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Nazev prace:  Mikrokalorimetrické studium termodynamické stability hybridnich
komplexti nukleovych kyselin
Autor: Be. Pavla Ottova
Katedra (ustav): Fyzikalni ustav UK
Vedouci bakalaiské prace: Prof. RNDr. Josef Stépanek, CSc.
e-mail vedouciho: stepjos@karlov.mff.cuni.cz
Abstrakt: Prace se zabyva aplikaci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) pro
studium potencialnich oligonukleotidovych terapeutik. Byly stanoveny moznosti i limity
pouzitého DSC pfistroje a stanovené optimalni podminky pro méteni komplexd nukleovych
kyselin. Byly zkoumané ¢tyti typy modifikovanych oligonukleotidl s izopolarni neizosterni
internukleotidovou spojkou, ktera vznikla vloZzenim methylenové skupiny do fosfodiesterové
vazby mezi atom fosforu a jeden ze dvou esterovych kyslikil (methylenova skupina vlozena
na 3° nebo 5° konec spojky, modifikované spojky bud’ alternuji s pfirozenymi, nebo jsou
modifikované vSechny). Stanovili jsme termodynamické charakteristiky hybridnich duplext
slozenych z modifikovanych deoxythymidinovych patndctimert a komplementarniho RNA
polymerniho fetézce, kyseliny polyadenylové. Oligonukleotid s methylenovou skupinou na
3¢ konci, jehoz vSechny spojky jsou modifikované, s polyadenylovou kyselinou komplexy
netvofi. Ostatni oligonukleotidy komplexy vytvareji a jejich stabilita roste v pofadi
(3¢ konec, alternujici) ~ (5° konec, vSechny) < ptirozeny (dT);s <(5° konec, alternujici). U
vSech komplexl byla zjisténa vysoka kooperativita vazby oligonukleotidi na polymer. Dale
byla termodynamicky charakterizovana RNA vlasenka TAR segmentu HIV-1 a jeji aptamer
RO06. Vedle termodynamickych parametri prechodu pfi otevieni vlasenky byl v pfipadé R06
analyzovan i druhy konformacéni piechod v oblasti nizSich teplot s vyraznou hysterezi.
V ekvimolarni smési vlasenek TAR a RO6 byl kvalitativné charakterizovan vznikly , kissing*
komplex.
Kli¢ova slova:  DSC, modifikované oligonukleotidy, vlasenka, ,kissing“ komplex,
entalpie, entropie

Title: Thermodynamic Stability of Hybrid Nucleic Acid Complexes: Microcalorimetric
Study
Author: Bc. Pavla Ottova
Department: Institute of Physics of Charles University
Supervisor: Prof. RNDr. Josef Stépanek, CSc.
Supervisor’s e-mail address: stepjos@karlov.mff.cuni.cz
Abstract: This work deals with implementation of differential scanning calorimetry
(DSC) into research of potential oligonucleotide therapeutics. Capabilities and limits of the
DSC device have been determined and optimal conditions for measurement of nucleic acids
complexes specified. Four types of modified oligonucleotides with isopolar, non-isosteric
internucleotide linkage, consisting in insertion of a methylene group into the phosphodiester
linkage between the phosphorus and one of the two ester oxygens (the methylene group
inserted or at 3° or at 5° side of the linkage, the modified linkages alternate with the natural
ones or all linkages are modified) were investigated. We determined thermodynamics
characteristics of hybrid duplexes composed of modified deoxythymidine pentadecamers and
complementary RNA polymer chain, polyadenylic acid. The oligonucleotide with the
methylene group at the 3’ side, the all linkages of which are modified, does not form
complexes with polyadenylic acid. Other oligonucleotides form complexes and their stability
increase in succession (3’ end, alternating) ~ (5’ end, all) <natural (dT);5< (5’ end,
alternating). High cooperativity of the oligonucleotide to the polymer binding has been found
out for all complexes. RNA hairpin of HIV-1 TAR element and its RO6 aptamer have been
also characterized thermodynamically. Besides the thermodynamic parameters of the hairpin
opening transition, a second low-temperature transition with remarkable hysteresis was
analyzed in the case of the R06 hairpin. The “kissing” complex formed in an equimolar
mixture of TAR and R06 hairpins was characterized quantitatively.
Keywords:  DSC, modified oligonucleotides, hairpin, kissing complex, enthalpy, entropy
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Uvod

Nukleové kyseliny jsou dilezité z hlediska zachovéni zivota, pfitom vSak
existuje velké mnozstvi nemoci, které souvisi s genovou expresi patologické
genetické informace. Proto se soucasny védecky vyzkum zabyva otdzkou
zablokovani patologické genetické informace technikou oligonukleotidové terapie.
Synteticky pfipravené oligonukleotidy, casto chemicky modifikované, oproti
pfirozenym nukleovym kyselindm, pro zvySeni jejich stability v prostfedi zivého
organismu, mohou interagovat selektivné s nukleovymi kyselinami na rizném stupni
procesu pienosu genetické informace a tento proces zastavit nebo vyrazné utlumit.

Tato diplomova prace vznikla jako soucast vyzkumu, ktery probiha na
Oddéleni fyziky biomolekul na Fyzikalnim tstavu Univerzity Karlovy ve spolupraci
s Ustavem organické chemie a biochemie AV CR. V ramci této prace byla technika
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie zavedena a poprvé na ustavu vyuZzita pro studium
modifikovanych oligonukleotidli, potenciondlnich chemoterapeutik, a dale pro
studium termodynamické stability Gseku vlasenky TAR RNA viru HIV, kterd je
potencidlnim cilovou strukturou oligonukleotidové terapie, a jejich komplexi
S aptamerem.

Diplomovy ukol mél dvé casti. Prvni byla metodicka a spocivala v nalezeni
vhodného postupu meéfeni nukleovych kyselin na diferencnim skenovacim
kalorimetru. Druhd byla tematicky zaméfena na problematiku oligonukleotidové
strategie ~a  spoivala  vtermodynamické  charakterizaci  potencidlnich
oligonukleotidovych chemoterapeutik a jejich komplext s molekularnimi modely
jejich cilovych struktur.

Prace je rozdélena do tfi Casti. V prvni Casti jsou popsany zakladni rysy
struktury nukleovych kyselin, dale principy genové exprese a oligonukleotidovych
terapii. Zavér prvni Casti je vénovan zakladim diferencni skenovaci kalorimetrie.
V druhé ¢asti prace jsou popsany méfené vzorky a Uplna charakterizace méticiho
zafizeni, postup méfeni na diferenénim skenovacim mikrokalorimetru a zakladni
piistupy k vyhodnoceni v zavislosti na méfeném vzorku. Ve tfeti ¢asti jsou pak
prezentovana naméfena a vyhodnocend data a ziskané plvodni vysledky jsou
diskutovany z hlediska jak obecného pohledu na fyzikalné-chemické vlastnosti
nukleovych kyselin, tak aplikace v oligonukleotidové terapii.



NUKLEOVE KYSELINY A
MIKROKALORIMETRIE

1  Nukleové kyseliny

V kazdé bunice hraji dulezitou biologickou roli makromolekuly, které
nazyvame nukleové kyseliny. Jednd se o fetézce, jejichz zédkladnim opakujicim se
motivem jsou nukleotidy. V ptirodé se vyskytuji dva zakladni druhy téchto molekul,
jednim z nich jsou ribonukleové kyseliny (RNA) a druhym pak deoxyribonukleové
kyseliny (DNA).

Strukturu nukleovych kyselin popisujeme na dvou urovnich. Primarni
strukturou rozumime posloupnost dusikatych bazi v fetézci. Sekundarni struktura
uruje prostorové usporadani celého fetézce, popiipadé spoleéné usporadani vice
molekul.

V néasledujicich podkapitolach budou popsany zakladni rysy nukleovych
kyselin, podrobnéjsi informace o nukleovych kyselinach lze ziskat z monografii
Saenger (1984), Bloomfield (2000) a Voet, Voetova (1995).

1.1 Chemicka struktura nukleovych kyselin

Nukleotidy tvoii stavebni kameny nukleovych kyselin. Kazdy nukleotid se
sklada ze tfi zakladnich slozek: sacharidu, dusikaté baze a zbytku kyseliny
fosfore¢né. Cukerna slozka je tvofena pétiCetnym furandézovym cyklem, viz
Obrazek 1.1. VRNA je to [-D-ribofuran6za a vDNA je to p-D-2°-
deoxyribofuran6za. Atomy furandz cCislujeme ¢isly s ¢arkami, abychom je odlisili
od Cisel atomu dusikatych bazi, které se v nukleovych kyselinach vyskytuji ve
form¢ sloucenin odvozenych bud’ od pyrimidinu, nebo purinu. Slouceniny
sacharidu a dusikaté baze se nazyvaji nukleosidy. V nukleosidech jsou purinové a
pyrimidinové baze vazany na cukernou slozku kovalentné N-glykosidickou vazbou.
Vazba vznika mezi atomy N9 purinu nebo N1 pyrimidinu a uhlikem 1° pentosy.
Fosfat neboli zbytek kyseliny fosfore¢né je navdzan na nukleosid esterovou vazbou
na uhlik 5 sacharidu a vytvari tak nukleotid. Nukleotid je tedy fosforylovany

nukleosid.
OH

B-hydroxyl

(-H)-deoxyribosa
Obrazek 1.1: Sacharidova jednotka nukleovych kyselin.



Nukleotidy se spojuji do linearnich polymernich fetézci pomoci esterovych
vazeb (Obrazek 1.2). Mezi jednotlivymi nukleosidy vytvaieji fosfaty mistky pomoci
fosfodiesterovych vazeb, které vznikaji mezi hydroxylem na uhliku 3 jedné pentosy
a 5° nasledujici pentosy. Vznika tak 3° —5° vazba, ktera se vyskytuje v molekulach
DNA i RNA. V molekule RNA vSak muize vyjimecné vznikat i vazba 2 — 5¢. Kazdé
vlakno nukleové kyseliny mé jednu volnou -OH skupinu na uhliku 3¢ a druhou na
uhliku 5°. Retézce se mohou dale prodluZovat pouze navazanim dal§iho nukleotidu
na 3‘ konec. Podle délky fetézce rozliSujeme mono-, oligo- a polynukleotidy.

k 5 konci

[4
o ——CH,
N
o
H

B

k 3’ konci
Obrazek 1.2: Polynukleotidové vlakno DNA (Saenger, 1984).

Polymerni fetézce se skladaji z cukr-fosfatové patete, na kterou jsou piipojeny
riuzné baze. Primarni struktura nukleovych kyselin je tedy dana prave poradim téchto
bazi. Podle konvence se vzdy udava sekvence bazi v fetézci ve sméru od 5 konce
k 3¢ konci.

Dusikaté baze jsou heterocyklické slouceniny. Délime je podle sloucenin, od
kterych jsou odvozeny, na bicyklické puriny a monocyklické pyrimidiny.
cytosin (C), uracil (U) a thymin (T), viz Obrazek 1.3. Ob¢ purinové baze a cytosin
muzeme najit jak v RNA, tak v DNA, avSak uracil se vyskytuje témét vyhradné
v RNA, zatimco thymin se vyskytuje v DNA. Thymin je methylované forma uracilu,
ob¢ baze jsou funkcéné ekvivalentni. Kromé téchto péti zakladnich bazi se
v nékterych nukleovych kyselinach mohou vyskytovat i jiné, tzv. minoritni baze.
Minoritni baze jsou vétSinou modifikaci nékteré z béznych bazi. Mohou se odliSovat
nejenom v chemickém slozeni, ale i ve zptisobu pfipojeni na sacharid.

H-.._‘NG/H H\N‘/H

Og O 0.
H—<‘ SAEXN, 5 J\NI/H H N, H LKN}/H HLC Ll\Na/H
LA AL S G kA
| ¢ H | “ON; ’i‘z/ H T1/\ 2 H T(‘\C‘z H Tu 0,

H H
H H
Adenin Guanin Cytosin Uracil Thymin
Ade Gua Cyd Ura Thy

Obrazek 1.3: Nejbéznéjsi baze nukleovych kyselin s ¢islovanim atomi (Saenger, 1984).
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1.2 Prostorové usporadani nukleotidové jednotky

Prostorové uspotradani nukleotidové jednotky je charakterizovano délkami
vazeb, vazebnymi thly a moznymi rotacemi skupin atomil okolo vazeb. Usporadani
je dano samoziejmée silami, které plisobi mezi jednotlivymi atomy, dale silami mezi
jednotlivymi ¢astmi nukleotidu a nakonec také interakci molekuly s okolim.
Vyslednd konformace molekuly musi byt termodynamicky vyhodna; molekuly se
obecné snazi zaujmout konformaci odpovidajici minimu Gibbsova potencialu.

G (puriny)
(2 (pyrimidiry)

u
pl4o2)>nu

(L+u)

05’

Obrazek 1.4: Definice torznich uhli (Saenger, 1984).

Geometrii nukleotidové jednotky urCuje Sest torznich uhli fosfosacharidové
patete a, B, v, 0, €  (Obrazek 1.4) a jeden torzni tihel popisujici orientaci baze
vzhledem k cukerné slozce. Na kazdou jednotku tak ptipadd 7 stupiii volnosti.
Torzni uhly ve fosfosacharidové patefi podléhaji fad€ vnitinich omezeni, diky
kterym dochéazi k omezeni konformacni volnosti. Pfitomnost rib6zového kruhu
ptfipojené¢ho na fosfosacharidovou patet a nekovalentni interakce fosfatovych skupin
zpeviiuji fosfosacharidovy fetézec a omezuji rozsahy jeho torznich thli.

V polynukleotidech jsou konformacni omezeni jest¢ vétsi z divodu prostorovych
narokt dusikatych bazi.

5 N
9 1
&
(a) 3 2
C. N
5 3
\A_/ e
, 0 1
ib) 4 2'
C; N
\__Az/ h
h 0 '
(c) 4 3 1

Obrazek 1.5: Konformace cukru (Saenger, 1984): (a) planarni konformace (nevyskytuje se); b) C3°-
endo konformace; (¢) C2‘-endo konformace.



