pfi dlouhodobém skladovani. Nejcasteji pouzivanou metodou tohoto typu je imobilizace na kar-
boxymethylovou dextranovou sit (Lofas et al. 1995). Pro dvojdimenzionalni imobilizaci se ¢asto
pouZiva imobilizace na samousporadanou monovrstvu (Self-assembled monolayer — SAM)
alkanthiol@ (Knoll et al. 1997). Pro dosazZeni pozadované hustoty receptord a zaroven snizeni
mnozstvi nespecifickych vazeb se pouZivaji smési alkanthiol s dlouhym retézcem (n=12 a vice)
zakoncenych funkéni skupinou pro navazani biomolekularniho rozpoznavaciho elementu
a kratsich alkanthiolt zakon¢enych n€kolika skupinami ethylenglycolu, které zvysuji specificitu
povrchu (Jung et al. 2000; Nelson et al. 2001).

Nejcast€ji pouzivanymi receptory jsou proteiny a metody jejich imobilizace byly shrnuty
v nékolika publikacich (Homola 2008). Pro imobilizaci oligonukleotidi (ON) na zlaty povrch
senzoru existuje nekolik zptsobl: (1) vytvoreni usporadané vrstvy thiolem zakon¢enych ON
(Bamdad 1998; Peterson et al. 2001) nebo (2) navazani biotinylovanych ON na streptavidino-
vou vrstvu pomoci nekovalentni vysokoafinitni vazby (Niemeyer et al. 1998; Nelson et al. 2001).
Nevyhoda prvniho pristupu je ndrocna modifikace oligonukleotidu, ktera limituje jeho délku
(Bamdad 1998). Dalsi porovnani imobiliza¢nich metod uvadi napt. Tombelli (Tombelli et al.
2002).

V této praci byla pouzita metoda imobilizace oligonukleotidli pres streptavidinovou mezi-
vrstvu upevnénou na alkanthiolovou monovrstvu. V komer¢nich a nejrozsifenéjSich SPR sen-
zorech soucasnosti (BIAcore) je streptavidinovy povrch pripravovan pomoci imobiliza¢niho
postupu zaloZeného na jeho kovalentnim prichyceni na karboxymethyl dextranovou sit (Oshan-
nessy et al. 1992; Lofas et al. 1995). Tato metoda je ale velmi pracné, pokud se zac¢ina od Gpravy
Cistého zlata, a mimo jiné je také mén€ vhodn4 pro kinetické studie, nebot je nutné zapocitavat
difazi studované molekuly hydrogelovou siti (Goldstein et al. 1999; Witz 1999; Sikavitsas et al.
2002).



1.3 Kineticka analyza biomolekularnich interakci

Znalost termodynamickych parametri biomolekularnich interakei je dalezitd pro mnoho vy-
zkumnych a pramyslovych odvétvi — napf. pro vyvoj lékd, funkéni proteinovou analyzu a obecné
vsude, kde je provadéna syntéza a purifikace biomolekul. Jednou ze zakladnich charakteristik
téchto interakci je kinetika asocia¢nich a disocia¢nich procest, kterd umoznuje ziskat vyznamné
informace o interagujicich molekulach. SPR biosenzory jsou unikatni technologii, ktera umoz-
nuje tyto reakeni kinetiky sledovat v redlném case.

SPR senzory méfi ¢asovy priabeh relativni zmény hmoty v tésné blizkosti povrchu senzoru.
Pro kvantitativni analyzu namérenych dat je ale ¢asto potieba kromé reakéniho modelu bimole-
kularni interakce také uvazovat a popsat adekvatnim matematickym modelem i konkrétni hyd-
rodynamické podminky experimentu.

V typické reakci na SPR senzoru je studovana interakce mezi molekulou navazanou na po-
vrch senzoru (receptorem) a zkoumanou molekulou v roztoku (analytem). Interakce analytu

areceptoru (A a R) muliZe byt vyjadiena interakénim schématem:
ka
A+ R (}c—:» AR (1)
d

kde k resp. k,je asociaCni resp. disociac¢ni konstanta, ktera charakterizuje danou reakci a je ne-
zavisla na ¢ase a koncentraci analytu.

Rovnice (1) znazornuje dva zaroven probihajici procesy: asociaci, kdy A a R vytvori imo-
bilizovany komplex AR, a disociaci, kdy se komplex AR rozdéli na dve€ samostatné ¢asti A a R.
Pro asociaci je nezbytné, aby vzdalenost mezi A a R byla mensi, nez je kriticky polomér. Predpo-
klada se také, Ze pravdépodobnost vytvoreni komplexu je pro vSechny molekuly stejna. Tim se
zanedbava vliv orientace molekul a rychlosti jejich translace a rotace.

Zakladem matematického modelu je kineticka rovnice, ktera popisuje, jak zavisi koncent-
race vytvorenych/disociovanych komplext na momentalni koncentraci volného analytu a vol-
nych/vazanych receptort. Za predpokladu, zZe je koncentrace analytu udrzZovana na konstantni
urovni (neustalym dopliovanim pomoci konstantniho pritoku, nebo pouzitim dostate¢né velké
koncentrace analytu), popisuje reakci kineticka rovnice pseudo-prvniho radu, ktera vychazi

z Langmuirova modelu pro reakci 1. fadu probihajici voln€ v roztoku:

d
7? =k, (B~7)-k,y 2)



kde y je povrchova koncentrace utvoienych komplexd vytvorena za jednotku ¢asu, a, je koncen-
trace analytu a 3 je povrchova koncentrace receptort. —y je tak mnozstvi volnych, nenavaza-
nych receptord. i yjsou shodn€ vyjadreny v lokalni hustot¢.

Kinetika pseudo-prvniho fadu je typicka pro SPR senzory, které pouzivaji prato¢né komory.
Koncentrace analytu tak miZe byt na za¢atku skokove zvySena na koncentraci a,, a v zapéti sko-
kove sniZzena na nulu (Ward and Winzor 2000). Po skokovém zvySeni koncentrace analytu dojde
po dostatecné dlouhé dobé k praktickému vyrovnani asocia¢niho a disocia¢niho procesu — k vy-
tvoreni dynamické rovnovahy. Mize byt tak uréena rovnovazna konstanta (Oshannessy et al.
1993):

k
K=o Ta
kq aﬂ(ﬁ_yﬂ?) e

Vyhodou rovnovaznych méreni je to, Ze na rozdil od ostatnich ¢asti odezvy senzoru nezavisi
na transportnich jevech (viz nize).

V realnych molekularnich systémech mohou byt procesy probihajici v aktivni molekulové
vrstvé mnohem komplikovanéjsi. Odezva senzoru je potom superpozici nékolika paralelnich

nebo naslednych reakci. Pro dosazeni dostate¢né presnosti kinetickych rychlostnich konstant je

vvvvvv

1.3.1 Transportni jevy

Prestoze odpovidajici kineticky model je v idealnim pripadé dostacujici pro uplny popis odezvy
SPR biosenzoru, v redlném piipadé je nutné zapocitat i aktualni hydrodynamické podminky.
V biosenzorech s prato¢nou komorou je transport volného analytu z roztoku k povrchu senzoru
vzdy ovlivnén a omezen diftizi. Pomaly transport analytu zptsobuje béhem asociace pokles jeho
povrchové koncentrace (volny analyt je spotfebovavan na tvorbu komplexu s receptorem), a na-
rust jeho koncentrace béhem disociace, kdy je naopak produkovan rozpadem komplext. V obou
pripadech vyusti ve zpomaleni reakce.

Vzhledem k typickym rozmériim prato¢né komirky a rychlosti priitoku je mozné proudéni
uvniti komory povazovat za laminarni. Za predpokladu, Ze se aktivni plocha senzoru nachéazi
v dostate¢né vzdalenosti od vstupu a vystupu, je mozné predpokladat, Ze profil laminarniho
proudéni je dostate¢né vyvinuty a konstantni podél celé aktivni zony senzoru. Je vhodné si uvnitf
prato¢né komirky zavést souradny systém, kdy osa x je rovnobézna se smérem pritoku, y se

smérem vysky a z lezi ve sméru Sirky komory. Ziskame pak parcialni diferencialni rovnici, jejimz
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feSenim muzeme urcit rozloZeni koncentrace analytu v prato¢né komurce. V centralni ¢asti ver-
tikalniho profilu pomérné rychle dochazi k dosazeni vstupni koncentrace analytu «,, v blizkém
okoli stén komurky ale koncentrace zlstava nulova. Transport analytu jen pomoci laminarniho
proudéni je tak velmi neefektivni.

V blizkosti povrchu proto hraje vyznamnou roli transla¢ni diftize analytu. Umérnost mezi
koncentrac¢nim gradientem a velikosti diftize je popsana Fickovym zakonem. Konstanta amér-
nosti D se nazyva difuzni koeficient, ktery zaroven urcuje miru chaotického pohybu molekul

v roztoku. Pokud je zapocitano proudéni i transla¢ni diftize, ziskame transportni rovnici:

aa(x,y,r) _ D[a3a(x,y,t) . a3af(x,y,t)J_4v y[l_ yjﬁa'(x,y,f) (4)
MmAax h

ot ox’ o’ h ox

kde h je vySka komoryav_ je maximalni rychlost ve stfedu pratocné komory.

1.3.2 Uplny model

Uplny model kinetik reakci probihajicich na povrchu senzoru se zapo¢tenim transportnich jevii
vyZaduje reSeni parcialni diferencialni rovnice (4) spojené s vhodnymi kinetickymi rovnicemi.
Rovnice (4) mizZe byt vyfeSena jen numericky. Enormni ¢asova naro¢nost téchto vypoctl zne-
moznuje pouziti aplného modelu k rutinnimu fitovani experimentalnich dat. Mnohem castéji
se proto pouZziva pro ovérovani spravnosti reak¢nich konstant v porovnani s experimentalnimi
daty a platnosti jednodus$sich modelti. Jednodussi modely transportu hmoty byvaji také soucasti

komer¢né dostupnych programt pro analyzu dat (Edwards et al. 1999).

1.4 Interakce nukleovych kyselin

Geneticka informace, ktera je nezbytna pro reprodukci a vyvoj organismu, je uloZena v sekvenci
bazi deoxyribonukleovych kyselin (DNA). Do dal$ich buné¢nych generaci je prenasena proce-
sem replikace. Pri expresi genetické informace dochazi v prvnim kroku k transkripci tisekt DNA
do ribonukleové kyseliny (RNA), ktera je dale upravovana a nasledné piepisovana do proteint
(obr. 3).

Polymery nukleovych kyselin jsou tvoreny cukr-fosfatovou kostrou a heterocyklickymi ba-
zemi, které jsou navazany na cukernou ¢ast (riboza resp. 2’-deoxyribdza pro RNA resp. DNA)
pomoci N-glykosidické vazby. V DNA jsou pritomny prevazné 4 druhy bazi: Adenin (A), Thimin

(T), Guanin (G) a Cytosin (C). Pro uchovavani a pienos genetické informace je velmi dilezité
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Transkripce

m-RNA
-

3

AGCUGACCUAGCGGACAA

Translace

Obr. 3: Schéma procesu exprese gend v Zivé burice.

specifické parovani bazi. V roce 1953 James Watson a Francis Crick (Watson and Crick 1953)
objevili, Ze adenin vytvari par pouze s thyminem (pomoci dvou vodikovych vazeb) a guanin se
pomoci ti vodikovych vazeb paruje pouze s cytosinem (obr. 4). K tvorbé duplexti mezi retézci
nukleovych kyselin s komplementarnimi sekvencemi bazi dochézi i samovolné v roztoku bez pt-
sobeni prislusnych enzymi. Tento proces se nazyva hybridizace.