Vsechny dusikaté baze, které se vyskytuji v nukleovych kyselindch, maji
plandrni geometrii, coz hraje dilezitou roli pfi stabilizaci sekunddrni struktury
nukleovych kyselin (tzv. stacking). Naproti tomu péticetné heterocykly furandz
vyskytujicich se v nukleovych kyselindch nemaji plandrni geometrii, protoze
takovato konformace je pro né¢ energeticky nevyhodna. Preferované konformace
pentozového cyklu jsou dvé, a sice C2‘-endo a C3‘-endo. Konformace endo
znamena, ze atomy C2°, popiipad¢ C3°, vybocuji do stejné¢ho poloprostoru jako atom
C5° vzhledem k roving¢ atomt C1°-O-C4°, viz Obrazek 1.5.

Orientace dusikaté baze vuci pentdzovému cyklu se popisuje pomoci torzniho
uhlu y kolem N-glykosidické vazby. Bézné se vyskytuji dvé geometrie. Pokud je
poloha dusikaté baze smérem k sacharidu, oznacujeme toto uspotadani syn, a pokud
je smérem od sacharidu, pak toto uspofadani oznacujeme anti, viz Obazek 1.6. Pro
nukleosidy s purinovou bazi jsou ptiblizné stejn¢ zastoupené obé mozné konformace,
avSak u nukleosidi s pyrimidinovou bézi prevazuje konformace anti, protoze u
konformace syn dochazi ke sterickému branéni cukerného zbytku s C2 substituentem
pyrimidinu. Orientace baze vici sacharidu také ovliviiuje konformaci sacharidu.
V ptipad¢ orientace syn je Castéjsi usporadani C2-endo, zatimco v pripad¢ orientace
anti usporadani C3*-endo.

Obrazek 1.6: Schéma moznych konformaci bazi viiéi sacharidu: anti a syn (Saenger, 1984).

1.3 Sekundarni struktura nukleovych kyselin

Sekundarni strukturou se rozumi prostorové uspofadani celé molekuly,
popiipadé vzajemné usporadani vice molekul nukleovych kyselin. Struktura
nukleovych kyselin neni vSak rigidni a toto uspotfddani zavisi na mnoha faktorech,
jako jsou primarni struktura, teplota, koncentrace, iontova sila ¢i pH roztoku.
Polynukleotidové fetézce se mohou nachazet ve form& ndhodného klubka nebo ve
formé jedno- ¢i vicevlaknovych Sroubovic. Nejbéznéjsim typem sekundarni struktury
je duplex neboli dvousroubovice. Dvousroubovicovitd struktura vznika vzdjemnym
spletenim dvou antiparalelnich komplementarnich vlaken, popfipadé dvou
komplementarnich useki jedné molekuly. V pfipad¢, Ze vznikne kratky tusek
vnitromolekuldrni  dvousroubovice (stonek —stem), ktery je spojen usekem
nesparovanych bazi (smycka — loop), jednd se o sekundéarni strukturu oznacovanou
jako vlasenka (hairpin). Zatimco DNA se v bunéném prostiedi vyskytuje nejcastéji
ve form¢ duplexu, RNA zlstdva jednovldknovd a vroztoku zaujiméd slozitou
sekundarni strukturu, jejimz nejbéznéjSim prvkem jsou vlasenky. U nékterych virh
muze 1 RNA tvofit duplexy ze dvou komplementarnich vldken.

Pro spojovani vlaken nukleovych kyselin je dilezitd komplementarita bazi.
Specifické parovani bazi je zakladni podminkou pro tvorbu Sroubovice slozené ze
dvou vladken. Komplementarnimi pary jsou podle Watson-Crickova modelu adenin
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suracilem v molekule RNA, adenin sthyminem v molekule DNA a guanin
s cytosinem v molekulach RNA i DNA. Baze v parech A-U a A'T jsou propojeny
dvéma vodikovymi mistky, zatimco baze v paru G-C tiemi vodikovymi mustky, viz
Obrazek 1.7. VSechny zminéné bazové pary jsou izomorfni (maji stejny tvar a
prakticky stejnou vzdalenost C1° — C1°). Dusikaté baze jsou planarni, jak jiz bylo
zminéno vyse, a i takto vznikly par bazi zastava témér planarnim atvarem.

Obrazek 1.7: Watson-Crickovo parovani bazi (Guschlbauer, 1976).

Dalsi mozZnosti parovani bazi je Hoogsteenovo parovani, které se vyskytuje
naptiklad u vicevlaknovych struktur. Hoogsteenovo parovani rovnéz miize pomahat
stabilizovat strukturu, jak je tomu naptiklad v molekule tRNA.

Struktura dvousSroubovice

Duplex je tvofen dvéma fetézci nukleovych kyselin, které maji vzajemné
komplementarni bazové slozeni a jsou vzajemné antiparalelni. Cukr-fosfatova pater
zlstava vné a pary dusikatych bazi vypliuji vnitfek dvouSroubovice. Toto uspotadani
je vyhodné, protoze takto dochazi k minimélnimu odpuzovani mezi nabitymi
fosfatovymi skupinami. Mezi cukr-fostatovymi fetézci vznikaji dva charakteristické
7labky razné sitky a hloubky, maly a velky. Zlabky umoziiuji bazim interakci
s vnéj$im prostiedim a molekulami v okoli duplexu.

Dvousroubovice DNA a RNA mohou mit nékolik rtiznych prostorovych
uspofadani. Strukturu duplexu DNA objevili v 50. letech minulého stoleti Watson a
Crick. Dnes vime, ze existuje n¢kolik forem duplexu DNA liSici se strukturnimi
parametry. Tti zdkladni formy jsou oznacovany A-, B- a Z-DNA. Parametry
idealnich struktur A- a B-DNA jsou popsany v Tabulce 1.1 a jejich tvar je vidét na
Obrazku 1.8. Forma B se nejvice podoba pivodnimu Watson-Crickovu modelu
dvousroubovice a je zaroven oznacovana za nativni strukturu DNA, avSak skute¢na
struktura se od idealni miZe odchylovat. Jakou strukturu duplex zaujme, zavisi na
relativnim obsahu vody, sekvenci bazi a na pritomnych kationtech. Na rozdil od
DNA nabyva dvouSroubovice RNA formy podobné idedlni struktufe A. V buiikach
se dale vyskytuji hybridni dvousroubovice skladajici se zjednoho vldkna RNA a
druhého DNA, takovéto duplexy maji rovnéz konformaci spise podobnou formé A.
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Tabulka 1.1: Vlastnosti idealnich struktur A- a B-DNA (Voet a Voetova, 1995).

Vlastnosti A B
Smér Sroubovice pravoto¢ivy pravotocivy
Priamér ~ 2,6 nm ~2,0 nm
Pocet pari v 1 zavitu 11 10
Cast dvousroubovice pripadajici na 1 par bazi 33° 36°
Stoupani zavitu dvousroubovice 2,8 nm 3,4 nm
Stoupani zavitu pFipadajici na 1 par bazi 260 pm 340 pm
Sklon bazi vzhledem k ose dvousroubovice 20° 6°
VEétsi Zlabek uzky a hluboky Siroky a hluboky
Mensi Zlabek Siroky a mélky uzky a hluboky
Konformace sacharidového kruhu C3‘-endo C2‘-endo
Glykosidova vazba anti anti

A forma B forma

Obrazek 1.8: Konformace A- a B-DNA (Guschlbauer, 1976).

» Kissing“komplex

,,Kissing® komplex je dalsim komplexem, ktery mizeme u nukleovych kyselin
pozorovat. Jednd se o spojeni dvou vlasenek interakci jejich nesparovanych casti,
tedy smycek, které musi mit opét komplementarni bazové slozeni, aby mohlo dojit
k vytvoteni specifického parovani, které drzi komplex pohromade¢.

1.4 Sily stabilizujici prostorovou strukturu

Dusikaté baze v polynukleotidovém fetézci se snazi vytvaret vysoké stohy
(stacks) tim, ze se k sob& nataceji svymi plochami. Plandrni kruhy purinovych a
pyrimidinovych bazi jsou v nukleovych kyselindch paralelni a vzdjemné se
ptekryvaji, tudiz jejich m-elektrony spolu mohou interagovat, coz pfispiva ke
stabilizaci struktury. Stohové interakce (stacking) jsou formou Van der Waalsovych
interakei. Stacking je zavisly na velikosti pfekryvu, na vzdjemné orientaci bazi
nachézejicich se nad sebou, ale také na sekvenci bazi, a tim je urCitym zptisobem

v

specificky. Nejsilngjsi je stohova interakce pro purin-purinovy par, nasleduje purin-
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pyrimidinovy par a nejslabsi je pro par skladajici se ze dvou pyrimidint. Zavisi také
na délce fetézce; ¢im delsi je fetézec, tim je interakce silngjsi. Stohové interakce jsou
z velké casti stabilizovany hydrofobnimi silami. Stohovani bazi je entalpicky
vyhodné a entropicky nevyhodné.

Vodikové mustky piispivaji ke stabilit¢ dvousroubovice jen velice malo,
mnohem dulezit&jsi jsou z hlediska specifického parovani bazi. Pti studiu stability je
ovSem nutné s nimi pocitat. Oproti kovalentni vazb¢ je vodikovy mustek asi 20krat
az 30krat slabsi vazbou. Vodikové miustky vytvari vazbu lokalizovanou a
smerovanou. Piisobi v roviné kolmé na osu duplexu, kdezto stohové interakce plisobi
ve sméru osy helikalni struktury. Ve vodném prostfedi mohou vznikat vodikové
mustky nejen mezi bazemi, ale také mezi bazemi a molekulami vody. Diky stohové
interakci je uvnitt Sroubovice hydbrofobni prostiedi, které podporuje parovani bazi, a
tak jsou prednostn¢ vytvareny a stabilizovany vodikové mlistky mezi bazemi.

Ke stabilizaci sekundéarni struktury nukleovych kyselin pfispivaji i dalsi
faktory, které se velmi ¢asto vzajemné ovliviiuji. Mezi tyto faktory patii teplota, tlak,
délka a primarni struktura polynukleotidového ftetézce, rozpoustédlo, ale také
koncentrace a druh ionti v prostiedi. Iontové sily mezi zaporné nabitymi PO, a
kationty snizuji  elektrostatickou repulzi mezi zaporné nabitymi fosfaty
fosfosacharidového fetézce a tim pfispivaji ke stabilizaci komplexu.

1.5 Denaturace a renaturace vlivem teploty

Komplexy nukleovych kyselin se mohou vlivem zvySujici se teploty rozpadat a
pii zpétném ochlazeni se opét formuji. Teplota tani je definovana jako teplota, pfi niz
je pravé polovina molekul ve formé komplexu a zbytek je uvolnén na volné vlékna,
ktera zaujimaji tvar nahodného klubka. Teplota tani, 71, roste s délkou fetézce,

s koncentraci iontl v prostfedi a se vristajicim poctem G-C part.

Denaturaci nazyvame rozpad komplexii popf. sekundarni struktury vlivem
zahtati nad charakteristickou teplotu tani. Pfi denaturaci dochazi k naruseni
vodikovych vazeb v nukleotidovém paru a fetézce tvotici komplex se rozpletou na
dvé samostatna vlakna, kterd zaujmou konformaci ndhodného klubka, coz souvisi se
zménou stohové interakce. Denaturace je doprovazena také zménou fyzikélnich
vlastnosti, naptiklad zménou viskozity roztoku vzorku. Denaturace je kooperativni
proces, coz znamena, ze zhrouceni Sroubovicovité struktury v jedné Casti postupné
destabilizuje cely komplex.

Pti rychlém ochlazeni denaturovaného vzorku nukleovych kyselin pod teplotu
tani dojde pouze k Castecnému sparovani bazi. Komplementarni vldkna potiebuji
dostatek Casu na to, aby se naSly a vytvofily komplex. Pokud vSak budeme vzorek
ochlazovat dostatecné¢ pomalu, postupné dojde k plné renaturaci vzorku. Opétovné
zformovani sekundarni struktury nukleovych kyselin je podminéno vznikem jadra. U
Sroubovic tuto roli hraje spojeni tii bazovych pari, pficemz uspotfddani jadra je
spojeno s energeticky nevyhodnym pfispévkem k volné energii. Tii po sobé
nasledujici bazové pary spolu stohuji, a tim vytvaii stabilni jadro. Vznik dalSich
bazovych part je jiz spojen se zapornym piispévkem k volné energii a je tudiz
energeticky vyhodny, proto je dalsi splétani vlaken jiz spontdnni. Denaturace je tedy
proces vratny a cely proces pfipomina rozepindni a zapinani zipu (Saenger, 1984).

Pti rozpadu a vzniku komplexii nukleovych kyselin dochazi ke zméné energie.
Tvorba komplexu je proces entropicky nevyhodny, coz souvisi s vyssi uspotadanosti
systému, ve kterém se nachazeji komplexy misto volnych vlédken, proto musi pievazit

13



entalpicka vyhodnost tohoto procesu. Pokud naopak pievazi entropicka nevyhodnost
pro dany komplex, rozpadne se na volné vlakna.

Pro studium tohoto procesu se pouzivaji dva zékladni typy experimentalnich
metod. Velmi casté jsou spektroskopické metody (UV absorpce, Ramanova
spektroskopie nebo cirkuldrni dichroismus), v posledni dobé se vSak zacind hodné
vyuzivat mikrokalorimetrie, protoze tato metoda poskytuje pfesnéjsi stanoveni
termodynamickych parametri spojenych srozpadem komplexu nez metody
spektroskopické.

1.6 Termodynamické parametry spojené s tvorbou
komplexu

Rozpad dvousroubovicovité struktury neboli piechod duplex <> volna vidkna
muzeme aproximovat dvoustavovym modelem. Dvoustavovy model ptedpoklada, ze
vlakna nukleovych kyselin jsou bud’ Gplné spojend v duplex, nebo uplné rozpojena
na volna vlakna.

Vezmeme v Gvahu rovnovahu danou vztahem (1.1a) pro spojovani ne-auto-
komplementarnich sekvenci a vztahem (1.1b) pro spojovani auto-komplementarnich
sekvenci a vytvareni n-merni struktury (Breslauer, 1995).

A4+ A > A A; (1.1a)
nd < A, (1.1b)

kde n je molekularita reakce, kterd odpovida poctu vlaken spojujicich se v komplex
(v ptipadé duplexu je n=2). Rovnovaznou asociacni konstantu mizeme vyjadfit
vztahem (pro ne-auto-komplementéarni sekvence) (Breslauer, 1995):

o LAI...AZI] _ a
[4,]..[4,] (Cj (1—a)

n

) (1.2a)

kde a, udavajici pomérny pocet vlaken v komplexech, je parametr prechodu zavisly
na teploté a Cr je celkova koncentrace sloZzek komplext (vlaken). Pfedpoklada se, ze
vSechny slozky komplexu maji stejnou koncentraci, tedy (Cr/n).
Pro auto-komplementarni sekvence ptepiSeme vztah do tvaru:

_[4,] a

= : 1.2b
[4]"  nCl'(1-a) (1:20)

Pokud definujeme rovnovaznou konstantu pfi teploté tani, miizeme za a dosadit
7. Potom rovnovaznd konstanta pii 7, pro ne-auto-komplementarni sekvence je
déna vyrazem (1.3a) a pro auto-komplementarni sekvence vyrazem (1.3b):

K = (1.3a)

K, = . (1.3b)
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Van’t Hoffova rovnice pro entalpii pfechodu je:

dan}
dr |’

A, = —RTZ[ (1.4)
Vzorec pro vypocitani entalpie pfechodu s obecnou molekularitou 1ze odvodit

dosazenim vztahu (1.2a), poptipadé¢ (1.2b) do rovnice (1.4). Vysledny vztah je
(Breslauer, 1995):

AH ., =(2+2n)RT? (6“) . (1.5)
T Jrg
Vztah pro vypocitani Van’t Hoffovy entalpie pfechodu vyjde stejny pro oba
typy sekvenci.
Pro ptipad duplexu je molekularita n = 2 a vztah (1.5) se redukuje na vztah:
AH,, =6RT2[ 9% (1.6)
or T=T,

Pro zménu Gibbsovy energie plati vztah:

AG’ = AH’ —TAS", (1.7)

(13

kde indexem ,’¢ znatime rovnovazny stav, tedy jednd se o zmény
termodynamickych potenciali mezi komplexy a samostatnymi slozkami
v rovnovazném stavu charakterizovaném teplotou 7.

Zménu Gibbsova potencidlu vSak mtizeme vyjadfit i pomoci rovnovazné
konstanty nasledujici rovnici:

AG’ =—-RTInK . (1.8)

Kombinaci vztaha (1.3), (1.7) a (1.8) dostaneme linearni zavislost pfevracené
hodnoty teploty tani na InCr. Z tohoto vztahu Ize urcit termodynamické parametry
spojené s tvorbou a rozpadem n slozkového komplexu (Breslauer, 1995).

[\ 0
; :(nA;Illen ¢ . 1as —(Z;Ii)mnzn]; (1.93)
[\ 0
;:(n—llenCT+_As —(n—l)Rin2+Rlnn]’ (1.9)
AH AH

m

kde vztah (1.9a) je pro ne-auto-komplementarni sekvence a vztah (1.9b) je pro auto-
komplementarni sekvence.

Dosazenim do vztaht (1.9) n = 2 dostaneme vzorec pro bimolekularni komplex
vznikajici ze dvou fetézcl, které nejsou auto-komplementarni (1.10a) a které jsou
auto-komplementérni (1.10b):

1 R AS° —RIn4

TzolnCT+[o]; (1.10a)
1 R AS°

=G+ (1.10b)

m
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2  Genova exprese

DNA je ve vSech bunéénych forméch Zivota a i v nékterych virech nositelkou
genetické informace. Geneticka informace se piendsi z generace na generaci a to
vyzaduje témét bezchybny proces replikace. Kazdd buiika mnohobunééného
organismu obsahuje stejny komplet genetického materialu, tento komplement
nazyvame genom. Jednotkou genetické informace je gen, jednd se o kodujici Gisek
molekuly DNA, ktera vSak vedle kodujicich ¢asti obsahuje 1 tseky nekodujici.

Naproti tomu RNA plni v organismech nékolik funkei. Ribozomalni syntézu
polypeptidi  tidi messenger RNA (mRNA), strukturni a funkéni ulohu ma
ribozomalni RNA (rRNA), transferova RNA (tRNA) pifinasi aminokyseliny na
ribozom pii syntéze proteinli. Dale se RNA v builkkdch nachazi ve formé
ribonukleoproteinii, které zajiStuji nckteré posttranskripni Upravy RNA. U
nékterych virti nese RNA genetickou informaci.

Centralni dogma molekularni biologie vyjadiuje vzajemné vztahy pii pienosu
informace mezi DNA, RNA a proteiny a mize byt zndzornéno pomoci schématu na
Obrazku 2.1. Ten znazoriiuje, ze DNA fidi svou vlastni replikaci i transkripci, tedy
pfenos informace na RNA. Ta dale pfeddva svou informaci pfi translaci na proteiny.
Podrobny popis pifenosu genetické informace je naptiklad v monografiich Voet,
Voetova (1995), Alberts (2002) a Nelson, Cox (2005).

RNA PROTEIN

! 1

Obrizek 2.1: Ustiedni dogma molekularni biologie — schéma (Crick, 1970). Plné Sipky oznaduji
bézny pienos probihajici v burice; specialni typy pienosu jsou naznaCeny preruSovanymi Sipkami.
K pfenosu genetické informace v jinych nez vyznacenych smérech nedochazi.

2.1 Transkripce

Transkripci, €ili prepis genetické informace z urCitého useku DNA do RNA,
zajiStuje  enzym RNA-polymeraza, ktery katalyzuje postupné fetézeni
ribonukleosidii. Ty vstupuji do reakce ve formé trifosfatd, takze Stépici se
makroenergeticka vazba poskytuje dostatek energie pro funkci enzymu.

RNA-polymerédzy se nachazeji ve vSech bunikéch. Prokaryota maji pouze jeden
druh RNA-polymerazy a ta syntetizuje vSechny druhy RNA molekul nachazejicich
se vbunice kromé RNA primert potiebnych pro replikaci DNA. Naproti tomu
eukaryota maji vice druhit RNA-polymeraz a kazdy druh syntetizuje jinou skupinu
RNA molekul.

Syntéza RNA je iniciovana navazanim RNA-polymerdzy na mista se
specifickou sekvenci na templatu DNA. Inicia¢ni mista, ke kterym se enzym vaze a
kterym se fikd promotory, jsou umistény na 5° konci transkripéniho startovaciho
mista a jejich délka je asi 40 bazi. Dalsi fazi transkripce je elongace fetézce RNA
podle ptedlohy DNA. RNA vlakno je syntetizovano ve sméru od 5¢ konce k 3¢ konci.
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Pfi tomto procesu musi byt dvouvlaknova DNA nejprve lokalné rozpletena, aby
nasledn¢ mohlo byt templatové vldkno DNA piepsano na komplementarni RNA
vlakno. Oteviena ¢ast dvouSroubovice postupuje spolecné s RNA-polymerazou.
Délka rozvinuté oblasti je asi jeden zadvit dvouSroubovice. Pii syntéze RNA se
vytvaii kratky usek hybridniho duplexu RNA-DNA. V buiikach je rychlost syntézy
RNA vlakna asi 20 — 50 nukleotidii za sekundu pfi teploté 37 °C. Komplementarni
vlakno RNA je syntetizovano s piesnosti pfiblizné jedné chyby na 10* piepsanych
bazi. V terminacni fazi je transkripce zakoncena tim, Ze se na konci transkriptu
vytvoii vlasenka, coz zptisobi jeho odpojeni.

Takto vznikld molekula RNA se oznacuje jako primarni transkript. U
eukaryotnich bunék dochazi k posttranskripénim upravam, které se li§i v zavislosti
na typu molekuly RNA. U mRNA se pfipojuje cepicka, kterou tvoii 7-
methylguanosin. Cepicka je trifosfatovym muistkem 5° — 5¢ pfipojena k po¢ateénimu
nukleotidu mRNA. Déle se k této molekule nasyntetizuje poly(A)-konec, ktery je
tvofen 20 — 250 nukleotidy. Primarni transkript eukaryot vétSinou obsahuje kromé
kodujicich €asti (exonil) také nekodujici Giseky (introny). Soucasti posttranskrip&nich
uprav je proto i vyStépeni intronti a spojeni exonu do souvislého fetézce. Jak
transkripce, tak posttranslacni Uipravy probihaji u eukaryot v jadie. Nasledn€ mRNA
jadro opousti, aby se uplatnila v dal§im stupni genové exprese — translaci.

2.2 Translace

Translace je proces, pii kterém je syntetizovan polypeptidovy fetézec (protein)
na zaklad¢ informacéniho predpisu v mRNA. Molekula mRNA je pfi translaci ¢tena
od svého 5° konce k 3° konci. Kazda z 21 aminokyselin je kdédovana posloupnosti
tfech bazi, tzv. kodonem. OvSem sekvence tfech bazi dava 64 moznosti, takze
nékteré aminokyseliny jsou kédovany vice kodony; geneticky kod je degenerovany.

Na molekulach tRNA jsou specificky (podle antikodonu, tj. rozpoznavaciho
useku komplementarniho ke kodonu) pfipojené jednotlivé aminokyseliny kovalentni
vazbou. V pribé¢hu translace, kdy je na molekulu mRNA navazana mald a velka
podjednotka ribozomu, nasedd tRNA nesouci piisluSnou aminokyselinu do
vazebného mista ribozomu a svym antikodonem se vaze na kodon mRNA.

Proces translace je iniciovan tzv. startkodonem. Po iniciaci translace nésleduje
elongace polypeptidového fetézce. Aminokyselinové zbytky jsou pfindSeny
molekulami tRNA, poté jsou peptidovou vazbou ptipojovany k C konci peptidového
fetézce. Rychlost tohoto procesu je zhruba 40 aminokyselin za sekundu. Cely proces
probihd za pfispéni dalSich proteind, tzv. elongacnich faktord. Ukonceni translace
zajiStuje ve fazi terminace stopkodon. Po terminaci dochazi k uvolnéni
polypetidového fetézce, ktery mlize byt jesté dale posttranslacné upravovan. Kazda
molekula mRNA je béhem své existence prekladana opakované.
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3  Oligonukleotidova terapie

Snahou oligonukleotidovych strategii je chemoterapeuticky uméle ptsobit
kratkymi useky nukleovych kyselin (oligonukleotidy) na nezadouci genetickou
informaci. Oligonukleotid se v pfipadé téchto terapii pouZiva k tzv. ,,uspani genu.

Oligonuleotidovymi terapiemi lze selektivné likvidovat nezadouci organismy,
potlacit reprodukci virl (pfedevsim retroviri) a dale pak potlacit rist vlastnich bunék
s patogennim chovanim. V molekularni biologii mohou oligonukleotidové strategie
pomoci identifikovat a objasnit funkci specifickych gend.

Bohuzel ptirozené oligonukleotidy jsou v bunééném prostiedi nestabilni, a
protoze se jednd o nabité molekuly, tak je zde problém 1 s pronikanim do bunék
bunénou membranou, ktera je pro velké a nabité molekuly nepropustna.

Oligonukleotidové strategie je nazev, ktery =zaStituje nékolik riznych
mechanismt  plsobeni oligonukleotidu. Mezi oligonukleotidové terapie patii
antigenni, antisensni (anti-mRNA, ribozymy, siRNA) a aptamerni strategie.

Predkladand prace se vztahuje zejména k antisensni strategii, proto bude
v nasledujicich podkapitolach popsan tento mechanismus podrobné.

3.1 Antisensni strategie

V 70. letech 20. stoleti byly poprvé antisensni oligonukleotidy navrzeny jako
terapeutika (Zamecnik, 1978). Zakladni princip antisensnich terapii je sekvenéné
specifickd vazba antisenseniho oligonukleotidu na cilovou RNA. Vysledkem je
vytvofeni lokalniho duplexu a zastaveni genové translace. Specifita Watson-
Crickova parovani stavi antisensni oligonukleotidy do pozice atraktivnich néstroji
z hlediska rozpoznani a funkénosti, jako terapeutik selektivné upravujicich genovou
expresi spojenou s patogeny a nemocemi (Aboul-Fadl, 2005). Antisensni
oligonukleotidy byvaji nazyvany ,,dalsi velkou vinou biotechnologické revoluce a
,farmakologii budoucnosti® (Aboul-Fadl, 2005).

Existuje nckolik moznosti, jak mohou antisensni oligonukleotidy pusobit.
RozliSujeme tii typy anti-mRNA strategie (Aboul-Fadl, 2005). Prvni vyuziva
jednovldknovy antisensni oligonukleotid k zablokovani mRNA a nasledné aktivaci
RNazy H, ktera rozstépi RNA vlakno. Druha spousti Stépeni RNA diky katalytické
aktivit¢ oligonukleotidu slouziciho jako ribozym a posledni zablokuje RNA za
pouziti kratkych dvojfetézcovych molekul RNA, jejichz ¢ast se navaze na cilovou
mRNA a iniciuje jeji rozSt€peni bunéénym enzymatickym aparatem (viz Obrazek
3.1).

VSechny tyto antisensni metody jsou tedy zaloZeny na blokovéani a/nebo
degradaci cilové mRNA jako vysledek vazby komplementarni nukleové kyseliny na
c¢ast mRNA (Lee a Roth, 2003).
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Obrazek 3.1: Mechanismy antisensniho pasobeni (Aboul-Fadl, 2005).

3.2 Antisensni oligonukleotidy

Antisensni oligonukleotidy (ASO) mohou byt jak nemodifikované tak 1
chemicky modifikované ssDNA (jednovlaknové DNA), RNA a jejich analoga.
Obvykle se jedna o vladkna dlouha 13 — 25 nukleotidi, ktera jsou specialné navrzena
tak, aby hybridizovala s cilovym tsekem RNA podle Watson-Crickova parovani bazi
(Aboul-Fadl, 2005).

Mezi vlastnostmi dualezitymi pro Uc¢innost antisensnich oligonukleotidli je
hlavni jejich chemicka struktura, coz zahrnuje nejenom efektivni hybridizaci
s cilovou RNA, ale také jejich stabilitu v extra- a intracelularnim prostiedi, dale pak
schopnost pronikani do bunck a jejich hromadéni v cilové Casti burky.