Krom¢ Watsonova-Crickova parovani, které najdeme v duplexech nukleovych kyselin, se
ve vicevlaknovych komplexech vyskytuji i jiné typy mezibazovych interakci. Prikladem je Ho-
ogsteenovo parovani, které se vyskytuje v triplexech nukleovych kyselin. Predpoklada se, Ze tri-
plexy maji regulac¢ni funkci pti transkripci gent. Tvori se témér vyhradné mezi homopurinovymi
a homopyrimidinovymi vlakny a mohou mit paralelni, nebo antiparalelni strukturu v zavislosti
na sloZeni a orientaci tietiho vlakna (Praseuth et al. 1999). Tvorba triplexd zavisi na teploté, pH,
koncentraci kationtd a dal$ich faktorech (Mills et al. 1999; James et al. 2003).

Krome¢ stabilnich kanonickych Watson-Crickovych bazovych part (A-T a G-C) existuje dal-
Sich osm moznych dvojic téchto 4 bazi, které tvori komplexy rizné stability a struktury: A-A, A-C,
C.C, CT, GG, G-A, G-T, T-T, tzv. nekomplementarni pary neboli mismatche. V DNA parovani
mohou vzniknout chybou pfi replikaci, pfi tvorbé heteroduplexu pfi homologni rekombinaci,

spontanni deaminaci, nebo pisobenim mutagennich chemikalii a ionizujiciho zareni. Také se

10



objevuji v sekundarnich strukturach u jednovlaknovych DNA virti. Pro mnoho biomolekular-
nich technik, jako je PCR, genova diagnostika a vyvoj antisensnich 1€kd, je nezbytna schopnost

rozliSit hybridizaci plné komplementarnich ON a ON s mismatchi.

Obr. 4: Kanonické Watson-Crick parovani bazi.

Vodikové vazby mezi bazemi hraji pro funkci nukleovych kyselin (NA) vyznamnou roli, nejsou
ale hlavnim stabilizujicim faktorem jejich trojdimenzionalni struktury. Struktura komplexid NA
je stabilizovana hlavné€ pomoci ,,stacking® interakce a pomoci iontovych a hydrofobnich inter-
akei s okolnim vodnym prostfedim. Geometrie NA v roztoku tak neni rigidni, ale byva ovliviio-
vana mnoha faktory, jako je bazové slozeni, koncentrace NA, délka vlakna, teplota, iontova sila
prostiedi atd. Obecné¢ rozliSujeme nékolik zakladnich kanonickych forem duplexti nukleovych
kyselin: nej¢astejsi je pravotociva B-forma pro DNA a A-forma pro RNA (obr. 5).

Za urcitych podminek organizovana struktura upln€ vymizi a dochazi k denaturaci nukle-
ovych kyselin. Komplexy NA mohou byt rozruSeny napriklad rostouci teplotou az k uplnému
osamostatnéni jednotlivych vlaken. Tento proces vykazuje prvky fazového prechodu, proto se
Casto oznacuje jako ,,tani“ komplexi NA. Teplota tani (T ) komplex je definovana jako teplota,
pfi které byla rozrusena polovina komplexi a je pouzivana jako jednoduchy parametr pro cha-

rakterizaci stability NA.
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B-forma Z-forma

Obr. 5: Zakladni kanonické formy duplexu nukleovych kyselin.

1.4.1 Hybridizace nukleovych kyselin

Hybridizace NA se v souc¢asné dob¢ rutinné pouZiva v mnoha technologiich molekularni biolo-
gie, jako je napriklad polymerazova retézova reakce (PCR) nebo blotovaci techniky. Tyto metody
siln€ zavisi na citlivé a specifické detekci hybridizace mezi kratkymi syntetickymi oligonukleo-
tidy (ON) a cilovymi sekvencemi. Pomoci béZnych piistroj, které tyto techniky vyuzivaji, se da
detekovat jen kone¢ny produkt, neni ale mozné pomoci nich sledovat samotny proces hybridi-
zace. VétSina téchto technik navic kromé ¢teciho systému vyZaduje fluorescen¢ni, nebo radio-
aktivni znacky, coz zvySuje ¢asové i cenové naroky téchto metod. Nékteré znacky mohou navic
ovliviiovat vlastnosti zkoumané latky a tim vést k méné spravnym, nebo Gplné¢ Spatnym vysled-
kam. Pro dal$i vyvoj je detailni znalost mechanismu hybridizace nezbytn4, stale se proto hledaji
citlivé metody detekce v realném case, které by umoznovaly sledovani hybridizace bez nutnosti

studované molekuly jakkoliv znacit.

1.5 Antisensni terapie

VétSina dnes pouzivanych 1éka je zaloZena na naruSeni funkce konkrétniho proteinu.Vyvoj tako-
vého léku je zpravidla velmi ¢asoveé i ekonomicky naro¢ny, protoze vyzaduje proskenovani Siroké
palety potencionalnich terapeutik. Narozdil od béznych 1€kt nabizeji antisensni oligonukleotidy

cestu, jak velmi rychle, u¢inné a predvidatelné ovliviiovat genovou expresi. Predstavuji tak slib-
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nou technologii pro 1é¢bu rakoviny, virovych onemocnéni, kardiovaskularnich, hematologic-

kych a dédi¢nych chorob (Agrawal et al. 1997; Crooke 1999; Yuen and Sikic 2000).

Nucleus

N\ /O ADEN X o
/ »\L&/ {ub/ u‘.u/ S [

J\/ N FE S
xf‘ \ ﬂﬁ\ k

mMANA Exon 1] Exon 2[Exon 3 ABAS

ranslation

c d Cytoplasm
Inhibit transiation RNasa H
mANA I TTE o 1]Exon 2] Exon 3 [‘ AARA
csRNase/ANAI
m-—w

Obr. 6: Mechanismus plsobeni antisensnich oligonukleotid(i (zelené). Mezi né patfi: inhibice tran-

skripce (a), ihibice sestfihani, syntézy ¢epicky nebo polyadenylace (b), inhibice translace (c). Duplex

antisensni oligonukleotid-RNA pak slouzi jako substrat pro enzym RNasu (Cervena barva, (b), (d)),

ktera hydrolizuje DNA-RNA, resp. RNA-RNA vldkno a sniZuje koncentraci mRNA cilového genu. Pre-
vzato z (Gleave and Monia 2005).

Antisensni oligonukleotidy jsou kratka vlakna DNA, RNA nebo jejich analogt, ktera hybridizuji
s cilovou mRNA sekvenci pomoci Watsonova-Crickova parovani. Mohou tak zamezit transportu
mRNA, posttranskripénim Gpravam (sestiihani), nebo translaci mRNA do proteinu (viz obr. 6).
Specificita této metody vychaziz faktu, Ze se urcitd sekvence, které je delsinez 13 (RNA), resp. 17
(DNA) nukleotidd, v lidském genomu vyskytuje v priméeru pouze jednou.

Diky intenzivnimu vyzkumu v poslednich letech se podaftilo definovat nutné vlastnosti, které
musi splnovat u¢inny antisensni ON. Tyto vlastnosti zahrnuji stabilitu proti nukleasam, vysokou
prostupnost do bunék, velkou afinitu a specificitu k mRNA a schopnost aktivovat RNAsu H (Za-
maratski et al. 2001).

Prirodni fosfodiesterové ON jsou v burice velmi rychle hydrolyzovany nukleasami, proto je
nezbytné nutné strukturu ON modifikovat. Z velkého mnozstvi moznosti se pravé modifikace
nukleotidové spojky ukazaly jako nejvice i¢inné (Uhlmann and Peyman 1990). Prvni generace
antisensnich oligonukleotid(i — fosforothioatové oligomery (Freier and Altmann 1997; Furrer

et al. 1999) — Gispésné prosla klinickymi testy a prakticky se uz pouzivé (Galderisi et al. 1999).
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V porovnani s prirodnimi ON ale vykazuje niz$i specificitu (Stein and Cheng 1993; Stein 1996).
V soucasné dobé probihaji klinické testy modifikovanych ON druhé a treti generace, které se
skladaji z 2’-O-methyl a fosforothioatové modifikace (Agrawal et al. 1997).

Vyvoj, ktery chemie a molekularni biologie v poslednich letech zaznamenala, umoznil po-
lozit zaklady vyvoje antisensnich 1€kt a zlepSit jejich vlastnosti z hlediska stability, selektivity
a specificity plisobeni v organismu. Stale se ale hledaji nové antisensni oligonukleotidy, které by

byly optimalni pro Siroké klinické vyuZiti.

1.5.1 Ribonukleasa H

Nekteré modifikace ON vykazovaly vysokou odolnost vii¢i nukleasam, ale nedokazaly aktivovat
ribonukleasu H. Schopnost mobilizovat RNasu H se zda byt pro spravnou funkci modifikovaného
ON Kklicova.

RNasa H je enzym pritomny v mnoha organismech i u n¢kterych virti (kde je soucasti re-
verzni transkriptasy), ktery hydrolyzuje RNA vlakno v hybridnim duplexu RNA/DNA. Vytvari
kratké oligonukleotidy se skupinou na 5’-konci a hydroxidovou na 3’- konci. Vysledny produkt
postrada polyadenylacina 3’-konci a cepi¢ku na 5’-konci a je proto degradovan bunéénymi3’ a5’
exonukleasami.

Nezbytnymi kofaktory jsou pro RNasu H dvojmocné ionty (Mg*', resp. Mn?"), které se vazi
na substrat a koordinuji zaporné nabité aktivni misto proteinu (Krakowiak et al. 2002). Model
principu katalyzy RNasy H zahrnuje vazbu 2 kovovych iontl (Steitz and Steitz 1993), jejichz
pritomnost a presné umisténi je pro funkci RNasy nezbytné (Nowotny et al. 2005). Ve velkych
koncentracich Mg?" muze dojit k navazani tfetiho iontu do aktivniho mista a tim k utlumeni ak-
tivity RNasy H (Oda et al. 1993).

Hybridni DNA/RNA duplex se podle krystalografickych studii (Kopka et al. 2003) podobné
jako dsRNA vyskytuje v A formé. V komplexu s RNasou je ale DNA vldkno duplexu v B formé
s 2’-endo a 1’-exo konformaci rib6zy. RNA vlakno zaujima A formu a jeho cukry jsou v 3’-endo
konformaci. RNasy pravdépodobné vyhledavaji hybrid RNA/DNA, ktery stabilizuji ve smi-
Sené A/B formé. Tim jej rozliSuji od ve vyhradné A forme se vyskytujici dSRNA (Nowotny et al.
2005).

Nejvice prozkoumany enzym z této rodiny je RNasa H1 z Escherichia Coli (Katayanagi et
al. 1990). Rentgenova stukturni analyza ukéazala (Nowotny et al. 2005), Ze ma podobnou struk-
turni topologii, jako doména HIV-1 reversni transkriptazy (Davies et al. 1991). Vyjimkou je jed-

noduchy vy¢nélek zajistujici vazbu substratu, ktery se nachazi jen u E. Coli (Haruki et al. 1997).
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U reverzni transkriptazy jeho funkci pravdépodobné zastupuje RNA/DNA véazajici doména —

RDHD (RNA/DNA Hybrid binding Domain).