Antisensni oligonukleotidy jako terapeutika specificky se vazajici na mRNA
maji nekteré vyhody oproti tradi¢nim farmaceutikim, ktera jsou zamétena na cilovy
protein. Je to napiiklad jejich vysoka ucinnost, jelikoz kazda mRNA je pielozena do
proteinu n¢kolikrat pied svou degradaci, nebo vysoka selektivita (13 — 25 nukleotidii
je dostacuji pocet pro specifické zablokovani pouze nezadouci mRNA). Pred
pfichodem antisensnich oligonukleotidii nebyla nikdy mRNA povazovana za mozny
receptor pro léky (Aboul-Fadl, 2005).

V dne$ni dob& je ve stadiu klinickych testi fada terapeutik zaloZenych na
antisensni strategii. Léky se nachazeji v riznych fazich téchto testi (Faze I — III).
Ptehled c¢asti 1€kt zaloZzenych na antisensni terapii, které se nachéazeji v klinickych
testech je napiiklad v praci Rayburn (2008). Avsak do dnes$niho dne byl schvalen
pouze jeden 1ék, a to Vitravene' (Fomivirsen) jako 1ék proti CMV retinitidé
(Rayburn, 2008). Mnoho navrzenych antisensnich 1ékt také v klinickych testech jiz
propadlo.

3.3 Modifikované antisensni oligonukleotidy

Nemodifikované antisensni oligonukleotidy jsou nukledzami (enzymy S$tépici
nukleové kyseliny) v biologickych roztocich rychle degradovany. Navic jejich velky
zaporny naboj znemoznuje snadné pronikani skrz bunécnou membranu. Proto se
pozornost vyzkumu zamétuje na pokrok ve vytvareni novych modifikovanych analog
antisensnich oligonukleotidii. Vyvijeji se rizné chemické modifikace, které maji
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lepsi odolnost vii¢i bunécnym enzymum Stépicim nukleové kyseliny, delsi polocas
zivota v bunécné tkani, zvySenou specifickou afinitu k cilovému tseku pfirozené
nukleové kyseliny s komplementdrni bazovou sekvenci, UCinnost a schopnost
aktivovat RNazu H. U téchto modifikaci je také snaha redukovat nespecifickou
toxicitu a to 1 metabolickych produktii (Chan a kol. 2006). Obecné rozliSujeme tii
druhy modifikaci, podle toho, kterd ¢ast nukleotidu je modifikovana: modifikace
baze, modifikace sacharidové jednotky (obvykle na pozici 2° ribdzy) nebo
modifikace cukr-fosfatové patere (Kurreck, 2003).

Bohuzel zadné z dosud nalezenych modifikaci neméla optimalni vlastnosti, aby
se vyuzil cely potencial antisensni strategie.

Prvni generace antisensnich olisonukleotidu

Do prvni generace antisensnich oligonukleotidii fadime ty, které obsahuji
fosforothio4tovou skupinu namisto fosfatové (PS-modifikace) v cukr-fosfatové pateti
(viz Obrazek 3.2). V PS-modifikaci je tedy jeden nevazebny kyslik ve
fosfodiesterové spojce nahrazen atomem siry. Oligonukleotidy zaloZené na
fosforothioatech maji dobrou odolnost vic¢i degradaci bunéénymi nukledzami. Tato
modifikace zaroven aktivuje RNazu H, ktera nasledné $té€pi cilovou mRNA (Chan,
2006).

Nevyhodou této modifikace je jeji slabsi afinita. Teplota tani heteroduplexu
ASO-mRNA klesa ptiblizné o 0,5 °C na nukleotid. Zaroven byla u této modifikace
zjiSténa nespecifickd interakce s bunéénym povrchem a intraceluldrnimi proteiny.

Navzdory témto nevyhoddm je PS-modifikace nejlépe znama a nejrozsifené;si
ve studiich in vitro a in vivo (Chan, 2006)

Fomivirsen (prvni 1€k, ktery prosel klinickymi testy a dnes je pouzivan
v lékatské praxi) je zaloZen pravé na této modifikaci (Chan, 2006).

Phosphorothloats DNA
(PS)

Obrazek 3.2: Modifikace 1. generace (Chan, 2006).

Druha generace antisensnich olisonukleotidu

Antisensni oligonukleotidy s alkylovou skupinou na 2¢ uhliku ribézy patii do
druhé generace. Nejvyznaméjsi zastupcei této skupiny jsou 2°-O-methyl (2°-OMe) a
2°-O-methoxy-ethyl (2’MOE), viz Obrézek 3.3 (Chan, 2006).

Tyto oligonukleotidy jsou méné toxické nez PS-modifikace prvni generace a
maji trochu vétsi afinitu k cilové RNA, ale nedokazou aktivovat RNazu H.
Antisensni efekt takto modifikovanych oligonukleotidii je pouze ve sterickém
zablokovani translace, nebo mohou byt vyuzity pfi posttranskripénich upravach
(zabranéni Spatnému sestiihu). Tato technika byla vyuzita pii lé¢eni genetické krevni
vady B-thalassemie (Chan, 2006).

Protoze je aktivace RNazy H dulezitd (Chan, 2006), byly vyvinuty tzv.
»chimerické™ antisensni oligonukleotidy s modifikacemi druhé generace kromé
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useku uprostied vldkna, ktery obsahuje ptiblizn€ 10 nukleotidd s PS-modifikaci.
Takovéto antisensni oligonukleotidy jsou jiz schopny aktivovat RNazu H.

~ 0 Base - o Basze
? 9 ?
0=p-0 O, o—p—o" 7%
O, O.
2'-0-methyl RNA 2'-G-m‘:!thox;r-ethyl RMA
(OMe) (MOE)

Obrazek 3.3: Modifikace 2. generace (Chan, 2006).

Treti generace antisensnich olisonukleotidu

V ramci treti generace antisensnich oligonukleotidli byla snaha dosahnout
dalSiho zlepSeni cilové afinity a odolnosti vi¢i nukledzam (Chan, 2006). Hlavni
zastupci této generace jsou peptidova nukleova kyselina (PNA), uzaviend nukleova
kyselina (LNA) a fosforoamidat morfolino oligomer (PMO), viz Obrazek 3.4.

PNA je syntetickd napodobenina DNA, ve které¢ je fosfosacharidova patet
nahrazena flexibilnim pseudopeptidovym polymerem (N-(2-aminoethyl)glycin) a
baze jsou na kostru pfipojeny methylen karbonylovou vazbou. PNA je nenabita,
avSak muze hybridizovat s DNA nebo RNA s vysokou afinitou a specifitou. PNA je
v bunééném prostiedi vysoce stabilni, protoze neni degradovéna ani nukledzami, ani
peptidazami (enzymy Stépici proteiny).

PNA slouZi v antisensni strategii pouze ke sterickému branéni translaci, protoze
PNA neni schopna aktivovat RNazu H. PNA vSak mize vyvolat antigenni efekt
hybridizaci s dvouvlaknovou DNA (dsDNA), a tak zastavit transkripci.

LNA je konformacné omezeny nukleotid obsahujici 2°-0,4‘-C-methylenovy
mustek na konfiguraci B-D-ribofuranosylu. Tato modifikace vysoce zlepSuje
hybridiza¢ni afinitu k cilové mRNA a DNA, se zna¢nym zvySenim termalni stability
duplexu. LNA je rovnéZz stabilni viici bunéénym nukledzdm. AvSak ani LNA
neaktivuje RNazu H. LNA se vSak pouziva v ,chimerickych®“ antisensnich
oligonukleotidech, aby dochéazelo k aktivovani RN4zy H. Vysledny oligomer ma
poté strukturu LNA/DNA/LNA, kde DNA je PS-modifikovana. DNA je sloZzena
zcca. 10 nukleotidi. Takto vznikly oligomer zajiStuje UspéSné Sté€peni cilové
mRNA.

PMO reprezentuje skupinu nenabitych antisensnich oligonukleotidd, ve kterych
je ribézovy kruh nahrazen Sesti¢etnym morfolinovym kruhem a fosfodiesteroa vazba
je zaménéna za fosforoamidatovou vazbu. Ani PMO neaktivuje ¢innost RNazy H,
proto slouzi pouze jako stericka piekazka branici v translaci. Tato modifikace rovnéz
prokazuje vybornou odolnost vii¢i nukledzdm a protedzdm v biologickych roztocich.
PMO vsak $patné pronika pies bunéénou membranu savcich bunék. Vyzkum ukazal,
Ze pti vazbé peptidll bohatych na arginin (ARP) na PMO se vyrazné zvysi prinik do
bun¢k a antisensni ti¢innost (zvySenim teplotni stability) heteroduplexu ARP-PMO-
mRNA. Léky zaloZzené na PMO jsou v klinickych testech.

DalSimi zastupci této generace jsou FANA (2°-Deoxy-2°-Fluoro-f-D-Arabino
nukleova kyselina), NPs (N3‘-P5° Fosforoamidaty), CeNAs (Cyklohexan nukleové
kyseliny), nebo tcDNA (tricyklo-DNA) (Aboul-Fadl, 2005), viz obrazek 3.4.
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Obrazek 3.4: Modifikace 3. generace (Chan, 2006).

3.4 Studium stability antisensnich oligonukleotidi

Jednim z pozadavkl pro modifikované oligonukleotidy je specificka afinita
k cilovému tseku mRNA s komplementarnim bazovym sloZenim, proto se provadi
termodynamické charakterizace heteroduplexit ASO-RNA.

Mezi metodami pouzivanymi pro urovani termodynamické stability komplext
nukleovych kyselin a jejich analog, poptipadé komplexi vzniklych jejich kombinaci,
jsou nejvice pouzivané optické metody, predevsim UV absorpce. Méfeni denaturace
vlivem zvySeni teploty se provadi pozorovanim poklesu hypochromicity, tedy rastu
absorbance, na urcité vlnové délce. Pro nukleové kyseliny je tato vlnova délka
vétSinou 260 nm.

Urcovani termodynamické stability PNA v komplexech s DNA s pouzitim
metody UV absorpce l1ze nalézt napiiklad v pracich Jensen a kol. (1997), Ratilainen a
kol. (2000). Tyto prace se zabyvaji jak plné¢ komplementdrnimi duplexy, tak i
duplexy sobsahem nekomplementarnich pard. Termodynamika a kinetika
hybridizace PNA s vlasenkou DNA byla studovéana v praci Kushon a kol. (2001).

Formaci a stabilitou triplexu vzniklého z duplexu DNA a jednoho samostatného
vldkna se zabyvali prace Lacroix a kol. (2000) a Torigoe (2001). V téchto pracich
byly porovnavany modifikované (NPs, PMO) s pfirozenymi oligomery vytvarejici
triplex (TFO — triplex-forming oligonucleotide). Bylo zjisténo, ze v podminkach
neutralniho pH s 10 mM koncentraci hotfecnatych iontd NPs modifikace TFO vytvaii
nejstabilnéjsi  triplex. Pfi absenci hoiciku za fyziologické koncentrace
monovalentnich kationtd (0,14 M) vSak vytvaii s duplexem DNA stabilni triplexy
pouze morfolinové oligonukleotidy. U PMO je zvlastnosti, ze se jednd o tvorbu
triplexu s nenabitym oligonukleotidovym tietim vldknem a duplexem DNA. Tento
triplex je destabilizovan vysokou koncentraci draselnych iontd nebo hofecnatymi
ionty. Pro zkoumani stability triplexti byly kromé& metody UV absorpce pouzity jesté
EMSA (electrophoretic mobility shift assay) (Lacroix, 2000), ITC (isotermalni
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titracni kalorimetrie), [Asys (Interaction Analysis System), CD Spektroskopie
(Cirkularni dichroismus) (Torigoe, 2001).

Studium termodynamiky oligonukleotidovych triplexti je shrnuto v Clanku
Plum (1997), k nejpouzivanéj$im metoddm patii UV absorpce a kalorimetrie (DSC i
ITC). Parametry ziskané¢ z DSC a ITC se lisi, zatimco DSC experiment sleduje
teplotné¢ indukovanou disociaci, ITC experiment méfi asociacni proces. Pii ITC
experimentu méfime teplo interakce jako funkci mnozstvi daného titrantu, takto
ziskana data déavaji pfimou informaci o entalpii asociace. Stechiometrii komplexu,
asociatni konstantu K a zménu Gibbsovy energie AG lze urcit z fitovani titracni
ktivky (Plum, 1998). Stabilita triplexu s tfetim vlaknem modifikovanym na pozici 2°
ribozy (2°-aminoethoxy) byla v praci (Carlomagno, 2001) rovnéz studovana pomoci
DSC.

Methylfosfonatové modifikace maji methylovou skupinu navazanou na fosfat
vyménou za jeden kyslik, ktery se netcastni fosfodiesterové vazby
v internukleotidové spojce. Tyto modifikace byly studovany pomoci UV absorpce
napiiklad v pracich Reynolds (1996) a Thiviyanathan (2002). Vliv modifikaci
(sulfamid a 3°-N-sulfamat dinukleotid fosforoamidat), které¢ byly zabudovany do 16-
meru DNA byl zkouman UV absorpci v praci Fettes (2002).

Dalsi optickd metoda pouzitd k wurCovani termodynamickych vlastnosti
komplexi a kinetiky vzniku téchto komplexi je cirkularni dichroismus. Prace Sabahi
(2001) studuje touto metodou hybridiza¢ni vlastnosti oligonukleotidii s modifikaci na
pozici 2° ribdzy (zkoumané modifikace: 2‘-fluoro-, 2‘-O-propyl-, 2‘-O-methoxy- a
2¢-0-aminopropyl-) s komplementarnimi nemodifikovanymi DNA nebo RNA
oligomery. Déle pfi téchto méfenich byla pouzita fluorescence ke studiu hybridizacni
kinetiky.

V praci Gelfand (1999) byla ukdzdna moZnost vyuZziti fluorescencniho
rezonan¢niho ptenosu energie (FRET) k pfimému urceni rozdilu volné energie mezi
referencnim duplexem (fluorescencné znaceny) a testovanym duplexem (do vzorku
se titruji volna vlakna). Takto Ize studovat naptiklad zménu energie mezi duplexem
pln€ komplementarnim a duplexem, ktery obsahuje nekomplementérni par.