Obr. 7: Struktura RNasy H Escherichia Coli. Sipkou je oznacen vyénélek zajistujici vazbu hybridniho

RNA-DNA duplexu.

V soucasnosti pouzivané testy pro studium aktivity RNasy H vyZaduji znac¢ené substraty. Mezi
nejcastejsi znaceni patii RNA s H? znackou (Kanaya et al. 1991), které jsou pripravovany tran-
skripci in vitro. Jiné formaty jsou zalozené na syntetickych RNA ON oznacenych **P (Kanaya
2001), dioxigeninem (Rychetsky et al. 1996), nebo fluorescené¢nim barvivem (Anderson et al.
1997; Rizzo et al. 2002; Parniak et al. 2003). VétSina z vySe popsanych metod navic neumoznuje
sledovat interakci RNasy H v realném case. SPR senzory proto predstavuji idealni techniku pro

studium RNasy H (Haruki et al. 1997).
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Kapitola 2
Cile

Téma diplomové prace je tzce spojeno s intenzivni spolupraci mezi Oddélenim fyziky biomo-
lekul Fyzikalniho tstavu Univerzity Karlovy a Oddéleni optickych senzorid v Ustavu fotoniky
a elektroniky Akademie véd Ceské Republiky. Cilem prace bylo vyvinout, piipadné optimalizo-
vat postupy studia vyznamnych bimolekularnich interakci oligonukleotid-oligonukleotid a oli-
gonukleotid-protein pomoci biosenzord na bazi rezonance povrchovych plasmond, které byly
vyvinuté a jsou provozované v Ustavu fotoniky a elektroniky.

Prace byla konkrétné zaméfena na typy interakci, které jsou klicové pro vyuZivani SPR bio-
senzoru pro testovani vhodnosti novych modifikovanych oligonukleotidi z hlediska jejich mozné
aplikace v antisensni terapii, tedy na hybridizaci s plné i ¢aste¢n€ komplementarni sekvenci nuk-
leové kyseliny a na interakci s RNasou H.

Pokud jde o hybridizaéni experimenty, byla v dobé zadani diplomové prace jiz k dispozici ove-
fena assay pro sledovani hybridizace s plné komplementarni sekvenci. Cilem prace v této oblasti
bylo proto predev§im podrobné zmapovani vlivu prostredi pouZitého roztoku oligonukleotidd,
predevsim vlivu pufru a kombinace raznych koncentraci sodnych a hore¢natych iontd. Dal§im
ukolem byl navrh sekvence pro sledovani specificity parovani pomoci rozdili v hybridizaci vici
plné a ¢aste¢né komplementarnim sekvencim a zjiSténi moznosti optimalizace specificity vazby
na komplementarni sekvenci volbou vhodné kombinace koncentraci sodnych a horecnatych
kationta.

V oblasti interakce oligonukleotidu (hybridniho duplexu) s RNasou H byly pred zahajenim
diplomové prace provedeny jen prvni testovaci méreni, pri kterych vSak nebylo mozné sledovat
Stépici c¢inek RNasy H v redlném case. Cilem proto bylo pokusit se vyvinout a optimalizovat
reakeni assay, kterd by umoznila sledovat u¢inky RNasy H v redlném case.

Zaroven mel byt pri praci sledovan i dalsi metodicky cil, a to nalezeni a ovéfeni vhodného po-
stupu umoznujiciho ziskavat z tvaru SPR senzorgramu odhady velikosti kinetickych konstant,
které by nebyly zatiZené chybou zptisobenou omezenym transportem analytu v blizkosti povrchu

senzoru.
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Kapitola 3

Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Pro funkcionalizaci SPR ¢ip{i, imobilizaci potfebnych typt oligonukleotidii a realizaci méteni
interakci byly pouzity nasledujici latky: Alkanthiloly s delsim uhlovodikovym fetézcem (C, -mer-
captohexadecanoic acid) a Streptavidin ze Streptomycea Avidinii byly porizeny od firmy Sigma
Aldrich, USA. Alkanthiloly s krat$im uhlovodikovym fetézcem zakoncené di(ethylen glycol)ovou
skupinou pochazeji z Prochimia, Polsko. N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(N-succinimidyl)uronium
tetrafluoroborat (TSTU) (Cisty, =98 %) byl porizen od Sigma Aldrich, USA. Absolutni ethanol je
z firmy MERCK, Ceska Republika. Bezvodé N, N-dimethylformamide (DMF) (=98%), N-hyd-
roxysuccinimide (NHS) a N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride
(EDC) pochazi od firmy Sigma Aldrich, USA.

Biotinované oligonukleotidy (23mery, ¢isténé HPLC) o sekvenci biotin-(TEG),-5’-d(CAG
TGT GGA AAA TCT CTA GCA GT)-3’ (oznaceni BdO,,), biotin-(TEG)-5’-(dA,,)-3’ (ozna-
¢eni BdA,,), komplementarni oligonukleotid k BdO,, 5’-d(ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAC
TG)-3’ (oznaceni CdO,,) i ¢aste¢né nekomplementarni oligonukleotidy k BdO,, (baze nekom-
plementarni k BdO,, jsou zvyraznény podtrzenim), 5’-d(ACT GCT GGA GAT TTT CTA CAC
TG)-3’ (oznaceni Mism2), 5’-d(ACT GCC AGA GAT CTT CCA TAC TG)-3’ (oznaceni Mism3),
5’-d(ACT GCC AGA AAT TCT CCA TAC TG)-3’ (oznaceni Mism4) a komplement k BdA,,
5’-(dT,,)-3’ (oznaceni dT,,) byly ziskany z LMFR Masarykovy University v Brng, Ceska repub-
lika. VSechny byly ¢isténé HPLC.

Biotinované oligonukleotidy pro studium RNasy H (30mery, ¢isténé HPLC) se sekvenci bio-
tin-(TEG) -5°-dC_-rA -dC.-3’ (oznaceni BdCrA, ), biotin-(TEG),-5’-dC_-dA -dC_-3’(oznaleni
BdCdA,)) a komplementarni 15mery (Ci$téné HPLC): 5°-(dT,,)-3’(oznaceni dT,,) a 5’-(rU,,)-3’
(oznacenirU ) byly ziskany z Thermo Fisher Scientific, Inc., USA.

Ribonukleasa H E. Coli byla ziskana z firmy Invitrogen, USA.

Pufry pouzivané pro vazbu streptavidinu a oligonukleotidd a studium RNasy H byly nasle-
dujiciho slozeni: SA (10 mM octan sodny, pH 5,0 pfi 20°C); PBNa (1,4 mM KH,PO,, 8 mM
Na,HPO,-12H,0, 0,75 M NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7,4 pfi 20° C); Tris (10 mM Tris-HCI, pH 7,4
pfi 20° C, s riznym mnozstvi pridanych soli: 0-15 mM MgCl,, 0-1000 mM NaCl); Caco (10 mM
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Cacodylat sodny, pH 7,4 pti 20°C); Hepes (10 mM, pH 7,4 pti 20°C); PB (1,4 mM KH,PO,,
8 mM Na,HPO,-12H,0, 2,7 mM KClI, pH 7,4 pti 20°C); RNS (75 mM KCI, 50 mM Tris-HCI,
3 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol, pH 8,3 pfi 25°C).

3.2 Ctyikanalovy SPR senzor

Aktivni plochu SPR senzoru tvoril sklenény Cip (sklo SF14, rozméry: 32 mm x 18 mm x 1,5 mm;
Schott, USA), na kterém byla nanesena adhezni titanova vrstva o tloustce 2nm a pomoci na-
parovani elektronovym svazkem zlaty film (tloustka 55 nm). Po napareni byly Cipy oplachnuty
absolutnim ethanolem a vodou, poté 15 minut umistény v ozone-cleaneru, znovu umyty vodou
a vysusSeny Cistym dusikem. Pro uchovéni Cistoty ¢ipt byla vétSina operaci s nimi provadéna
ve flow-boxech (Schoeller-Pharma, Ceska Republika).

Cip byl pomoci imersni kapaliny piiveden do optického kontaktu s optickym hranolem a pies
n¢j pak osvétlen Sirokospektralnim svétlem halogenové lampy, které bylo predtim zkolimovano
a polarizovano (viz obr. 8). Uhel dopadu byl piiblizné 66 °. Na zlatém povrchu byl tak excitovan
povrchovy plasmon (excita¢ni vinova délka byla okolo 750 nm). Diky tomu vznikl ve spektru za-
fez odpovidajici excitacni vinové délce plasmonu. OdrazZené svétlo ze Ctyf mist, kde byly vytvo-
feny pratocné komurky (viz nize), bylo navazano do ¢ty optickych vlaken a jeho spektrum zme-
feno ¢tyrkanalovym spektrografem (S2000, Ocean Optics, USA). Spektra byla v redlném case
analyzovana softwarem umoznujicim urcit rezonan¢ni vinovou délku pro kazdy kanal (Nennin-
ger et al. 2002). Na ¢ip byla prilozena profilovana desticka se ¢tyfmi izolovanymi priito¢nymi
komurkami, ktera zaru¢ovala dopravu vzorku v pribéhu experimentu. Poloha prato¢nych ko-
mor byla presné nastavena na mista, kde byly excitovany povrchové plasmony. Hloubka komor
byla priblizné 50 um a objem byl priblizn€ 1 -3 pL v zavislosti na nastaveni pritlacné sily drzaku
pro8lované desticky. Pro dopravovani vzorka a udrzovani stabilniho pratoku byla pouzita peri-
staltickd pumpa (Reglo, Ismatech, Svycarsko).

Béhem méreni bylo mozné kontrolovat teplotu, pfi které byly molekularni interakce mo-
nitorovany. Teplota byla stabilizovana pomoci Peltierova termoelektrického elementu instalo-
vaného do tepelné stabilizovaného télesa drzaku senzoru (obr. 9) a termoregulac¢ni jednotky
(ILX Lightwave, USA). Teplotné stabilizovanym télesem prochazely i tenkosténné peakové ha-
dicky, kterymi protékal vzorek. Pred vstupem do priitocné komurky se tak stabilizoval na poza-
dovanou teplotu. Presnost nastaveni teploty byla £0,2 °C (omezena piesnosti kalibrace termis-

toru). Béhem experimentli byly pouZivany teploty v rozsahu 20—-40 °C.
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Obr. 8: Schematické znazornéni 4kandalového SPR senzoru.