Kinetiku lze studovat i pomoci metody povrchové plasmonové rezonance.
Pouzitim této metody se zabyvaji napiiklad prace Vaisocherova (2005) a Jensen
(1997).

Existuje termodynamickd databaze pro ptirozené i modifikované nukleové
kyseliny (Thermodynamic Database for Nucleic Acids — NTDB). Tato databédze
obsahuje sekvence, strukturu a termodynamické informace, stejné jako
experimentalni podminky, za kterych byly tyto informace ziskany (Chiu, 2001).

V Praze probih4 vyzkum antisensnich oligonukleotidii na FU UK na Oddéleni fyziky
biomolekul v uzké spolupraci se Skupinou oligonukleotidii Ing. Ivana Rosenberga
z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, kde jsou oligomery syntetizovany.

Predkladand diplomova prace se také zabyva touto problematikou. V rdmci prace
byla provadéna termodynamicka charakterizace interakce polymerni RNA
s oligonukleotidy s modifikovanou internukleotidovou spojkou, kdy je do spojky
vloZena methylenova skupina mezi fosfat a vazebny kyslik. Modifikace je tudiz
izopolérni a neizosterni.
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4 Diferenc¢ni skenovaci mikrokalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) je technika na urcovéni
termodynamickych parametrd vzorkii v roztoku. Tato experimentdlni metoda je
dilezita 1 pro wurCovani stability biomolekuldrnich komplexi. Soucasné
mikrokalorimetry umoziuji méfeni biomolekul diky své vysoké citlivosti a relativné
malym pozadavkiim na objemy vzorkd. DSC pfimo méfi zmény tepelné kapacity
biomolekularnich systémua v roztoku béhem kontrolovaného zvySovani a snizovani
teploty, které¢ probiha konstantni rychlosti.

Diferen¢ni skenovaci kalorimetry prodélaly za poslednich nékolik desitek let
rychly vyvoj. Dnesni kalorimetry patii do tzv. Ctvrté generace mikrokalorimetra.
V soucasné dobé je mozné meéfit jak vrezimu ohfivani, tak i ochlazovani, coz
donedavna piedstavovalo technicky problém. Dokonce v obou rezimech méfi
kalorimetr se stejnou piesnosti. Svou citlivosti se dostaly kalorimetry na takovou
uroven, kdy je mozno méfit zménu tepelné kapacity na trovni rozpadu komplexii
biomolekul (Privalov, 1995).

4.1 Principy mikrokalorimetrie
Tepelna kapacita

c-92 (4.1)
dr
je parametr, ktery velmi citlivé odrazi tepeln¢ indukované zmény ve vzorku.
Zménu entalpie a entropie pii tepelné¢ indukovanych procesech v urcitém
intervalu teplot je mozné z tepelné kapacity (obecné teplotné zavislé) ziskat pifimou
integraci podle vztah:

T
AH = [C,dT, (4.2)

T
nC

AS = j P dT. (4.3)
T, T

Entalpie je extenzivni veli¢inou na rozdil od teploty, kterd je veli¢inou
intenzivni. Dohromady tvofi fundamentalni konjugované veli¢iny. Zname-li jejich
funk¢éni zavislost, posta¢i ndm to k ziskani cel¢ termodynamické informace o
makroskopickém stavu systému.

Diferencni skenovaci kalorimetr je pfistroj, ktery byl navrzen tak, aby méfil
rozdil tepelnych kapacit dvou kapalin (rozpoustédla a vzorku v roztoku). To vSak
neni mozné v ramci jednoho experimentu, ve kterém je jedna kyveta naplnéna
jednim roztokem (rozpoustédlem) a druhd jinym roztokem (roztokem se vzorkem).
Pro urceni rozdilu tepelnych kapacit, je nezbytné nejprve naplnit obé kyvety
rozpoustédlem a urcit zadkladni linii (baseline) v celé teplotni Skale. Tato zdkladni
linie vétSinou neni linedrni a nelezi pfesné na nule, na rozdil od idedlniho ptipadu,
kdy by byly obé& kyvety zcela identické. Z technického hlediska vSak neni mozné
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vyrobit dvé naprosto totozné kyvety, a proto se kyvety v realném kalorimetru od sebe
ponckud 1i8i hmotnosti, objemem a tepelnou vodivosti. AvSak, jak se ukazuje pfi
experimentech, zédkladni linie je pii opakovanych skenech dobte reprodukovatelna.

Kalorimetr je pfipojen k pocitaci, ktery pii konstantnim ohfevu (resp.
ochlazovani) zaznamenava dorovnavaci piikon, ktery odpovida rozdilu tepelnych
kapacit roztokli v kyvetach. Dorovnavaci ptikon mizeme vyjadfit podle Privalova
(1995) vztahem:

Cvz
AP — { [Vcellcsolute MPVV + (Vcell _ sz )p CS:| _ Vcellp CS}(Z—' , (44)

kde 7! je objem kyvety, C*"* je koncentrace vzorku v roztoku (v jednotkach g '),
C, je molarni tepelnd kapacita vzorku vroztoku, MW je molekulova véha
rozpousténé latky, V** je celkovy objem rozpousténé latky v kyveté, p je hustota
rozpoustédla a Cs je tepelna kapacita na jednotku vahy rozpoustédla.

Podle vzorce (4.4) by dorovnavaci ptikon APy, pro skeny, pii kterych jsou obé
kyvety naplnény rozpouStédlem, vySel nulovy (AP, =0 W). Tento vzorec vSak
plati piesné jen pro idealni kalorimetr s naprosto totoznymi kyvetami. Pro redlny
kalorimetr musime vzorec upravit na tvar (Privalov, 1995):

wllrrerey b rlpal el 0

vz ref

kde V<" (V") je objem vzorkové (referenéni) kyvety a ¢ je molarni koncentrace

ref
vzorku. Po upravé pro skeny pouze srozpoustédlem dostavame vztah (Privalov,
1995):

AP, =V —veh)p 97 (4.6)

rozp ref d ¢

Na Obrazku 4.1 je ukazka typického zaznamu z experimentu provedené¢ho na
diferen¢nim skenovacim kalorimetru.
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Obrazek 4.1: Originalni DSC zaznam z méfeni vzorku duplexu DNA (9 bp). Rychlost ohfivani a
ochlazovani: 1K min"; koncentrace duplexu v roztoku: 0,57 mM ve vlaknech jednoho typu;
rozpoustédlo: 25 mM TRIS, 10 % D,0. Na obrazku jsou zachyceny prubehy zakladnich linii cervené
(ohfev) a tmavé zelené (ochlazovani), modre je zékladni linie, pii které byl vloZen vzorek do vzorkové

kyvety. Pribéhy skenl se vzorkem jsou oranzové (ohifivani) a svétle zelen¢ (ochlazovani) (Ottova,
2007).

4.2 Aplikace DSC

Diferen¢ni skenovaci kalorimetr miize byt pouzit k detekci a sledovani tepelné
indukovanych prechodli mezi usporadanym a neusporadanym stavem biopolymera a
jinych tepelné labilnich molekul a molekularnich komplexd. Kalorimetry se
vyuzivaji k méfeni biomolekul, jako jsou proteiny, nukleové kyseliny a lipidy.

DSC je nejrozsifenéjsi pro studium proteind, avSak i1 nukleové kyseliny jsou
v posledni dob¢ hodné zkoumany. U nukleovych kyselin se DSC nejvice vyuziva
pro studium komplex, jako je napiiklad duplex v pracich Chalikian a kol. (1999) a
Holbrook a kol. (1999).

Volker a kol. (1999) ukazovali, Ze DSC miiZe byt pouZita k ziskani profilu tani
DNA plasmidu, a ze tyto vysledky jsou stejné jako profily ziskané z optickych
metod. Pfed nastupem DSC byly pro ziskani termodynamickych vlastnosti
pouzivany vylu¢né optické metody.

Pomoci DSC byly zkoumany také sekvence, ve kterych se opakuje zakladni
motiv tii nukleotidii (Amrane a kol., 2005). Konkrétné se jednalo o oligonukleotidy
dlouhé 12 — 75 nukleotidl se zakladnim motivem (CTG),. V této praci byla DSC
jednou z méticich metod, dale byly vyuzity UV absorpce a cirkuldrni dichroismus.
Bylo zjisténo, ze vSechny oligomery vytvafeji stabilni intramolekuldrni struktury
v blizkosti fyziologickych podminek a ze teplota tani jen velmi malo zavisi na délce
oligomeru.

V praci Hofr a kol. (2005) vyuzili DSC jako jednu z metod ke zkouméani
termalni stability duplexu DNA tvofeného patnactimernimi vlakny s intervldknovou
spojkou z trans-diamminedichloroplatiny(II).

26



Termodynamiku a kinetiku kvadruplexti zkoumali pomoci DSC Mergny a kol.
(2006). Efekt chemickych modifikaci na termélni stabilitu riznych G-kvadruplext
vzniklych z oligonukleotidi zkoumala Sacca a kol. (2005).

Prace Riccelli a kol. (2002) studuje tani komplexti heteromorfnich duplexti
DNA.

Terui a kol (2005) zkoumali pomoci DSC stabilizaci nukleovych kyselin
vyvolanou polyaminy produkovanymi extrémnimi termofily. Existuji dva druhy
polyaminii: linedrni a vétvené, a autofi objasiiovali jejich fyziologickou roli.
Testovali vliv na stabilitu DNA a RNA a zjistili, ze linearni polyaminy efektivné
stabilizuji v bunikach termofild DNA, zatimco vétvené polyaminy stabilizuji RNA.
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Cile prace

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) slouZi k pozorovani teplotné
indukovanych konformacnich pfechodt nebo rozpadi komplexti ve vzorku, podobné
jako optické metody (UV absorpce). AvSak oproti optickym metodam, kde jsou
termodynamické parametry, zména entalpie a zména entropie, pii fitovani zmétenych
prib&hi teplotné indukovanych zmén optickych spekter siln€ korelované ve vlivu na
celkovy soucet ¢tvercli odchylek, mize DSC ptinést piesnéjsi hodnoty. Samotnou
zménu entalpie lze napiiklad jiz urcit jednoduchou integraci DSC pasu. Nova
vyspéla technologie umoznila konstrukei citlivych mikrokalorimetrii, kde je mozné
provadét meétfeni biomolekul za pomérné nizkych koncentraci pii nevelkych
objemech vzorku. To zna¢né rozsifuje oblasti pouzitelnosti této techniky pii studiu
biomolekul. Na druhé strané zatizeni pracuje na samé mezi dosazitelné citlivosti
elektronickych ¢idel, a proto jsou klicové otdzky piesnosti a spolehlivosti
provadénych experimentd.

Cilem diplomové prace bylo zavedeni DSC do zkouméni stability
modifikovanych oligonukleotidi potencidln¢ vhodnych pro pouziti v tzv.
oligonukleotidovych terapiich. Prvni méfeni provadénd na diferen¢nim skenovacim
kalorimetru na FU UK Oddéleni fyziky biomolekul viak ukazala nékteré negativni
jevy ovliviwjici ptesnost a reprodukovatelnost vysledkti. Proto bylo prvnim ukolem
prace provedeni ovéfovacich a testovacich méfeni, jejichz cilem bylo stanoveni
pfesnosti zafizeni a nalezeni optimalnich parametrGi a postupd pro méfeni
nukleovych kyselin v€etné jejich analog a vyhodnocovani vysledki.

Hlavnim cilem byla termodynamickd charakterizace vlivu izopoldrni
neizosterni modifikace internukleotidové spojky na hybridizacnich schopnosti
modifikovaného oligonukleotidu vici polymerni RNA. Vznik pfislusnych komplexii
byl jiz strukturné charakterizovan pomoci Ramanova rozptylu, ale zméiené teplotni
zévislosti nebyly dostatecné pro vérohodné stanoveni termodynamickych
charakteristik komplexti. DSC proto méla umoznit termodynamickou charakterizaci.

DalSim cilem bylo provedeni pilotnich experimenti v oblasti
termodynamického studia RNA vlasenek pomoci DSC. V téchto piipadech nema
DSC kiivka charakter jednoduchého vyrazného pésu, a proto jsme hledali i vhodny
zpusob vyhodnoceni namétfenych dat.
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EXPERIMENTALNI CAST

S  Vzorky

V ptedkladané praci byly na diferencnim skenovacim kalorimetru provadény
experimenty, které mély ovéfit presnost kalorimetru, a také jeho citlivost na nékteré
meéfici postupy. V ramci téchto experimenti byl méfen vzorek nukleovych kyselin
s palindromatickou sekvenci. Déle byly studovany dva systémy nukleovych kyselin.
NiZze jsou detailn€ popsané vychozi latky, ptiprava vzorkli a podminky, za kterych
byly méteny.

5.1 Palindrom

Pfi  testovacich meéfenich byl pouzit kratky DNA  oligonukleotid
s palindromatickou sekvenci bazi 5°— CATC GATG-3‘. U palindromatické
sekvence jsou vlakna auto-komplementarni, tedy tvoii duplexy sama se sebou.
Molekulova véha jednoho vldkna je 2 409,6. Vzorek byl zakazkové nasyntetizovan
v Laboratofi funkéni genomiky a proteomiky Ustavu experimentalni biologie
Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Vzorek byl vyrobcem dale
HPLC pftecistén a podroben nékolikanasobné lyofilizaci.

Pro stabilizaci pH byl pouzit 25 mM fosfatovy pufr s 10 % D,O (PBNa-HW).
(Tento ptidavek téZké vody nemél pro nas experiment zadny vyznam, ale umoznil,
aby byl vzorek pouzitelny i pro NMR experiment probihajici mimo ramec této
diplomové prace.) Do pufru byl pfidan chlorid sodny (NaCl) tak, aby vysledna
koncentrace sodnych iontd (Na') byla 200 mM. Vsechny chemikalie (NaCl,
Na,HPO,4, NaH,PO,4) byly zakoupeny od firmy Fluka. Vysledné pH 7,0 bylo
zméfeno na pH-metru Orion. Nakonec byl pufr prefiltrovan ptes filtr MILLEX GP
od firmy Millipore Corporation s primérem pora 0,22 um.