Odezva senzoru muze byt kalibrovana na povrchovou koncentraci navazanych molekul. Kalib-
racni koeficient, ktery spojuje odezvu senzoru a koncentraci analytu, je tmérny molarni hmot-
nosti dané molekuly (Liedberg et al. 1993) a zavisi na rezonan¢ni vinové délce. Z teoretického
modelu bylo odhadnuto, Ze pfi rezonan¢ni vlnové délce 750 nm odpovida posun rezonancni
délky o 1nm zméné povrchové koncentrace streptavidinu priblizné o 1,8.10'" molekul/cm?.
Kalibrace odezvy senzoru dosti dobre plati pro vétSinu proteinii a jednovlaknové i dvouvldknové
oligonukleotidy (Su et al. 2005). Pokud se uvazi rozdilnd molekulova hmotnost, pomér navaza-
nych oligonukleotidd na jeden streptavidin a uspésnost hybridizace mohou byt spocitany z po-
méru odezvy senzoru. Aby mohla byt namérena data porovnavana a kvantifikovana, byla odezva

senzoru kalibrovana na rezonanc¢ni vlnovou délku 750 nm.
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hadicami

Teplotné
stabilizované télo

Obr. 9: Schéma teplotni stabilizace na 4kandlovém SPR senzoru.
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3.3 Funkcionalizace SPR ¢ipui

Imobilizace oligonukleotidli na zlaty povrch byla zaloZena na nekovalentni, vysoce afinitnia sta-
bilni vazbé biotinylovanych jednovlaknovych (ss) ON na vrstvu streptavidinu. Streptavidin je
tetramerni proteinovy komplex, kazda z jeho Ctyf ekvivalentnich subjednotek obsahuje jedno
vazebné misto pro biotin (Hendrickson et al. 1989). Streptavidin byl pomoci amidové vazby
navazan na samousporadanou vrstvu alkanthiold (self-assembled monolayer, SAM) (Jung et al.
1999). Funkcionaliza¢ni procedura probihala zptisobem popsanym nize.

Zlaté Cipy byly ociSté€ny v ozon-cleaneru, nékolikrat oplachnuty etanolem a vodou a osuSeny
dusikem. Poté byly ponoreny do odvzdusnéného 1 mM roztoku thiold v absolutnim ethanolu, ve
kterém byly v pomeéru 7:3 smichany kratsi a delsi alkanthioly. Cipy ponoiené v tomto roztoku byly
kratce zahraty na 40 °C a pres noc ponechany pfi pokojové teploté na tmavém miste. Béhem této
doby se na povrchu Cipu vytvorila uspofadana vrstva alkanthiold. Thioly C,, zakoncené karboxy-
lovou skupinou zajiStovaly naslednou vazbu streptavidinu pomoci amidové vazby. Kratsi thioly
zakoncené diethylenglykolovou skupinou slouZily k zablokovani zbylych moznych vazebnych
mist na zlatém povrchu a zabranovaly tak nespecifickym vazbam. Nasledné aktivace karboxy-
lovych skupin probihala ptijemném tiepani v roztoku TSTU v DMF (1 mg/mL) a probublaném
argonem (= 99,999 %). Aktivaci byly karboxylové skupiny nahrazeny reaktivnimi N-hydroxysu-
ccinimidyl-estery. Alternativné byla pouzita aktivace pomoci NHS a EDC, kterou bylo mozné
provadét primo in situ na ¢ipu zabudovaném v senzoru (viz dale).

Cip byl pak vyjmut z aktiva¢niho roztoku resp. z roztoku thiold, oplachnut ethanolem a vo-
dou a témér okamzité umistén do SPR senzoru. Pri aktivaci roztokem NHS a EDC byl ¢ip in situ
omyvan deionizovanou vodou, poté 5 minut inkubovan v roztoku NHS a EDC v deionizované
vodé (NHS: 5,76 mg/mL, EDC: 38,3 mg/mL) a opét omyvan deionizovanou vodou. Navazani
streptavidinu bylo provadéno pri teploté 25 °C a priitoku 30 uL./min. Naprted byl povrch v kon-
taktu s SA pufrem, dokud nebylo dosazeno stabilni odezvy. Poté byl povrch 20 minut inkubovan
v SA pufru se streptavidinem o koncentraci 50 ug/mL. Nasledoval opét pufr SA a potom PBNa,
cozje pufr s velkou iontovou silou, ktery mél za ukol odstranit z povrchu nekovalentné navazané
molekuly streptavidinu. Povrch senzoru byl nakonec jesté jednou omyvan SA pufrem. Pri mére-
nich s RNasou H byl povrch poté jesté 5 minut inkubovan v 1 mM ethanolaminu, aby byly deak-

tivovany zbylé karboxylové skupiny a nedochazelo k vazbé RNasy H na povrch.
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3.4 Protokol méreni hybridizace nukleovych kyselin

Studium hybridizace kratkych syntetickych oligonukleotid probihalo za teploty 25°C a pri
prutoku 30 uL/min. Na obr. 10 je zachycena typicka odezva sensoru na imobilizaci streptavi-
dinu, biotinylovaného oligonukleotidu a naslednou hybridizaci. Streptavidinem pokryty ¢ip byl
inkubovan ve studovaném pufru s ptidavkem soli, dokud nebyla dosaZena stabilni odezva. Pres
povrch poté 15 min. protékal 100 nM roztok biotinylovanych oligonukleotidi. Béhem této doby
bylo dosazeno rovnovahy a ustaleni odezvy. Poté byl k povrchu opét priveden pufr. MnoZstvi na-
vazanych oligonukleotidd bylo uréeno z porovnani odezvy senzoru v pufru pred a po inkubaci
povrchu v roztoku oligonukleotidu.

Poté byl povrch 15 minut inkubovan ve 100 nM roztoku komplementarnich, nebo ¢astecné
komplementarnich oligonukleotidli a byla pozorovéana tvorba jeho komplexu s imobilizovanym
oligonukleotidem. Nasledné byl k povrchu opét priveden pufr. Mnozstvi navazanych oligonuk-
leotiddi bylo ur¢eno jako rozdil odezvy senzoru v pufru pied inkubaci ON a tésné po ni (tedy co

nejdrive po zapoceti disociace).

3.4.1 Urcéeni uspésnosti hybridizace

Dilezitym parametrem pro kvantifikaci hybridizace je uspéSnost hybridizace, ktera vyjadiuje
relativni mnozstvi ssON, které utvorilo komplex s imobilizovanym ON na povrch senzoru. Je
rovna jedné, pokud 100 % vlaken biotinylovanych ON vytvorilo duplex, pokud k vytvoreni du-
plexii nedoslo, je rovna 0. Uspésnost hybridizace byla vypoéitana podle nésledujiciho vztahu

(viz obr. 10):

HEzé-x (5)
B

kde A je satura¢ni troven navazaného komplementarniho ON a B je saturaéni troven biotinylo-
vaného ON. « je faktor odrazejici rozdilné molekularni vahy biotinylovaného ON (M, BdO,, je
7,6 kDa) a ON s nim vytvarejici duplex (M_CdO,, je 7,0 kDa).

Z uspésnosti hybridizace je mozné modifikaci vztahu (3) ur¢it rovnovaznou konstantu tvorby
duplex:

k, HE%
K=—t=—rs (6)
k, a,(1-HE%)
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Obr. 10: Typicka odezva senzoru na funkcionalizaci SPR Cipu, imobilizaci biotinylovaného oligonukle-

otidu a naslednou hybridizaci.

3.4.2 Korekce na mnozstvi navazaného streptavidinu

Z opakovanych méreni se ukazalo, Ze mnozstvi navazaného streptavidinu ovliviiuje vyslednou
uspésnost hybridizace. Pri vy$Si povrchové koncentraci streptavidinu jsou nékteré oligonukle-
otidy imobilizovany ve stéricky mén¢ vyhodnych polohach, proto klesa uspé$nost hybridizace.

Data byla proto korigovana podle empirického vztahu:

HE(S)=HE 3-15) . f(8)=

for 3 28 §? (7)

kde § je odezva senzoru na mnozstvi navazaného streptavidinu, HE(S) je namérena tspésnost
hybridizace a HE, je extrapolovana uspésnost hybridizace pfi nulovem pokryti streptavidinu.
S, a d jsou parametry, které byly ziskany fitovanim sady 21 méfeni hybridizace v Tris s 15 mM
MgCl, za riiznych povrchovych koncentraci streptavidinu. Jejich hodnoty jsou:
S, =(15+1) nm
d =(0.00110.0006)
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3.4.3 Asociacni a disociacni rychlostni konstanty
Pokud je ¢len obsahujici disocia¢ni konstantu v rovnici (2) velmi maly, je mozné ho zanedbat
proti druhému ¢lenu a ziskat asocia¢ni rychlostni konstantu pfimo z odezvy senzoru v priibéhu

asociacni faze:

50) 1
ST aEn2)

(8)

kde o je koncentrace komplementarniho ON, &(2) je odezva senzoru, & je mnoZstvi navazanych
biotinylovanych oligonukleotidl a x je faktor, ktery udava prevraceny pomér molekulové vahy
biotinylovaného ON a ON s nim vytvarejiciho duplex.

Pri omyvani povrchu pufrem bez pritomnosti komplementarnich ON dochéazi pri dostate¢né
rychlém transportu (nulova koncentrace volného ON) pouze k disociaci vytvorenych duplexti.

Primo z odezvy senzoru je pak mozné urcit rychlostni disociacni konstantu:

&)
SR ©

kde ¢, je mnozstvi utvofenych duplexii a {(2) je absolutni ubytek béhem disociace. Hodnota
Cgp- 6(1) udava mnozstvi zbyvajicich duplexd na povrchu v Case ¢.

Data byla pro studium kinetik vyhlazena filtrem Savitzky-Golay 2. stupné. (Savitzky and
Golay 1964). Velikost filtru musela byt zvolena tak, aby doslo k dostate¢nému vyhlazeni Sumu
a zmenSeni kolisani derivace. Za optimalni byl zvolen symetricky filtr velikosti 10. Vyhlazeni
pomoci filtrd niZsich velikosti nenabizela dostate¢né zmenseni kolisani derivace. Filtry vétsich

velikosti vykazovaly jen malé zlepSeni za cenu znacné vétsi vypocetni naro¢nosti.
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Kapitola 4
Vysledky a diskuze

4.1 Studium hybridizace nukleovych kyselin

Predmétem studia byl vliv vnéj$iho prostiedi na ispesnost hybridizace kratkych oligonukleotid
na povrchu SPR senzoru. Prednostné byl sledovan vliv kombinaci koncentraci sodnych a horec-
natych soli a vliv typu pouzitého pufru.

Testovacim systémem byly kratké syntetické DNA 23mery. Pro studium tvorby duplexti byl

pouzivan BdO,, a k nému pln€ komplementarni CdO,,, nebo k BdO,, ¢aste¢né komplementarni

ey
Mism2, Mism3 a Mism4 se 2, 3 a 4 mismatchi (sekvence viz experimentalni ¢ast). Tvorba tri-
plext byla studovana na 23meru BdA,, a k nému komplementarnim dT,,.

Bylo vybrano 5 koncentraci sodnych iontd (0, 50, 150, 500 a 1000 mM), a 4 koncentrace
horec¢natych iontt (0, 1,5, 5 a 15 mM). Oba typy kationtli byly do pufru pridavany ve forme chlo-
ridovych soli. Experimenty byly provadény pri teploté 25 °C podle postupu uvedeného v experi-
mentalni ¢sti. Typick4 odezva senzoru na imobilizaci biotinylovanych ON a naslednou hybridi-
zaci je ukazana na obr. 10.

Hodnoty HE byly uréovany podle vztahu (5). HE duplexi byly korigovany na povrchovou
koncentraci streptavidinu podle vztahu (7).