Vzorek byl rozpustén ve fosfatovém pufru tak, aby vysledna koncentrace byla
125 uM ve vlaknech.

5.2 Modifikované patnactimery

M¢éteny systém je tvofen deoxythymidinovymi patnactimery s modifikovanou
cukr-fosfatovou spojkou. Modifikace spociva v prodlouzeni internukleotidové spojky
vlozenim -CH,- skupiny mezi fosfor a esterovy kyslik; takto vznikld prodlouzena
spojka je izopoléarni, ale neizosterni vzhledem ke spojce pfirozené. Méfend sada
oligonukletidt se skladala z jednoho ptirozeného DNA patnactimeru a Ctyf rtiznych
modifikaci. Ve dvou byla -CH,- skupina vlozena bliZze 5° uhliku spojky (5°-O-CH,-
P-0-3°) a ve druhych dvou ptipadech byla skupina vlozena blize 3¢ uhliku (5°-O-P-
CH,-0-3). Dvojice oligonukleotidii s modifikaci stejného typu se lisila v tom, zda se
modifikované spojky v fetézci stfidaly s pfirozenymi, ¢i byly vSechny spojky
modifikované. VSechny oligomery thyminu jsou na Obrazku 5.1. V praci Rejman
(2001) byla zkoumana stabilita téchto modifikaci vici nukledzdm v extraktu L 1210
a bylo zjisténo, ze vSechny modifikace jsou rezistentni. Dale byla v citované praci
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zkoumana schopnost aktivovat RNazu H a bylo zjisténo, ze pouze modifikace dT[T-
p.T17 je schopna aktivovat RNazu H.

Pfi naSich méfenich byla zkouména tvorba hybridnich komplexii téchto
deoxythymidinovych oligomert s komplementdrnim, pfirozenym RNA vladknem
polyadenylové kyseliny (poly(rA)).

Ctyfi oligothymidylatova analoga byla syntetizovana a HPLC piecisténa
skupinou Ing. Ivana Rosenberga z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR.
Polyadenylova kyselina (draselna stl) byla zakoupena od firmy Sigma a pfirozeny
deoxythymidinovy pentadekamer (sodna siil) byl zakoupen od firmy Eurogentec; oba
vzorky byly bez dal§iho precisténi.

pH bylo stabilizovano 50 mM kakodylatovym pufrem (CacKMg). Do pufru byl
pfidan 50 mM chlorid draselny (KCl) a 2 mM chlorid hote¢naty (MgCl,). Tyto soli
byly pfidany tak, aby vysledna koncentrace jednomocnych iontd byla 100 mM a
koncentrace dvojmocnych iontd byla 2 mM. VSechny pouzité chemikalie (kakodylat
sodny, HCI, KCIl, MgCl,) byly zakoupeny od firmy Fluka. Pomoci pH-metru Orion
bylo nastaveno pH 6,2. Na zavér celé ptipravy byl pufr prefiltrovan pies filtr
MILLEX GP od firmy Millipore Corporation s prumérem p6rt 0,22 um.

Vzorky byly rozpustény v kakodylatovém pufru v koncentraci dané latkovym
mnozstvim, které bylo k dispozici. Vzorek (dT);s byl méfen v koncentraci 30,67 uM,
dT[Tp-T]7; v koncentraci 28,67 uM, dT[T-p.T]; v koncentraci 26 uM, d[Tpc]i4T
v koncentraci 30,67 uM a vzorek dT[p.T]i4 v koncentraci 18 uM. VSechny uvedené
koncentrace jsou uvedeny ve vldknech. Koncentrace polyadenylové kyseliny byla
takova, aby stechiometricky pomér mezi bazemi adeninu a thyminu byl 1:1. Ve
vSech piipadech byla zachovana koncentrace monovalenich inotd (Na™+K")
100 mM a koncentrace divalentnich iontti (Mg”") 2 mM.
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Obrizek 5.1: Deoxythymidinové patnactimery s ptirodni a prodlouzenou spojkou. (dT),s je pfirozeny
patnactimer, dT[Tp.-T]; je modifikace, ve které se -CH,- skupina nachazi na 3‘ konci spojky a
modifikované spojky alternuji s pfirozenymi, dT[T-p.T]; je modifikace, ve které se -CH,- skupina
nachazi na 5° konci spojky a modifikované spojky alternuji s prirozenymi, d[Tp.],4T je modifikace, ve
které se -CH,- skupina nachazi na 3 konci spojky a vSechny spojky jsou modifikované, a dT[p.T]4 je
modifikace, ve které se -CH,- skupina nachazi na 5°konci spojky a vSechny spojky jsou
modifikované.
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5.3 Vlasenky

Dalsim méfenym systémem nukleovych kyselin jsou RNA vlasenky.
Konkrétné se jedna o vlasenku HIV-1 TAR a jeji aptamer R06.

Usek TAR (Trans-Activation Response element) se vyskytuje na 5° konci
genomu viru HIV. Zahrnuje prvnich 59 nukleotidt, které vytvaieji nedokonalou
vlasenku zakoncenou Sesticetnou smyckou s dlouhym stonkem, ve kterém je vydut
(bulge) a dva nadpocetné nukleotidy (viz Obrazek 5.2). TAR slouzi jako regulacni
element, nebot’ jeho vrcholova ¢ast slouzi jako vazebné misto pro proteinovy
komplex obsahujici cyklin-dependentni kindzu 9. Ta aktivuje RNA polymerazu II a
tim pomaha zvysSovat frekvenci replikace genomu HIV viru. Jako molekuldrni model
TAR byla pro méfeni pouzita jeji vrcholova ¢ast, kterou tvori kratky fetézec o délce
14 bazi. Ten ma strukturu dokonalé malé vlasenky se stonkem tvofenym Ctyimi
bazovymi pary a smyckou ze Sesti nukleotidi. Bazové sloZzeni méfeného segmentu
TAR vlasenky je 5 — GAGC CUGGGA GCUC - 3°.

Pod oznacenim R06 se nachézi vlasenka, kterd je slozena z 16 bazi a ktera byla
vybrana jako vhodny aptamer k vldsence TAR. Aptamer byl vybran metodou
SELEX (Selection of Ligand by Exponential Enrichment) (Duconge and Toulme,
1999).

Stonek aptameru RO6 je tvofen Ctyfmi bazovymi pary, nasleduje atypicky
purin-purinovy par a celd vlasenka je zakonCena smyckou obsahujici Sest bazi
s komplementarnim bazovym slozenim ke smycce TAR vlasenky. Bazové slozeni
aptameru je 5° — CACG G UCCCAG A CGUG - 3. Ukazuje se, ze atypicky purin-
purinovy par je ziejmé dulezity z hlediska vytvofeni stabilni prostorové struktury,
ktera je vhodna pro vytvoreni ,kissing* komplexu vlasenky TAR s aptamerem R06.
Kromé samotnych RNA smycek byl méten také jejich smésny roztok, kde by se
mély vytvaret tzv. kissing komplexy (viz schéma na Obrazku 5.3), coz je pozadovana
interakce diky které R06 inhibuje regula¢ni funkci TAR.

Vzorky (segment TAR vlasenky a aptamer R06) byly zakazkové piipraveny
firmou Dharmacon.

Pro stabilizaci pH byl pouzit 20 mM kakodylatovy pufr (CacNaKMg). Do
pufru byl ptiddn 20 mM chlorid sodny (NaCl), 140 mM chlorid draselny (KCI) a
3 mM chlorid hote¢naty (MgCl,). VSechny chemikalie (kakodylat sodny, HCI, NaCl,
KCI, MgCl,) byly zakoupeny od firmy Fluka. Na pH-metru Orion bylo zméteno
pH 6,3. Na zavér ptipravy byl pufr prefiltrovan pres filtr MILLEX GP od firmy
Millipore Corporation s primérem pora 0,22 pum.

Tyto vzorky byly méfeny v nésledujicich koncentracich: vlasenka TAR
v koncentraci 66 uM a 149,7 uM, aptamer R06 v koncentracich 56,25 uM a 125 puM,
smés TAR + RO6 v koncentracich 61,125 uM a 137,35 uM. VSechny uvedené
koncentrace jsou koncentrace ve vlasenkach.
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Obrazek 5.3: Schéma , kissing* komplexu vldsenky TAR a jejiho aptameru R06.
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6 Diferenéni skenovaci mikrokalorimetr

6.1 Specifikace diferen¢niho skenovaciho kalorimetru

VSechna méfeni byla provedena na komer¢nim diferenénim skenovacim
kalorimetru na Fyzikalnim ustavu UK na Odd¢leni fyziky biomolekul. Jednd se o
model 6100 Nano-DSC II od firmy Calorimetric Science Corporation. Tento
diferen¢ni skenovaci mikrokalorimetr je uréen pro termodynamickou charakterizaci
biomolekul v roztoku v Sirokém teplotnim rozsahu. Podrobna specifikace pfistroje je
v Tabulce 6.1, schéma mikrokalorimetru je na Obrazku 6.1.

Tabulka 6.1: Specifikace kalorimetru 6100 Nano-DSC II

Cas odezvy poloCas =5's
Opakovatelnost zakladni linie standardni odchylka; + 4 pcal deg™” pii ohfevu 1 K min™
Sum z4kladni linie standardni odchylka; + 0,015 pW
Konstrukce kyvety kapilara; 24K zlato
Objem vzorkové kyvety 0,299 ml
Objem referenc¢ni kyvety 0,298 ml
Rozmezi pretlaku v kyvetach 0-3atm
Rozmezi teplot pro skenovani (-10)-130 °C
Rychlost ohfivani nastavitelné od 0 do 2 K min™
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Obrazek 6.1: (a) Schéma mikrokalorimetru Nano DSC II. 1 — platinovy teplomér; 2 — jednotka fidici
teplotu; 3 — obvod méfici teplotu; 4 — ohfivaci a chladici Peltierovy prvky; 5 — kontrolni blok teploty;
6, 7 — kyvety; 8 — diferen¢ni termosenzor; 9, 10 — topna t€liska vyrovnavajiciho ptikonu; 11 — plast’; 12
— blok vyhodnoceni a odezvy na signal termosenzoru; 13 — datovy soubor; 14 — zesilova¢ signalu; 15 —
kompenzaéni mistek vyrovnavajiciho ptikonu; 16 — manostat; 17 — tlakovy senzor; 18 — méfi¢ tlaku.
(b) Detail métici jednotky kapilarnich kyvet. 6, 7 — kapilarni kyvety.
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V kalorimetru je tepelny plast ohfivdn a ochlazovan konstantni rychlosti.
Ohtev nebo ochlazovéani kyvet je pfitom zajiStovan tepelnym tokem pies piivodni
trubicky, které jsou s plastém v kontaktu. Teplota plasté je kontrolovana pocitacem.
Obvod méfici teplotu porovnavé referencni napéti snapétim na platinovém
teploméru, ktery je uvniti tepelného plasté. Po zjisténi rozdilu pocita¢ nastavi napéti
na ohfivaci a ochlazovaci Peltierovy prvky. Tato zpétna odezva zajisti, ze kyvety
jsou ohfivany a ochlazovany konstantni rychlosti. Maximalni rychlost zmény teploty
je 2 K min™ a minimalni 0 K min™, coZ odpovida izotermnimu méfeni.

V tomto kalorimetru je pouzita polovodiCova termoelektricka baterie jako
diferen¢ni termosenzor. Teplotni rozdil mezi kyvetami vyvolava napétovy signal
termosenzoru, ktery je dale zesilen. Po vyhodnoceni signalu se zapina jako odezva na
tento signdl jedno nebo druhé piidavné topné télisko. PouZitim vhodného
dorovnavaciho ptikonu topného téliska je udrzovan teplotni rozdil v blizkosti nuly.
Topna téliska jsou pfipojena piimo ke kyvetdm a ovladédna zpétnou odezvou
kontrolniho algoritmu a kompenza¢nim mustkem. Velikost dorovnavaciho ptikonu je
zaznamenavana pocitacem.

Kyvety jsou vyrobeny z24 karatového zlata ve tvaru navinuté kapilarni
trubicky a nedaji se z kalorimetru vyjmout. Profil kapilarniho labyrintu minimalizuje
moznost vzniku teplotniho gradientu uvniti kyvety. Zlaté kyvety jsou doplnény
platinovymi pfivodnimi trubi¢kami, pomoci nichZ se kyvety plni. Trubicky jsou
otevieny do manostatu, ktery udrzuje konstantni ptetlak. Objem samotnych kyvet je
pfiblizn€ 300 pl, na uplné naplnéni (i s ptivodnimi trubickami) je vSak potieba 600 pl
roztoku.

Pretlak v manostatu je nastaven polohou manualné ovladaného pistu
v tlakovacim vélci, ktery umoznuje nastaveni pretlaku 0 -3 atm. Pretlak
v kyvetovém prostoru je méfen pomoci piezoelektrického senzoru. Informace o
nastaveném pietlaku, teplot¢ plasté a dorovnavacim piikonu je prabézné
zobrazovana na monitoru pocitace. Mikrokalorimetr je uplné fizen pomoci firemniho
pocitacového programu DSCRun. Podle vyrobce kalorimetr neni citlivy na béznou
zménu pokojové teploty a vlhkosti.

6.2 Zakladni DSC experiment

Pfed méfenim na diferencnim skenovacim kalorimetru je nutné dikladné
odvzdus$nit métené roztoky. Pokud by byly do kyvet vlozeny neodvzdusnéné vzorky,
mohly by se vlivem zvySujici se teploty vytvofit bublinky, které by znehodnotily celé
méfeni. V zadznamu zméfeni se bubliny projevi velkymi fluktuacemi
v dorovnavacim piikonu. K odvzduSiiovani se pouziva exsikator, kde vyvévou
snizujeme tlak. Odvzdusiovani probihd pfiblizn€¢ 25 minut za stalého michani
roztoku magnetickym michadélkem ve sklenéné nadobce pii pokojové teploté. Vliv
odvzdusiiovani na koncentraci vzorku byl zkouman jiz v rdmci bakalarské prace
(Ottova, 2007), kde bylo zjiSténo, zZe relativni tbytek objemu vodného roztoku za
jednu hodinu ¢ini asi 5,5 %.

Béhem piipravné faze pred vlastnim experimentem je vhodné si piipravit
kalorimetr provedenim tzv. pfedbéhu. Jde o jeden teplotni cyklus (jedno ohfivani a
jedno ochlazovani), béhem kterého se na sténach kyvet vytvofi stabilni povrchova
vrstva a pii vlastnim méfeni by jiz nemélo dochdzet k dalsi interakci stén kyvet
s roztoky. Pfedb¢h probihd pouze s rozpoustédlem, které je naplnéno do obou kyvet.
Rychlost ohfevu je mozno nastavit vyssi neZ pfi samotném méfeni.
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Poté co mame takto ptipraveny kalorimetr i méfené roztoky, mizeme ptistoupit
k samotnému méteni. Méfeni je rozdéleno na dvé Casti. V prvni fazi experimentu
jsou ob¢ kyvety naplnény rozpoustédlem a zméfi se nekolik zakladnich linii
(baseline). V druhé fazi se odsaje ze vzorkové kyvety rozpoustédlo a kyveta se opét
naplni, tentokrat vSak vzorkem a méii se teplotni charakteristika vzorku.

Roztoky se do kyvet plni pomoci pipety, na jejiz Spi¢ku je nutné nasadit kousek
hadicky. Hadic¢ka vytvaii spojku mezi ptivody kyvety, na které se nasadi, a Spickou
pipety. Pfi manipulaci sroztoky je nutné dat pozor, aby se nevytvofily v jiz
odvzdusnéném roztoku opét bublinky. Po naplnéni kyvet roztokem se na jednu
ptivodni trubi¢ku kazdé kyvety nasadi plastova cepicka. Cely kyvetovy prostor se
uzavie vickem s tlakovacim pistem a ru¢né se nastavi pretlak.

Pifed zacatkem experimentu se v programu DSCRun zaddvaji parametry
méteni, tj. pocet skenli, méfeny teplotni interval, rychlost zmény teploty a smér
prvniho skenu. Rychlost zmény teploty se mlze liSit pro ohfivani a ochlazovani.

6.3 Vymyvani kalorimetru

Po kazdém experimentu je nutné dikladné¢ vymyt kyvety kalorimetru, aby
nedoslo k negativnimu ovlivnéni dalS§iho experimentu. Kyvety jsou v kalorimetru
umistény fixné€, proto se musi vymyvat specialnimi procedurami.

Po méfeni se bézné¢ provadi tzv. klasickd procedura myti. Bcéhem této
procedury se naplni obé kyvety kalorimetru 50% kyselinou mravenci a spusti se
jeden ohiev od 25 °C do 80 °C rychlosti 1 K min™. Poté co se kyvety opét ochladi na
25 °C je nutné je proplachnout 11 deionizované vody. Tato procedura vymyvani
kalorimetru trva celd asi 1,5 hodiny a je vhodné provést ji dvakrat. Pokud
experimenty nenavazuji hned za sebou, je vhodné provést jednu klasickou proceduru
vymyvani i pfed experimentem, aby byla zaruc¢ena Cistota kyvet.

Pokud je potieba vymyt kalorimetr dikladnéji, je mozno pouzit jinou
proceduru. Vzorkova kyveta se nejprve naplni roztokem pepsinu s koncentraci
1 mg ml"'. Rozpoustédlem je 2% kyselina octové s 0,5 M chloridem sodnym (NaCl).
Referencni kyvetu naplnime pouze deionizovanou vodou, protoze nepiedpokladame
vyrazné zneCisténi referencni kyvety. Takto naplnéné kyvety kalorimetru nechdme
oteviené (ani necepickujeme, ani neuzavirame vickem s tlakovacim valcem) a
zahfejeme na 30 °C a nechame na této teploté alespont 3 hodiny (Iépe je déle). Poté
proplachneme deionizovanou vodou (alesponi 100 ml). Druhym krokem je vlozeni
4 M roztoku hydroxidu sodného (NaOH) do obou kyvet a zahtati na 90 °C, na této
teploté ohfev zastavime a nechame celou noc. Po dosazeni teploty 90 °C a ustaleni
hodnoty dorovnavaciho piikonu se vSechny Ctyii piivody uzaviou plastovymi
¢epickami, aby ptes noc nedoslo k odpatreni vody. Druhy den se kyvety ochladi zpét
na 25°C, a pak se hydroxid sodny odsaje a kyvety se proplachnou 100 ml
deionizované vody. Tfetim bodem procedury je naplnéni obou kyvet 50% kyselinou
mravenci. Ohfejeme na 75 °C a tam ohifev zastavime na 20 minut. Po nasledovném
zpétném ochlazeni na teplotu 25 °C opét proplachneme 100 ml deionizované vody.
Poslednim krokem je proplachnuti 100 ml 2% SDS a na zavér nechdme pies kyvety
precerpat 1 1 deionizované vody. Cela procedura zabere 2 dny.

6.4 Pripravné zpracovani namérenych dat

Zpracovani namétenych dat a ziskdvani termodynamickych charakteristik
méfenych vzorkd se provadi fitem naméfenych pribéhd na odpovidajici
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termodynamicky model. NeZ je mozno naméiené hodnoty fitovat, je nutna pocatecni
piiprava dat.

Kalorimetr béhem meéfeni zaznamenava hodnotu teploty, vyrovndvaciho
ptikonu a casu v pravidelnych ¢asovych intervalech (cca 6 s). Zakladnim vystupem
je tedy zévislost dorovnavaciho piikonu na teploté. Z naméfenych hodnot teplot a
¢asu byla pomoci programu Microcal, ktery byl vytvofen doc. RNDr. Jifim Bokem,
CSc. zFU UK na zakladé pozadavkd formulovanych v ramci predkladané prace,
numericky vypocitdna derivace teploty podle Casu pro kazdou zaznamenanou
hodnotu teploty. Program pocita derivaci kvadratickym fitem z 25 bodi. Namétené
hodnoty teplotni zavislosti vyrovnavaciho ptikonu jsou poté vydéleny vypocitanou
derivaci, ¢imz je ziskana veli¢ina dQ/dT, pro kterou podle vzorce (4.5) plati vztah

jg ety + (et -y )pcs|- vt p s, (6.1)
pro skeny se vzorkem. Pro zékladni linie pak z (4.6) dostavame vztah

dQTO cel cel

e ) I (62)

Program jesté pievede hodnoty dQ/dT na jednotnou ekvidistantni teplotni
stupnici s krokem 0,1 °C.

Protoze zékladni linie pii opakovaném méteni trochu ,,plavou®, snazili jsme se
pouzivat linie naméfené tésn¢ pied vlozenim vzorku. To lze jednoduSe ud¢lat
v pfipadé ohievu, ale posledni zdkladni linie pro ochlazovani neni z dtvodu
vkladani vzorku uplna. Proto byl zvolen nasledujici postup. Byl uren pramér
zakladnich linii z pfedchézejicich skent a linearni funkci aproximovéana jeho
odchylka od neporuSené ¢asti posledni linie. Tato odchylka byla pak k primérnému
pribéhu pfictena v celém teplotnim intervalu a tim co nejlépe aproximovan prab¢h
zéakladni linie posledniho skenu pro ochlazovani.

Tyto zékladni linie byly pfimo odecteny od skenti se vzorkem. Podle (6.1) a
(6.2) tak dostavame veli¢inu

d7Q _ erozp

:Vcellcvzcvz _VVZ CS, 63
i dar - N P (6.3)

kde ¢len V¥ pCs vétsinou neni znam, ale pfi dalSim zpracovani je mozno
predpokladat jeho nepfili§ vyraznou (linearni) zavislost na teploté.

Na zavér celého predzpracovani dat se omezi teplotni interval a to kvili
pirechodovym oblastem, které se nachazeji vzdy na zacatku skenu a jsou zpiisobeny
prechodem z ustdlené¢ho stavu o neménné teploté do stavu, kdy se teplota plynule
meéni konstantni rychlosti.

6.5 Termodynamické modely: dvoustavovy model

Pii fitovani DSC kiivek tepelné¢ indukovaného rozpadu duplexti nukleovych
kyselin se nejcastéji uvazuje jednoduchy dvoustavovy model, ktery predpoklada, ze
ve vzorku se nachdzeji bud’ komplexy, nebo volna vlédkna. Jedna se tedy o prechod
bez mezistavu. Rozpad komplexu je spojen se zménami termodynamickych veli€in,
tedy se zvySenim entalpie i entropie. Obvykle se udavaji zmény termodynamickych
veli€in spojené s vytvorenim komplexu, tedy jako AH <0 a AS<0.
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Komplex ze dvou raznvch olisonukleotidu

Duplexy jsou tvoreny ze dvou druht vlaken, jejichz sekvence jsou vzajemné
komplementarni. M¢tfeny vzorek je vytvofen jako smésny roztok spomérem
koncentraci obou typt vldken 1:1.

Pfi zvySovani teploty se obecné méni koncentrace duplexi ¢™ a soudasné i
volnych vlaken ¢* (oznacuje koncentraci jednoho druhu volnych vlaken) v roztoku;
jejich souvislost mizeme vyjadfit rovnici:

=0 — Cdu’ (64)
kde ¢ je koncentrace roztoku vzorku vyjadiena v koncentraci jednoho vlakna
(soucasn¢ je to pii daném stechiometrickém poméru maximalni dosazitelna
koncentrace duplext).

Pro duplexy vytvorené ze dvou riznych vlaken mtizeme vztah (6.3) prepsat do
tvaru:

dQ erozp 11| du~d 1 2 de™
—=— =V cMCM+cB\CY +C )+ AH -V pCs, 6.5
ar = |G e R et v (©-2)
kde C;’“, C;Sl, C;SZ jsou po tfad€ molarni tepelné kapacity duplexu, jednoho a

druhého typu volnych vladken. Pii fitovani se predpokladda linearni zavislost vSech
téchto molarnich tepelnych kapacit na teploté.

Rovnovaznou konstantu (definovanou vztahem 1.2a) lze vyjadfit jako pomér
koncentraci duplexu a soucinu koncentraci volnych vldken. Z predpokladu
stechiometrického poméru 1:1 a vztahu (6.4) dostavame:

Cdu cdu

sslcs52 - (CVZ —Cdu )2 :

Z rovnice (6.6) je mozno ziskat vztah pro vypocet molarni koncentrace
duplexii:

o v —1++1+4Kc"”

K(T)= 5 (6.6)

= 6.7
K (6.7)
Rovnovazna konstanta se pak vyjadii z Van't Hoffovy rovnice pro dvoustavovy
model:
AH —TAS
K(T)= expl ———— |, 6.8
()= o p[ RT] (6.8)

kde ¢"™° je molarni koncentrace vody (c¢"°= 55,5 M).
S pouzitim vztaht (6.7) a (6.8) lze urcit derivaci koncentrace duplexti podle
teploty:

de®™ —1-2Kc"* ++/1+4Kc"™ AH

(6.9)

dr 2K-1+4Kce™ RT’®

Naméiena data se fituji pomoci rovnice:

do dg,,

dr dT
kde prvni dva ¢leny na pravé strané fituji pozadi a tieti ¢len odpovida DSC pasu
v oblasti pfechodu. Fit ma Sest volnych parametrt (4o, A1, Bo, B1, AS, AH).
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Komplex ze dvou stejnych auto-komplementarnich vlaken

Pro auto-komplementarni vldkna je mozno pouzit stejny model, rovnice se vSak
musi adekvatné upravit. Méfeny vzorek obsahuje pouze jeden typ vldken. Pii
zvySovani teploty se méni koncentrace duplexti a volnych vlaken podle vztahu:

SS _ vz du
c’=c"=-2c", (6.11)
v tomto piipadé je ¢ udavajici koncentraci jednoho typu oligonukleotidii souc¢asné
celkovou koncentraci oligonukleotidl ve vzorku.
Vztah (6.5) piejde na vztah:

diQ _ erozp
dr dT

Rovnovaznou konstantu danou vztahem (1.2b) vyjadiime jako pomér duplexti a
volnych vldken vztahem:

du
—ysl cet g oses 4 A %
dr

—VpCs. (6.12)

Cdu cdu

(css)z - (CVZ s )z '

Z rovnice (6.13) lze ziskat vztah pro vypocet molarni koncentrace duplex,
vysledny vztah je:

ol _ c” —1++1+8Kc" .
2 8K
Van’t Hoffova rovnice ma pro oba typy vlaken stejny tvar a tedy rovnice (6.8) plati
1 pro auto-komplementarni vlakna.

Z rovnic (6.8) a (6.14) se tedy vypocita derivace molarni koncentrace duplext
podle teploty:

de™  —1-4Kc” +-/1+8Kce"” AH

ar 8K-1+8Ke™  RT?
Name¢tena data se fituji pomoci rovnice:
diQ _ erozp
dr dT

K(T)= (6.13)

(6.14)

(6.15)

du
= (4, + AT )" +(B, + BT )" —2¢™ )+ Vv‘;""AHd;T. (6.16)

Jednomolekularni pirechody (vlasenky)

Jeden piechod

U oligonukleotidi mtize dochézet i ke vzniku intramolekuldrnich komplext. To
je ptipad vzniku vlasenky, pii kterych se spoji oba konce jednoho vldkna (pokud jsou
na nich vzijemné komplementarni sekvence) a vytvori stonek, na jehoz konci
zlstane nesparovana smycka.

Pfi zvySovani teploty se méni molarni koncentrace uzavienych (c%) a
otevienych (c*”) vlasenek podle vztahu:

=" (6.17)
koncentrace vzorku ¢'* se opét udava jako koncentrace vlaken.