Reprodukovatelnost mnozstvi imobilizovanych oligonukleotidi a uspéSnosti hybridizace

byla méfena v Trisu s 15 mM MgCIL,

4.1.1 Vliv koncentrace iontii na imobilizaci biotinylovaného ON
Na obr. 11 je zobrazena zavislost mnozstvi imobilizovaného BdO,, a BdA,, na koncentraci NaCl
a MgCl, v Trisu. Byla zjisténa prekvapive silna zavislost vysledné koncentrace imobilizovanych
oligonukleotidii na koncentracich Na*a Mg?* iontt. Jeji tendence je obdobna tendenci zavislosti
uspésnosti hybridizace (viz niZe). MnozZstvi imobilizovaného streptavidinu a tedy vazebnych
mist pro biotin bylo pii kazdém experimentu piiblizn€ stejné. BAA,, systematicky vykazuje niZzsi
Uspésnost imobilizace, nez BdO,,.

Relativni chyba povrchové koncentrace biotinylovanych ON byla uréena z 22 mérenina 10 ¢i-
pech v Trisu s 15 mM MgCl,. Koncentrace BdO,, byla (6,11£0,06)-10"> molekul/cm?. Vzhledem

k moZnym odchylkdm, zpGisobenym napft. odliSnosti thiolové vrstvy, stafim a kvalitou syntézy
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oligonukleotidii aj. byl odhad relativni chyby urceni povrchovych koncentraci BdO,, a BdA , zvy-

Sennas5%.

Koncentrace BdO,,
[x10*? molekul/cm?]

Koncentrace BdA,,
[x10'2 molekul/cm?]

50
150
NaCl [mm) 500

1000

Obr. 11: Zavislost povrchové koncentrace biotinylovanych DNA 23mer0 na koncentraci soli v imobili-
zacnim pufru. Méreno v Trisu pfi 25°C

BdO,, (sekvence bazi viz experimentalni ast) [nahoFe]. BdA,, [dole].

Z obr. 11 je ziejmé, Ze GispéSnost imobilizace roste se zvysujici se koncentraci Na® nebo Mg**
iontd. PrestoZe uroven imobilizace v pufru s 1000 mM NaCl jes$t€ nenina Grovni pufrus 15 mM
MgCl,, je zvySeni Gispésnosti mezi 500 mM a 1000 mM velmi mal€. Je tedy ziejme, Ze dalsi prida-

vani sodnych iontti nad 1000 mM miru imobilizace jiz prakticky nezvysi. Podobné i pfi sledovani
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vlivu samotného hof¢iku vidime pfi koncentracich nad 5 mM MgCI, postupné nasyceni, ale do-
sazend uroven je vyrazneé vyssi nez droven dosazena pridavanim samotného sodiku.

Pti konstantni koncentraci Mg** iontt vede pridani sodiku nejprve ke snizeni tirovné imo-
bilizace. Dalsi zvySovani koncentrace Na* pak postupné priblizuje hodnoty koncentrace imo-
bilizovanych ON ke stejnym hodnotam, jako by byly za dané koncentrace Na* bez pritomnosti
hor¢ikovych iontd. Jinymi slovy, projevuje se kompetice mezi a¢inky iontt sodiku a hot¢iku a pri
vysokém prebytku sodiku se u¢inky hor¢iku rusi. Pokud je uroven imobilizace pfi dané koncen-
traci hor¢ikovych kationtl zietelné vyssi nez hodnota pro vysoké koncentrace sodikovych iontt
(15mM MgCl), je pokles uc¢innosti imobilizace s rostouci koncentraci NaCl monotdonni. U niz-
Sich koncentraci MgCl, vykazuje v8ak tato zavislost lokalnim minimum (viz obr. 11, pufry s kom-
binacemi hofec¢natych a sodnych iontd 50 mM NaCl + 1,5 mM MgCl,, 150mM NaCl + 5 mM
MgCl, a 500mM NaCl + 15 mM MgCl,). Pii konstantni koncentraci sodnych iontii a ménici se

koncentraci hofe¢natych iontli neni takové minimum pozorované.
4.1.2 Vliv koncentrace iontii na hybridizaci pIné komplementarnich duplext

Obr. 12 zobrazuje zavislost ispésnosti hybridizace plné komplementarnich ON (BdO,, a CdO,,)

na kombinaci koncentraci sodnych a hore¢natych iontd v Trisu. Na rozdil od imobilizace biotiny-
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Obr. 12: Zavislost uspé&snosti hybridizace duplexi pIiné komplementarnich DNA 23merl (BdO,,

a CdO,,) na povrchu senzoru na koncentraci soli. MéFeno v Trisu pfi 25 °C.

26



lovanych ON, pfi nulovych koncentracich NaCl a MgCl, v pufru k hybridizaci vibec nedochazi.
Pridani kationt( do roztoku je tedy pro hybridizaci zcela nezbytné.

Pri nenulovém pridavku kationtd jsou vSak zavislosti HE na zvySujici se koncentraci Na*
resp. Mg?* iontl velmi podobné situaci v pripadé imobilizace biotinylovanych ON: Prestoze
uspésnost hybridizace v pufru s 1000 mM NaCl jesté neni stoprocentni, dalsi pridavani sodnych
iontd zirejmé povede jen k minimalnimu zlepSeni (nasyceni). Pri pridavani pouze hoic¢iku se HE
nad 5mM MgCl, zvySuje mnohem pomaleji nez pfi niz$ich koncentracich hofec¢natych iont,
ale stabilizujici efekt hor¢iku na duplexy je mnohem vys$si neZ stabilizacni efekt 1M sodiku;
pfi 15 mM koncentraci MgCl, je aspéSnost hybridizace témér rovna jedné (0,999), zatimco pfi
1000 mM NacCl je 0,92. Rovnéz pii konstantni koncentraci Mg?* iontli a ménici se koncentraci
sodnych iontd vykazuji zavislosti HE obdobny prubé¢h jako v pripadé uspéSnosti imobilizace
véetné lokalnich minim pfi stejnych kombinacich koncentraci sodiku a hoi¢iku, tj. 50 mM NaCl
+1,5mM MgCl,, 150 mM NaCl + 5mM MgCl, a 500 mM NaCl + 15 mM MgCL,

Relativni chyba uspésnosti hybridizace byla podobne¢ jako chyba povrchové koncentrace ur-
¢enaz 22 mérenina 10 Cipech v Trisu s 15 mM MgCI,. Po korekci na mnozstvi streptavidinu byla
urcena primeérna hodnota uspé$nosti hybridizace: (0,999+0,001). Podobné¢ jako u uréeni povr-
chové koncentrace ON byl vzhledem k moznym odchylkam v thiolovych vrstvach a kvalité¢ ON
byl odhad relativni chyby uréeni isp€Snosti hybridizace zvysen na 2 %.

Pro ovéreni podobnosti zavislosti pro uspéSnost imobilizace a hybridizace je na obr. 13
pro kazdou kombinaci koncentraci vynesen pomér uspesnosti hybridizace a mnozstvi nava-
zaného BdO,, (v nanometrech). Tento pomér je pro vétSinu koncentraci soli témér konstantni
s urcitou tendenci mirného zvySeni pro nulové koncentraci horc¢iku. Toto zvySeni je vyrazn€jsi
pfi nizsich koncentracich Na*. Celkovému trendu se samoziejmé vymyka situace pfi nulovém
mnozstvi pridanych kationtd, kde nedochdazi k hybridizaci a tedy i dany pomér ma nulovou hod-
pridanych kationtt, ktera byla pouZita, by bylo ziejmé nutné zmapovat GspéSnost imobilizace
a hybridizace pro radové nizs$i mnozstvi pridanych kationtd.

Z namérené uspésnosti hybridizace je mozné podle vztahu (6) spocitat rovnovaznou kon-
stantu tvorby duplexu. Zavislost rovnovazné konstanty tvorby duplexii na koncentraci soli pfi
25 °CvTrisu je znazornéna na obr. 14. Hodnota aspésnosti hybridizace pii 15 mM MgCl, se blizi
jedné. Diky rozdilu blizkych ¢isel ve jmenovateli vztahu (6) je mozné urcit jen spodni odhad rov-

novazné konstanty, ktera je vétsi, nez 1,32-101° M1,

27



Pomér HE/BdO,, [nm™]

0.25~"

0.2+

0.154""

150
Ah(?ﬁHWU

500
1000

Obr. 13: Pomér Uspésnosti hybridizace tvorby duplexu BdO,_-CdO,, (rel. jednotky) a mnoZstvi imobi-

lizovaného ON (BdO

Rovnovaina konstanta

,» V hanometrech) na povrchu senzoru v zavislosti na koncentraci soli. MéFeno

v Trisu pfi 25 °C.
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Obr. 14: Zavislost rovnovazné konstanty tvorby duplexd plné komplementarnich DNA 23mer( (BdO,,

a Cd0,,) na povrchu senzoru na koncentraci soli. Hybridizace byla méfena v Trisu pfi 25°C.

28



4.1.3 Vliv koncentrace iontti na kinetiku hybridizace
Vytvorené duplexy disociuji jen velice pomalu. Mohly byt proto uréeny asociacni rychlostni
konstanty hybridizace podle vztahu (8). Na obr. 15 je zobrazena odezva senzoru na hybridizaci

CdO,, pro nékolik koncentraci hofecnatych iont. Cérkované je vynesena rychlostni asocia¢ni

konstanta.
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Obr. 15: Odezva senzoru na hybridizaci piné komplementarniho 23meru (CdO,,) s oligonukleotidem
imobilizovanym na povrchu senzoru (BdO,,) v Trisu s rdznymi koncentracemi Mg?** (plna ¢ara). Rych-
lostni asociacni konstanta vypoctena podle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti v kazdém bodé

asociacni krivky (Cerchovana ¢ara).

Na zacatku hybridizace jsou hodnoty vypoctené asociacni konstanty nizké kvili omezenému
transportu ON k povrchu senzoru. Ty rychle rostou az dosdhnou maxima pfi vyrovnani kon-
centrace CdO,, u povrchu senzoru s objemovou koncentraci. Po daseZeni maxima k, pozvolna
klesa. Projevuje se zde vliv zanedbaného disocia¢niho ¢lenu, jehoz velikost je tmérna koncent-
raci vytvorenych duplexd. S rostouci koncentraci duplext roste proto vliv disocia¢niho procesu

-----

se projevuje nartstem nahodilych chyb ve vypoctenych asociacnich konstantach. Jako realna
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asociacni rychlostni konstanta hybridizace je proto brana jeji hodnota v konstantni ¢asti krivky
urcené podle vztahu (8), nebot je nejmén¢ ovlivnéna disociaci i transportem.

Zavislost rychlostni asociacni konstanty tvorby pln€ komplementéarnich duplexi je zobra-
zena na obr. 16. Rychlostni asocia¢ni konstanta vykazuje silnou zavislost na pridanych iontech.
Tato zavislost je kvalitativné podobna zavislosti tspé$nosti hybridizace (obr. 12). Vyrazny je
kompeticni efekt, kdy pridavek NaCl k roztokiim s SmM a 15 mM MgCl, vede nejprve ke zpo-
maleni reakce a posléze op€tnému zrychleni az na rychlost odpovidajici hybridizaci bez pridani
hor¢iku. Oproti rovnovazné konstante je v§ak vyrazny rozdil v tom, Ze vysoka koncentrace hor-
¢iku (15 mM) vede jen ke srovnatelné velikosti asociaéni konstanty jako u nejvyssich koncentraci

sodiku.

14"

Rychlostni asociaéni
konstanta [x10*(sM)*]

150

Na 500 "o ¥
<l Immy 1000 N

Obr. 16: Zavislost rychlostni asociacni konstanty tvorby plné komplementarniho duplexu 23mer(

na koncentraci Mg?* a Na* iontl. Méreni byla provadéna v Trisu pfi 25 °C.

4.1.4 Vliv typu pufru na hybridizaci pIné komplementarnich duplexti

Pro n€kolik koncentraci ve studovaném rozsahu soli byla proméfena tspéSnost hybridizace plné
komplementarnich duplext i ve trech dalSich pufrech, a sice HEPES, kakodylatovém (Caco)
afosfatovém (PB) —obr. 17. Byla pozorovana obdobna zavislost ispe€$nosti hybridizace na kom-

binaci koncentraci sodiku a hor¢iku jako pfi mefeni v Trisu.
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Obr. 17a,b: Zavislost Uspésnosti hybridizace pfi tvorbé duplext piné komplementérnich DNA 23mert
(BdO,, a CdO,,) na povrchu senzoru na koncentraci soli. MéFeno pfi 25 °C ve fosfatovém pufru (PB)

[nahote], kakodylatovém pufru (Caco) [dole].

Vyjimkou je hybridizace pfi nulovém pridavku NaCl a MgCl,, ktera je sice nizka, ale na rozdil
od Trisu je nenulova. To Ize vysvétlit tim, Ze na rozdil od Trisu u vSech tfi ostatnich pufri jsou po-
uzité sodné soli, takZe v roztoku dochazi k disociaci sodiku a i bez pridavku NaCl roztok obsahuje

urcitou koncentraci Na* iontd.
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Obr. 17c: Zavislost Uspésnosti hybridizace pfi tvorbé duplexti plné komplementarnich DNA 23mer(

(BdO,, a CdO,,) na povrchu senzoru na koncentraci soli. MéFeno pfi 25 °C v pufru HEPES.
Obr. 18 zachycuje porovnani HE u vSech ¢tyt pufri po korekci na pokryti streptavidinem. Name-

fené rozdily mezi pufry nejsou systematickeé a lze je prinejmensim z¢4sti pripsat na vrub experi-

mentalnim chybam. Pfi dal$im studiu byla proto méfeni provadéna jen s pufrem Tris.
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Obr. 18: Srovnéni Uspésnosti hybridizace plné komplementarnich DNA 23mer( (BdO,, a CdO,,) v puf-
rech Tris, HEPES, Caco a PB pro nékolik koncentraci pfidanych Mg** a Na iont(l. Hybridizace byla mé-
fena pri 25°C.

4.1.5 Vliv koncentrace iontii na hybridizaci ¢aste¢né komplementarnich

duplexti

Dalsim predmétem studia byl vliv kationtu na stabilitu duplext se 2, 3 a 4 nekomplementarnimi
pary (mismatchi). Imobilizovanym ON byl BdO23, se kterym hybridizovaly ¢astecné komple-
mentarni ON, které se od CdO,, lisily ve 2-4 bazich (Mism2, Mism3 a Mism4). Na obr. 19 je
zobrazeno porovnani odezvy senzoru na hybridizaci pIn€ komplementarnich a ¢aste¢né€ nekom-
plementarnich oligonukleotidti s imobilizovanym BdO,, v Trisu s 15 mM MgCl,, métenych pri
teplotach 25°C a 40 °C.

Pri 25 °C vykazovaly duplexy s Mism2 témér stejnou urovenn HE jako plné komplementarni
duplexy. S dal§im ristem po¢tu nekomplementarnich bazovych part pak viditelné klesala Gspés-
nost hybridizace a zrychlovala se disociace.

Pri teploté 40 °C se zvyraznily rozdily mezi plné komplementarnim ON a Mism2, Mism3.
V piipadé Mism4 jiz tato teplota zfejmé je nad T duplexu, a proto zde hybridizace nebyla témér

pozorovana.
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Pro studium vlivu koncentrace Mg®* a Na* iontd na stabilitu duplexti s mismatchi byly proto
vybrany duplexy se 3 a 4 nekomplementarnimi pary (Mism3 a Mism4). Méteni probihala pri
teplote 25 °C v Trisu podle stejného postupu jako studium hybridizace plné komplementarniho
CdO

23°

r——+ 1 - T - T ' Tt Tt * T * T * 1
Komplementarni ON
354 =25° =40° 35
. T=25°C cdo,, T=40°C [
— Mism2 —
— - N L 0
£ 3’0_ f = Mism3 _3‘
S — Mism4
o 251 L 25
o
N 4 < L
[
8 204 / + L 20
©
2 ; / -
5 151 T 15
\2 1 Tris + Tris |
c
2 10- +15 mM MgCl, + +15 mM MgCl, L10
8 J 1 I
()
= 05 o T / -05
1 Komplementarni ON | /'A/KomplementérniON -
00- ,J/ R - A ————— 00
b | ! | ! | ! | ! T | | ! | ]
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Obr. 19: Porovnani hybridizace pIné komplementdrniho duplexu (BdO,,-CdO,,) a duplexu se 2, 3 a 4
mismatchi (komplex BdO,, s Mism2, Mism3 a Mism4) pfi 25 °C a 40°C. Hybridizace byla méfena
v Trisu's 15 mM MgCl..

Ziskané zavislosti HE na kombinaci koncentraci sodiku a hor¢iku jsou zobrazeny na obr. 20.
Je ztejmé, Ze i kdyZ jsou hodnoty HE niz$i neZ v pripadé plné komplementarnich duplexd, jsou
tyto zavislosti kvalitativn€ velmi podobné. U duplexu se 4 mismatchi je oproti pln€¢ komplemen-
tarnimu duplexu jesté zvyraznéno lokalni minimum pfi 1,5 mM MgCl, + 50 mM NaCl.

Z spésnosti hybridizace je mozné podle vztahu (6) vypocitat rovnovaznou konstantu du-
plext. Rovnovazné konstanty tvorby duplexti se 3 a 4 mismatchi jsou zobrazeny na obr. 21.
Oproti rovnovaznym konstantdm pln¢€ komplementarnich duplexu jsou nékolikrat nizsi, ale ra-

dové zlstavaji stejné.
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Obr. 20: Zavislost Uspésnosti hybridizace tvorby duplex( ¢asteéné komplementarnich DNA 23mer(
imobilizovanych na povrch senzoru na koncentraci soli. Hybridizace duplexu se 3 mismatchi
(BdO,,-Mism3) [nahofe]. Hybridizace duplexu se 4 mismatchi (BdO,,-Mism4). Méfeno v pfi 25°C

v pufru Tris.
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Obr. 21: Zavislost rovnovazné konstanty tvorby duplexd ¢astécné komplementarnich

150 - -y o

DNA 23mer(

na povrchu senzoru na koncentraci soli. Duplex se 3 mismatchi (BdO,,-Mism3) [nahofe]. Duplex se

4 mismatchi (BdO,,-Mism4) [dole]. Mé&feno pfi 25°C.
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4.1.6 Vliv koncentrace iontii na kinetiku hybridizace ¢aste¢né

komplementarnich duplexti

Niz8i stabilita duplext se ¢tyrmi nekomplementarnimi bazovymi pary pri teplote 25 °C se proje-
vuje zvySenou disociaci komplext. Byl zkouman vliv koncentrace iontt na rychlost disociace du-
plext BdO,,-Mism4 v pufru bez pfitomnosti komplementarnich vlaken (Mism4) a podle vztahu
(9) urcena disocia¢ni konstanta. Na obr. 22 vlevo je pro dvé koncentrace soli zobrazena odezva
senzoru na hybridizaci ¢aste¢né nekomplementarniho vlakna (Mism4) s imobilizovanym ON
(BdO,,). Na obr. 22 vpravo je zobrazena disociacni konstanta spoctena podle vztahu (9) pro
kazdy bod ¢asové zavislosti odezvy senzoru v pribéhu disociace duplext. Pro reakci prvniho
radu by méla byt disociani rychlostni konstanta k, stejna ve vSech bodech disocia¢ni kiivky. Di-
socia¢ni konstanta ale vykazovala u vSech namérenych dat na zac¢atku prudky pokles a poté se

limitné blizila k hodnoté k °. Dobfe tomu odpovidala zavislost:

1

k(1) =k, +(K;™ = k})e (10)

kde z, je Cas v pocatku disociacni kfivky, 7, k "> ak” jsou fitované parametry. k" odpovida di-
socia¢ni konstant¢ v saturac¢ni hladiné asociacni krivky, jejimuz prevracenému pomeéru je podle
vztahu (6) tmérna rovnovéazna asociacni konstanta. k ” odpovida disocia¢ni konstanté oligonuk-
leotidti, ke které se k (¢) blizi pro delsi ¢asy. Dtivod, pro¢ si k" a k ” nejsou rovny, je diskutovan
niZe v sekci 4.1.8.

Ze zavislosti okamZité k (t) na Case vyplyva jeji zavislost na povrchové koncentraci duplexy,
kter4 je pro dvé koncentrace soli zobrazena na obr. 23. Pro vSechny koncentrace soli byl zazna-
menan nardst k (t) s povrchovou koncentraci duplex(.

Pro dostate¢né dlouhé casy se k (1) blizi ke k ” a vytraci se jeji zavislost na ¢ase. Na obr. 24
je vynesena zavislost k ” duplexu se 4 nekomplementarnimi bazemi na koncentraci soli. Kon-
centrace kationt(i, kterym odpovidd mensi rovnovazna asocia¢ni konstanta (viz obr. 21 dole),
vykazuji vyssi disociacni rychlostni konstantu: Ve vyrazném lokalnim minimu v HE pfi 1,5 mM
MgCl, + 50 mM NaCl vykazuji disociacni konstanty vyrazné lokalni maximum. Podobna lokalni
maxima disocia¢ni konstanty se nachazeji pti pfidani 5 mM MgCl, + 50 mM NaCl nebo 15 mM
MgCl, + 50 mM NaCl, ktera potvrzuji kompetici v plisobeni sodnych a hofe¢natych iontu. Pre-
kvapivé je disociacni konstanta pfi 15 mM MgCl, je vétsi, nez disocia¢ni konstanta pti 1000 mM

NaCl, tento rozdil vSak maze byt zplisoben experimentalni chybou v urceni k /.
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Obr. 22: Odezva senzoru na hybridizaci ¢aste¢né nekomplementarniho 23meru (Mism4) s ON imobi-

lizovanym na povrchu senzoru (BdO,,) a nasledna disociace. Koncentrace soli: 15 mM MgCl, (modra

barva); 1000 mM NaCl (zelena barva) [vlevo]. Rychlostni disociaéni konstanta uréena podle vztahu (9).

Méreno v Trisu pfi 25 °C. Data byla vyhlazena Savitzki-Golay filtrem (fad 2, velikost 10) [vpravo].
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Obr. 23: Zavislost disociani rychlostni konstanty duplexti se 4 nekomplementarnimi pary

(Mism4- BdO,,) na jejich koncentraci na povrchu senzoru. Rychlostni disociani konstanta byla uréena

v pribéhu disociace v kazdém bodé odezvy senzoru podle vztahu (9). Méfeni byla provadéna v Trisu

pfi 25 °C. Data byla vyhlazena Savitzki-Golay filtrem (fad 2, velikost 10).
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Obr. 24: Zavislost limitni hodnoty (pro malé mnoZstvi vytvorenych duplexu) rychlostni disociaéni kon-
stanty ¢astecné nekomplementarniho duplexu 23merd (BdO,,-Mism4) na koncentraci soli. Osa kon-

centraci MgCl, je invertovand. MéFeni hybridizace byla provadéna v Trisu pfi 25°C.

4.1.7 Vliv koncentrace iontii na uspésnost hybridizace triplexii

Byl studovan vliv koncentrace kationtii na stabilitu triplext. Na povrch senzoru byl imobilizovan
DNA 23mer polyA (BdA,,) a s nim hybridizoval komplementéarni 23mer polyT. Duplexy deoxyri-
bonukleotidl polyA a polyT mohou vytvorit v pritomnosti dalSiho polyT vlakna triplex dT-dA*dT.
Studium hybridizace probihalo v Tris pfi teploté 25 °C.

Obr. 25 zachycuje zavislost tspésnosti hybridizace BdA,, a dT,, na koncentraci kombinaci
sodnych a hore¢natych kationti. Hodnota Gisp€$nosti hybridizace vétsi nez 1 ukazuje na pod-
minky, pfi kterych se na imobilizované polyA vlakno vaze v priméru vice nez jedno vlakno polyT
a tedy prokazatelné dochazi k tvorbé triplexd. Jsou to oblasti 1000 mM koncentrace Na*, 5 mM
koncentrace MgCl, bez pfitomnosti sodiku a 15 mM koncentraci Mg iontil i se vSemi koncent-
racemi NaCl.

Podobn¢ jako u duplexd, i triplexy jsou mnohem ucinng€ji stabilizovany hore¢natymi ionty,
nez ionty sodnymi. HE pfi 15 mM koncentraci MgCl, je 1,60 zatimco pfi 1000 mM koncentraci
NaClje 1,46.

Pokud jsou pfi nenulové koncentraci hot¢iku pridavany sodné ionty, dochazi ke snizovani

HE. Pri dal§im zvySovani koncentrace Na* uspéSnost hybridizace a mnozstvi triplext roste.
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Obr. 25: Zdvislost Uspé&3nosti hybridizace 23meru BdA,, imobilizovaného na povrch senzoru a dT,,,

které mohou tvofit triplexy, na koncentraci soli. Méreno v pfi 25 °C v pufru Tris.

4.1.8 Vliv povrchu na hybridizaci imobilizovanych oligonukleotidii

Rovnovazna konstanta tvorby pln€ komplementarniho duplexu 23mert uréenav této diplomové
praci (8,6-10” M) je srovnatelna s rovnovaznou konstantou, kterou pomoci SPR méreni ziskal
Peterson a kol. pro plné komplementarni 25mery v prostredi s 1M NaCl (6-10” M) (Peterson
et al. 2002). Na druhé stran¢ vSak model nejblizsich sousedd (SantaLucia 1998), ktery je vSeo-
becné povazovany za vérohodny zplisob teoretického stanoveni rovnovazné konstanty pro volné
duplexy v roztoku, dava rovnovaznou konstantu naseho 23meru v roztoku v 1M NaCl a teploté
25°C o velikosti 1-10%* M-1. Od nami uréené hodnoty z hybridiza¢nich méfeni na SPR senzoru
se tedy lisi o 16 rada.

Pri hledani vysvétleni tohoto rozdilu je tieba vyjit ze specialni situace, ktera vznika pti stu-
diu hybridizace oligonukleotidii imobilizovanych na pevny povrch. Z molekularnich simulaci
vyplyva, Ze duplex 9mert v roztoku nahradi 825 molekul vody (Ivan Barvik, Jr. 2008). Pokud
uvazujeme 10 nm Sirokou vrstvu pfi povrchu senzoru, ve které se ON nachazeji (délka 23meru
je priblizn€ 7 nm), nachézi se v 1 cm? této vrstvy bez pritomnosti ON 3,35-10'¢ molekul vody. Pfi
pokryti 6-10'2 molekul/cm? predstavuji duplexy objemovy ekvivalent 1,26-10' molekul vody. Po-
mér duplext ku mnozstvi molekul vody 1:3 500. Objem zaujimany ON je tak srovnatelny s obje-
mem zaujimanym vodou.

Lokalni objemovou koncentraci duplexti v blizkosti povrchu mtizeme pti pokryti 6-10'> mo-

lekul/cm? tedy odhadnout na 10 mM, coz je v porovnani s koncentracemi bézn¢ pouzivanymi pri
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studiu interakci ON v roztoku pomoci UV absorpce, CD, kalorimetrie nebo Ramanova rozptylu
hodnota velmi vysoka. Bude proto hrat velmi vyraznou roli nejen omezeny objem vodniho pro-
stredi v okoli oligonukleotidq, ale i interakce s okolnimi ON. Nejvetsi vliv pritom budou mit ON
nachazejici se na jednom streptavidinu (velikost streptavidinu je priblizné 7 nm).

Pomér uspésnosti hybridizace pln€ komplementarnich duplexd a imobilizace biotinylova-
ného ON je pro vSechny mérené koncentrace soli (aZ na nizké koncentrace sodnych iont) blizky
jedné konstantni hodnoté (viz obr. 13). Priibéh obou zavislostije tedy kvalitativné velmi podobny.
Z toho lze usuzovat, Ze tyto dv€ principidln€ naprosto odliSné interakce jsou ovliviiovany stejny
fyzikalnim jevem.

Pri hledani spole¢ného jmenovatele je mozné vyloucit vliv interakce streptavidin-biotin,
ktery se nachazi jen u prvni reakce. Pravdépodobnym puvodcem je tedy elektrostatické odpu-
zovani polyanionickych cukr-fosfatovych retézct, které po imobilizaci na povrch vytvori velmi
koncentrovanou vrstvu.

Navrhovany mechanismus je takovy, Ze pfi imobilizaci biotinylovaného ON na povrch sen-
zoru postupné roste celkovy zaporny naboj imobilizovanych ON a zvySuje se repulze ON. Pri
malych koncentracich iontd, kdy je zaporny néboj na fosfatovych skupinach nedostatecné kom-
penzovan, tak po Case repulze vzroste natolik, Ze se biotinylovany ON nedostane dostate¢né
blizko ke streptavidinu, aby s nim mohl interagovat. Tim se proces imobilizace zastavi.

Peterson a kol. experimentalné ovérili, Ze pokud musi komplementarni retézec pronikat
do vetsi hloubky oligonukleotidové vrstvy, vede to k vyraznému zpomaleni kinetiky hybridizace
(Peterson et al. 2002). Zatimco biotinylovany oligonukleotid musi proniknout az ke streptavi-
dinu, aby doslo k jeho navazani, komplementarni ON hybridizuje se sekvenci, ktera je od strep-
tavidinu vzdalena o 2 triethylen glycoly a navic je mnohem pohyblivéjsi v prostoru. To miiZe vy-
svetlit, pro¢ pri nizkych koncentracich iontl uz nedochézi k imobilizaci biotinylovanych ON,
i kdyz vazebna mista pro biotin byla zaplnéna jen z ¢asti, ale pfitom k hybridizaci dochazi. Vy-
jimkou je situace, kdy v pufru nejsou pritomny zadné ionty. Tehdy je imobilizovano nenulové
mnozstvi biotinylovanych ON (pomér molekul streptavidinu k po¢tu molekul imobilizovaného
ON je 2:1), ale k hybridizaci viibec nedochazi, protoze se komplementarni ON nemuze priblizit
na dostate¢n€ malou vzdalenost.

Pritomnost oligonukleotid(i v t€sné blizkosti duplexu mize ménit parametry hybridizace, coz
jepatrnéizdisociacnich konstant duplexu se 4 nekomplementarnimi bazovymi pary. Disociacni
konstanta je nejvyssi na zacatku disociace a s klesajici povrchovou koncentraci duplext klesa,

jak klesa povrchova koncentrace duplexti a repulze okolnich oligonukleotidd (obr. 22 a 23). Li-
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mitné blizi hodnoté k /, rychlostni disocia¢ni konstanté duplexu volné v roztoku bez pritomnosti
okolnich oligonukleotidd.

Z vyse uvedenych vypoctu také plyne, Ze pokud by byla koncentrace iontii pfi povrchu stejna,
jako koncentrace iontt v roztoku, tak by napf. pii 15 mM koncentraci MgCl, pfipadalo by na je-
den duplex jen necely jeden horecnaty iont, coZ je v rozporu s vysokou mirou uspéSnosti hybri-
dizace. Koncentrace kationtd tak musi byt v blizkosti povrchu zvySena v diisledku pfitazlivych

interakci s duplexem.

4.2 Studium Ribonukleasy H

Pro studium RNasy H byly pouzity biotinované hybridni oligonukleotidy se sekvenci biotin-(TE-
G),-5°-dC_-rA -dC_-3’. Na 16 rA ve stiedu sekvence se vazal 15mer dT , a tento hybridni duplex
slouzil jako substrat pro RNasu H. Uvodni sekvence deoxycytidinG vytvarela vétsi vzdalenost
mezi substratem a povrchem senzoru a tim omezovala jeho vliv na studovanou reakci. Konec¢-
nych 7 deoxycytidint zvétSovalo hmotu odStipnutého vlakna a tak slouZilo k zesileni odezvy.

Navrhovana assay se sklada z nékolika krokd (viz obr. 26): (1) Hybridni oligonukleotid byl
na povrch imobilizovan pomoci vazby streptavidin-biotin, jak je popsano vyse. Po imobilizaci bi-
otinovaného ON byl povrch inkubovan v RNS pufru dokud nebyla dosaZzena stabilni odezva sen-
zoru. (2) Pak byl k povrchu priveden roztok komplementéarnich 15mert a doslo k vytvoreni hyb-
ridnich duplexd. Duplexy kratkych RNA/DNA ON nejsou dostate¢né stabilni, proto byl povrch
po dosazeni saturace bez prepnuti zpét do pufru ihned inkubovan smésnym roztokem téchto
15mert o nezménéné koncentraci a Rasy H. Tésné pred zacatkem inkubace byl z ddvodu mensi
spotreby pritok zménén na 20 uL./min. (3) Poté byl povrch omyvan opét RNS pufrem. Pokud
béhem plisobeni RNasy H nedoslo k tiplné disociaci komplementarnich vlaken, byl povrch rege-
nerovan 2 % kyselinou mraven¢i (v obrazku neni ukazano). Mnozstvi nastipanych biotinylova-
nych vlaken bylo ziskano porovnanim hladiny RNS pufru pied dON a po RNase H. Procentualni
mnozstvi je vztazeno k biotinylovanému ON po odecteni hmoty biotinu a TEG spaceru.

Pro ovéreni specifi¢nosti RNasy H byly testovany dva referen¢ni systémy: DNA/DNA du-
plex (tvofeny BACdA, adT ;) a RNA/RNA duplex (tvofeny BACrA, /rU .). Nebyla pozorovéana
zadna interakce enzymu s témito komplexy (obr. 27).

Pro optimalizaci navrZzeného schématu monitorovani funkce Rnasy H v co nejvétsi mire
byl naprfed zkouman vliv mnozstvi pridanych soli do imobiliza¢niho pufru na mnozstvi nava-

zaného biotinylovaného hybridniho vldkna. Pro imobilizaci vlakna obsahujiciho ribonukleotidy
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Obr. 26: Schéma assaye pro studium RNasy H s typickym pribéhem odezvy senzoru ve fazich
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Obr. 27: Detail dosazenych vysledk(l. Porovnani méficiho a referencniho kanalu.
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neni mozné pouzit pufr s obsahem Mg?* iontq, ktery je nejlepsi pro imobilizaci kratkych dON,
protoze jejich pritomnost zrychluje samovolnou degradaci RNA. Tento efekt je vyraznéjsi pri
vysSich teplotach. Proto byl optimalizovan jen obsah sodnych iontd v rozsahu 300 —1000 mM.
Zavislost mnozZstvi imobilizovanych hybridnich ON na koncentraci Na* je zobrazena na obr. 28.

vvvvvv

imobilizace mohla byt koncentrace BACrA, sniZena na 75 nM.
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Obr. 28: Vliv koncentrace sodnych iontd na mnoiZstvi navazaného biotinylovaného hybridniho

vldkna.

Vyvinuty format pfimé detekce predstavuje slibny nastroj pro studium kinetik hybridizace an-
tisensniho oligonukleotidu a jeho nasledné hydrolyzy RNasou H. Aby bylo mozné porovnavat
kinetiky hydrolyzy RNA RNasou H z riznych méreni, byla data korigovana na rizné mnozstvi
komplementarniho ON { navazaného pied pisobenim RNasy H.

Predpoklada se, Ze komplementarni ON béhem ptsobeni RNasy uplné disociuje. Odezva

senzoru SR na RNasu H byla korigovana podle vztahu:

CR=SR - SR * (¢/ §) (11)
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kde CR je opravena odezva, d je absolutni ibytek hmoty béhem ptisobeni RNasy H (méfeny jako
rozdil tésné po zacatku a pred koncem inkubace v roztoku s RNasou, viz obr. 29). CR je dale ka-

librovana na 3 nm navazaného BdCrA30.

3 pufr
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24 (30-mer)
E \
= e
= RNAse H
S + dON 15-mer
g 09 dON
c T / 15-MEF  preeeemmemmeeaainnneans
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Obr. 29: Pfiblizena ¢ast od imobilizace biotinovaného ON. Vysvétleni veli€in viz text.

Byl zkouman vliv koncentrace substratu na kinetiky hydrolyzy. Pfi stejném mnozstvi navaza-
ného biotinylovaného vlakna se ménila koncentrace antisensnich oligonukleotida (obr. 30, na-
horte). Jejich koncentrace ma na vysledny vytézek reakce podstatny vliv (obr. 30, dole). Zpoma-
leni kinetiky reakce na zacatku hydrolyzy je pravdépodobné dano doc¢asnou vazbou RNasy H
na substrat.

Dal$im zkoumanym parametrem byl vliv teploty na aktivitu RNasy H. Obr. 31 zachycuje
odezvu senzoru na hybridizaci antisensniho oligonukleotidu na imobilizované hybridni vldkno
anasledna hydrolyza RNasou H. Méfeni probihala pfi 20, 25,31 a 37 °C. K vazbé dT  pfi teploté
31°C a 37 °C nedochazi, protoZze tyto teploty lezi nad teplotou tani hybridniho duplexu 15mert
rA/dT. Jak stabilita tohoto duplexu s klesajici teplotou roste, roste i mnozstvi navazaneho dT, ..

Na obr. 31 dole jsou zobrazeny kinetiky hydrolyzy za riznych teplot. Aktivita RNasy H je
nejvétsi pri 37 °C. Absolutni mnozstvi hydrolyzovanych vlaken bylo ale pfti této teploté nejmensi,

coz muZe byt dano nizsi dostupnosti substratu. Jak bylo ukazano vyse, nizsi koncentrace sub-
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Obr. 30: Vliv koncentrace substratu na hydrolyzu Rnasy H. Tvorba hybridniho duplexu a jeho hydro-

lyza Rnasou H [nahore]. Kinetika hydrolyzy RNAsou H [dole]. Pro pozvolnéjsi pribéh byla koncentrace

Rnasy H snizena na 4,2 Ul/mL.
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Obr. 31: Vliv teploty na vyvinutou assay pro studium RNasy H. Tvorba hybridniho duplexu a jeho

hydrolyza RNasou H [nahote). Kinetika hydrolyzy RNasou H [dole]. Koncentrace RNasy byla 5Ul/mL,

pritok 20 uL/min.
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stratu muze kinetiku reakce vyrazné zpomalit. Zajimavé jsou rozdilné nab¢hy kinetik. Zatimco
pii 37 °C je jejich nabeh témér linearni, pii 25 °C se kinetika zrychluje az po 3 minutach od za-
¢atku inkubace (viz obr. 31 dole). Predpokladany davod je ten, Ze se RNasa H pii 37 °C vaze
ovliviiuje tvar kinetik.

Prestoze pti 31°C a 37 °C k tvorbé hybridniho duplexu nedochazi, hydrolyza RNA vlakna
probihala. Vyplyva z toho, Ze mechanismus hydrolyzy RNA musi byt tfistupniovy proces, ktery
vyZaduje pritomnost vSech tii ucastniki: cilové RNA, antisensniho oligonukleotidu, a RNasu H
s Mg?*. Rozd¢leni tohoto procesu na dvé nezavislé ¢asti (napf. navazani antisensniho oligo-
nukleotidu na cilovou RNA a nasledné studium hydrolyzy RNasou H) miZe vést k zavadéjicim
vysledktim. Potvrzuje to vysledky z predchozich studii (Li and Wartell 1998), které ukazuji, Ze
RNAsa H je aktivnim u¢astnikem tvorby hybridniho duplexu. Muze katalyzovat tvorbu hybrid-
niho RNA/DNA duplexu a nésledné jeho hydrolyzu, i kdyZ samotna rovnovazna reakce RNA
a DNA tvorbu hybridniho duplexu nepodporuje.
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Kapitola 5

Z.aveér

V ramcidiplomové prace byly metodou rezonance povrchovych plasmoni studovany biomoleku-
larni interakce vyznamné z hlediska potencialniho testovani vhodnosti novych typt syntetickych
analog nukleovych kyselin pro antisensni pouziti. Konkrétn¢ se jednalo o méteni hybridizace
s plné komplementarnimi i netplné komplementarnimi sekvencemi ptirozenych nukleovych ky-
selin a o sledovani aktivity RNasy H.

Hybridizace nukleovych kyselin byla studovana na kratkych DNA oligonukleotidech, tvo-
ficich triplexy, pln€¢ komplementarni duplexy a duplexy s nekomplementarnimi bazovymi pary.
Byl sledovan vliv typu pufru a kombinace koncentraci sodnych a hofe¢natych iontu.

Bylo prokazano, zZe vliv typu pufru udrzujiciho neutralni pH na hybridizaci nukleovych ky-
selin je zanedbatelny, pokud je v roztoku dostate¢né mnozstvi pridanych sodnych nebo horec-
natych iontd. V pfipad¢, Ze kromé samotného pufru nejsou jiné ionty pridané, projevuje se vliv
kationtq, které disociuji z daného pufru.

Byly zméreny dvourozmérné zavislosti rovnovaznych urovni hybridizace na koncentracich
sodnych a hofe¢natych iont. Tyto zavislosti ukazuji, Ze sodné a hore¢naté ionty podporuji hybri-
dizaci pomoci odliSnych interakénich schémat. Jejich t¢innost je rozdilnd, i pokud se porovnava
jejich efekt pri nejvyssich koncentracich, kdy dochazi ke stavu nasyceni (dalsi zvySovani koncen-
traci kationtd uz nevede ke zvySeni hybridizace). Hore¢naté ionty jsou v porovnani se sodnymi
ionty v podporovéani hybridizace mnohem efektivnéjsi. Spole¢ny vliv obou ionti je ovlivnén je-
jich vzajemnou kompetici do té miry, Ze nemuze byt popsan dvéma samostatnymi faktory (jed-
nim, ktery by popisoval vliv sodnych iontti a druhym, ktery by nezavisle urcoval vliv hofe¢natych
iontd).

Bylo zjiSténo, Ze mnozstvi oligonukleotidi imobilizovanych pomoci vazby streptavidin-bi-
otin je koncentraci sodnych a hore¢natych soli ovliviiovano velmi podobnym zptsobem jako
hybridizace. Oba procesy (imobilizace biotinylovanych jednoretézcovych vlaken i hybridizace —
tvorba duplexi a triplexd) jsou tedy ovlivnény spole¢nym fyzikalnim jevem — repulzi zdpornych
cukrfosfatovych koster oligonukleotidt. Toto zjisténi spolu s faktem, Ze hodnoty rovnovazné
konstanty tvorby duplexd namérené na SPR senzoru jsou podstatné mensi, nez hodnoty pro

tvorbu stejného komplexu a za stejnych podminek v roztoku (a presto podptrny vliv pridavani
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kationtli vykazuje nasyceni), ukazuje, Ze fyzikaln€-chemické podminky na povrchu senzoru se
vyznamne lisi od situace ve volném roztoku.Vysvétlenim je velmi vysokd objemova koncentrace
oligonukleotidt v tenké vrstvé na povrchu senzoru. Podle provedenych odhadt v ramci prace
je na povrchu senzoru objem vodného prostiedi mezi oligonukleotidy srovnatelny s objemem
samotnych oligonukleotidii. Za téchto podminek se uplatiiuje nejen elektrostaticka repulze mezi
dvéma vlakny tvoricimi duplex, ale i repulze mezi imobilizovanymi oligonukleotidy. Reduko-
vana velikost vodného obalu pak ziejme souvisi s omezenou moznosti kompenzace zaporného
Analyza kinetickych pribéht hybridizace ukazala, Ze rozdil mezi u¢inkem horciku a sodiku je
predevsim ve velikosti disociacni rychlostni konstanty. Z toho vyplyva, Ze nedostate¢na nabo-
jova kompenzace se projevuje predevsim ve vyssi pravdépodobnosti disociace. Detailni model
popisujici termodynamicky a statisticky tento jev presahuje ramec této diplomové prace, ta vSak
k nému poskytuje cenna experimentalni data. Podle vSeho se jedné o vyznamnou problematiku,
ktera presahuje ramec techniky SPR senzort a tyka se nejen vSech méreni pouzivajicich imobi-
lizaci oligonukleotidd o vysoké hustoté v tenké vrstve, ale i moznych situaci s vyskytem vysoké
koncentrace nukleovych kyselin v Zivych burikach.

Méteni hybridizace fetézcli vytvarejicich duplexy se 2, 3 a 4 nekomplementarnimi pary uka-
zala, Ze jev nabojové kompenzace se obdobnym zplisobem projevuje pri tvorbé netplné komple-
mentarnich komplexa.

Vramci diplomové prace byla rovnéz vyvinuta reakéni assay pro studium antisensnich oligo-
nukleotiddi a RNasy H v realném case. Byla ukazana dostatecn4 citlivost a reprodukovatelnost
navrzené assaye a proveéiena specifi¢nost Stépiciho t¢inku RNasy H z hlediska hybridniho DNA/
RNA duplexu jako substratu i s ohledem na typ §t€peného vlakna (RNA). Dale bylo demonstro-
vano, ze assay umoznuje studium kinetik hydrolyzy RNasy H. Byl i provéren vliv teploty a kon-
centrace substratu na kinetiku hydrolyzy RNA vlakna. Vysledkem diplomové prace je tedy plné€
pripravena assay pro sledovani interakce RNasy H s hybridnimi duplexy tvorenymi prirozenou

RNA a novymi typy modifikovanych antisensnich oligonukleotid.
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