Vztah (6.5) ma pro pfipad vlasenek tvar:

40 _ Qo =y {c“C“l +c¢®C* + AH de”
dr dT v P P dr

Rovnovazna konstanta vyjadiuje pomé&r uzavienych a otevienych vlasenek:

—V"pCs. (6.18)
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cl cl

C c

KT)="v=" —a (6.19)
Cc c —C
Odtud:
oo = K™ (6.20)
1+ K

V tomto ptipadé (v ptipadé jednomolekularni reakce) je rovnovazna konstanta
bezrozmérna veli¢ina a Van’t Hoffova rovnice bude mit tvar:
AH — TAS]

o (6.21)

K(T)= exp(—
Z rovnic (6.20) a (6.21) vyjadiime derivaci koncentrace uzavienych vlasenek
podle teploty:

dc® _ Ke"” AH
dT  (1+K) RT*

(6.22)

Zékladni rovnice, pomoci niz se fituji naméfend data zastava ve stejném tvaru
. di ’ 1
jako (6.10) (pouze ¢ nahradime ¢%):

de _ erozp
dr dT

Dva piechody

Nase méfeni ukdzala, Ze vldsenky mohou mit dva teplotné¢ indukované
prechody. Prvni (nizkoteplotni) odpovida ziejmé& rozvolnéni geometrie smycky a
druhy (vysokoteplotni) odpovida rozpadu vlasenky, a tedy rozpleteni stonku. Pokud
se v DSC kiivkach objevi dvé oblasti pfechodu, je na jejich fitovani potieba pouzit
specidlni rovnice.

Vychazime z rovnovahy mezi tfemi stavy:

dccl

=(4y + AT )" + (B, + BT e —c )+ VE"AH i (6.23)

1~ 273

(6.24)
-Kj -Ky
Vztah (6.5) se pro tento ptipad piepise do tvaru:
d
40 Cuy =Vl e,C, +¢,C2 +¢,C, + AH, e, AH, dle; +e,)]_ V¥ pCs.
dr dr dar dr
(6.25)

Koncentraéni poméry mezi obéma stavy pak popisuji dvé rovnovazné
konstanty:

K.(T)="°". (6.26)
¢,

K,(T)="2. (6.27)
3

Z téchto dvou vztahii vyjadiime jednotlivé koncentrace:

K K,c"”

= (6.28)
1+K, +K K,

¢
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vz
K,c

= 6.29

* 1+K,+KK, (6.29)
CVZ

= 6.30

* 1+K,+KK, (6.30)

Pro rovnovazné konstanty K; a K, plati stejné¢ vztahy jako pro rovnovaznou
konstantu v pfipad€ jednoho ptechodu u vlasenek (viz vztah 6.21):

AH, —TAS, j

i=12. 6.31
RT i (6.31)

K, (T)= exp(—

Z rovnic (6.28), (6.29) a (6.31)se odvodi vztah pro derivaci koncentraci ¢; a c;
podle teploty:

de,  KKye, AH,(1+ K, )+AH, 6.32)
d7  (1+K, +K,K,) RT? ’ '
de, _ K,c* : —AHlKlKj +AH, 6.33)
a7 (1+K, +KK,) RT

DSC kiivky dvou teplotné¢ indukovanych piechod se potom fituji pomoci
rovnice:

d
dQ 40wy _ (4, + AT)c, +(B, + B,T)c, + (D, + D,T)c, +
r dr (6.34)
LVEIAR, % VAR d(cczi;'cl)

Urceni zmény entalpie primou integraci

Jinym moznym postupem pro uréeni AH je pouziti parametri Ao, 41, By a B
ziskanych bud’ fitem na c¢asti DSC kiivky mimo ptfechod, nebo =z fitu podle
prislusného termodynamického modelu slouziciho pak pouze jako prvni odhad. Tim
ziskame prab¢h pozadi DSC kiivky:

d
(%’j“ = (4, + AT)™ + (B, + BT e —c™). (6.35)

Takto ziskané pozadi je nasledné mozné odecist od ptedzpracovanych dat

danych rovnici (6.5) a ziskat tak tepelnou kapacitu prechodu (excess heat capacity):

Cexcess — de _ deZp _ deas
P dr dr  dT

Z této kiivky je mozné uréit zménu entalpie pfimou integraci bez nutnosti
pouziti konkrétniho termodynamického modelu:

(6.36)

AH = lc [eges(ryr. (6.37)
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6.6 Termodynamické modely: McGhee — von Hippeliv
model

McGhee — von Hippeliv model (McGhee, von Hippel, 1974) popisuje vazbu
ligandu k polymeru a jeho pouziti se tykd tvorby komplexii mezi
deoxythymidinovymi patnactimery a polyadenylovou kyselinou. V ptipad¢ aplikace
dvoustavového modelu se na polymerni vldkno RNA pohlizi jako na soubor
nezavislych segmentd o délce patnacti nukleotidii. Jinymi slovy, jednostavovy model
nerozliSuje mezi tim, zda protéjSkem pro vazbu oligo-deoxythymidind jsou oligo-
adenosiny o stejné délce, nebo polymerni molekula o délce fadové tisicti nukleotidii.
McGhee — von Hippellv model vystihuje to, Ze vazba ligandu, ktery k vazbé
potfebuje urcity souvisly usek polymeru, mize zpusobit vétsi ubytek vazebnych mist
na polymeru, pokud se navaze pobliz jiného ligandu v takové vzdalenosti, ze mezi
nimi uz neni dostate¢n¢ volny usek pro vazbu ligandu tretiho.

Pokud u vazby ligandii neni kooperativita, tedy ligandy se vdZou se stejnou
pravdépodobnosti blizko sebe jako daleko od sebe, pak podle tohoto modelu plati
vztah:

r 1—nr "
"o k(- nr)(l 7 _1)rj , (6.38)

kde parametr r vystihuje relativni GspéSnost tvorby komplexu, L je koncentrace
nenavazanych ligandl, K je rovnovazna asociacni konstanta a n oznacuje pocet
monomerd polymeru potiebnych k navazani jednoho ligandu (v nasem piipadé
n=15). Parametr r je pomér mezi poctem navazanych ligandi a poctem
monomernich jednotek polymeru, coZ pti bazové stechiometrii 1:1 je:

cdu

, (6.39)

=
vz

nc

kde ¢ je koncentrace duplexu a ¢'* je koncentrace oligonukleotidi. Koncentraci
nenavazanych ligandl L vyjadiime vztahem:

L=c"—c" =¢" (1 - nr). (6.40)

Odlisnost zlomku na pravé strané vztahu (6.38) od jedniC¢ky je mirou, jak se
tento model 1i8i od jednoduchého dvoustavového modelu.

Pokud vs$ak neni stejna pravdépodobnost, ze se ligandy navazi blizko nebo
daleko od sebe, miize byt do vztahu (6.38) zaveden dalsi parametr tzv. kooperativita
vazby w:

r_ K(l_nr)((za)—l)(l—nr)+r—RJ"‘l(1—(n+1)r+Rj2’ 641)

L 2w —1)1-nr) 2(1-nr)

kde R je dano vztahem:

R=-[[1-(n+1)T +4er(1-nr). (6.42)

Kooperativita @ ptedstavuje rovnovaznou konstantu mezi vazbou ligandu do
blizkosti jiného ligandu a vazbou ligandu do vzdalenéjSiho mista. Pokud ligandy
uptednostiiuji vazbu blizko sebe, pak je @w>1, vtom ptipadé oznacujeme
kooperativitu jako pozitivni. Naproti tomu, pokud ligandy maji tendenci vazat se
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daleko od sebe, pak je w <1 a kooperativitu oznacujeme jako negativni. V pfipade,
ze je w = 1, pak zadna kooperativita neni a vztah (6.41) pfechazi v (6.38). Samotny
tvar rovnice (6.41), vSak neni vhodny pro fitovani, protoze pii @ =1 dostavame u
prvniho zlomku neurcitost typu 0/0. Jednoduchou upravou vSak muzeme pievést
tento vztah do vhodnéjsiho tvaru:

Z:K(l—nr)(( 20(1—nr) ]H(l—(n+l)r+Rj2. (6.43)

20)—1)(1—nr)+r+R 2(l—nr)

6.7 Termodynamické modely: hystereze

Pokud je rychlost zmény teploty pii experimentu piili§ vysoka v porovnani
s teplotni zavislosti rychlostnich konstant a v systému se tedy nestihne ustalovat
rovnovaha, je pii dané teploté koncentrace komplexti vyssi pii ohfevu a nizsi pii
ochlazovani, nez koncentrace rovnovazna. Pro ohfev a ochlazovani dostavame rtizné
teplotni zavislosti — tedy hysterezi. Hysterezni priubéhy nelze vypocitat analyticky.
Vyhodnocenim experimentalné urcenych hystereznich pribehti se zabyvali Rougee a
kol. (1992). lJejich pfistup jsme modifikovali pro méfeni DSC kiivek a
jednomolekulérni ptechod.

Vychazime z rovnovahy mezi dvéma stavy:

k'd

=2

kde £, je teplotn¢ zavisla rychlostni konstanta pii ptfechodu ze stavu 1 do stavu 2 a k,
je rychlostni konstanta opa¢ného piechodu. Déile mlizeme vyjadiit Casovy vyvoj
populaci stavii 1 a 2 vztahy:

(6.44)

dc; = kye, —k.c,; (6.45)
de
o ke ke (6.46)

Systém se vzdy snazi dostat do rovnovahy, ¢asova zavislost tohoto déje je pfi
stalé teploté¢ exponencidlni. Poté co systém pfejde do rovnovéhy, musi byt casova
zména koncentrace nulova, a tedy plati:

ke _k, (6.47)
ka c2

kde K je rovnovazna konstanta (vztazena k ptrechodu 2 — 1).

Zavedeme relativni vytézek reakce vztahem:

o _a (6.48)
c+c, c

kde ¢y, je koncentrace vzorku. Se zavedenym relativnim vytézkem miiZzeme vztahy

(6.46) a (6.47) ptepsat do tvaru:
‘L‘f =k, —alk, +k,). (6.49)

Jestlize se teplota méni rovnomérné, a tedy plati vztah
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Tt)=T,%¢t, (6.50)
kde horni znaménko plati pro ohiev a spodni pro ochlazovani, pak lze teplotu brat
jako jednoznacnou funkci ¢asu a plati:

da _dadl _da . (6.51)

de dT dr dT

Dosazenim vztahu (6.51) do vztahu (6.49) ziskame pro ohfivani vztah:

d k k, k
I L (6.52)
¢ s <
pro ochlazovani pak vztah:
d k k, k
a, :—a+ac(a+b]. (6.53)
dr S s <
Resenim t&chto rovnic pak dostaneme vztahy:
ac—dah +a, da, (I-a, }—dah +(1-a,) da,
cxc - ah ac - ah
e da, da, . . .. ) . .
Veli¢iny «, ,7,050 " je vsak tfeba urcit z experimentu. To je v principu

mozné, pokud se nam poradi izolovat pas DSC kiivky a vyuzit toho, Ze jeho tvar je
umérny casové zmeéné vytézku reakce.
Z termodynamiky jsou znamy nasledujici vztahy:

AH —TAS AH AS
K(T)=exp|l ————— |=exp| ——— |exp| — |; 6.55
(T) p RT ] p( RT] p(Rj (6.55)
AE — AH
k =klexp - —— —— ; 6.56
. =k, exp RT j (6.56)
AE
kb = kl? EXp —MJ, (657)

kde AE je aktivacni energie prechodu. Na zaklad¢ téchto vztahli je mozné ze
smérnice Casov¢é zavislosti logaritmu rychlostnich konstant uréit AH a AE, a
z poméru amplitud jejich exponencidlni zavislosti AS:

kO
Ko _ exp(fj : (6.58)

a
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VYSLEDKOVA CAST

7  Ovérovaci a testovaci méreni

Prvnim tkolem diplomové prace bylo provedeni série testovacich méteni, ktera
méla ovéfit a stanovit absolutni a relativni pfesnost méfeni diferencniho skenovaciho
kalorimetru a zjistit citlivost vysledkii méfeni na volbu parametrii a postupu méfeni.

7.1 Kalibrace kalorimetru

Absolutni presnost diferenéniho skenovaciho kalorimetru byla zjisStovana
v experimentech, pfi kterych byly pouzity dvé latky se zndmou tepelnou kapacitou.
S ohledem na dostupné literarni udaje o teplotni zavislosti tepelné kapacity a
priblizeni se podminkdm naSich experiment byly vybrany lehka (H,O — Braibanti,
1996) a tézka (D,0 — Braibanti, 1996) voda.

Nejprve jsme naplnili obé kyvety kalorimetru lehkou vodou a nechali
probéhnout né€kolik méficich teplotnich cykli. Méfili jsme v teplotnim intervalu od
6 °C do 96 °C, rychlost zmény teploty byla 1 K min™ pro oh¥ivani i ochlazovani. Ve
druhém experimentu byla vzorkova kyveta naplnéna téZkou vodou a referencni
kyvetu jsme naplnili lehkou vodou. Parametry experimentu jsme ponechali stejné,
tedy teplotni interval 6 —96 °C a rychlost zmény teploty 1 K min"' pro ohfev i
ochlazovani. Na Obrazku 7.1 jsou zobrazeny prvni skeny z obou experimenti.

2400 +— 2363

2200 - s

NN

AP, [UW]
AN
NN
NN

30 28
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10 4

20 30 40 50 60 70

T, [°C]
Obrazek 7.1: Urceni absolutni tepelné kapacity. Modra kiivka je prvni sken z experimentu s H,O (obé
kyvety: H,0), zelena kiivka prvni sken z experimentu s D,O (referenc¢ni kyveta: H,O; vzorkova
kyveta: D,0). Parametry méfeni byly u obou méfeni shodné (rychlost zmény: 1 K min™'; teplotni
interval 6 — 96 °C).
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Teplo potiebné k ohtati kapaliny Ize vypocitat podle vzorce:
O=c,pVAT, (7.1)

kde ¢, mérna tepelnd kapacita kapaliny, p je hustota kapaliny, V' je ohfivany objem
kapaliny a AT je zména teploty kapaliny. Dale lze vypocitat tepelny tok podle
vztahu:

0

Ve (7.2)

kde At je Cas potiebny k ohfevu o AT.

Mérna tepelna kapacita c,, 1 hustota p jsou teplotné zavislé veliCiny. Tabelovana
hodnota mérné tepelné kapacity pii teploté 25°C je 4,179 61 g' K' pro H,O
(Braibanti, 1996) a 4211 Jg"' K pro D,O (Braibanti, 1996). Tabelované hodnoty
hustoty pii 25 °C jsou 997,048 kg m™ pro H,O a 1104,4 kg m™pro D,O (Lide a
Frederikse, 1993). Spocitali jsme tepelné toky pro vodu i té¢zkou vodu a rozdil téchto
hodnot:

APtecorie = QDZO - QHZO . (73)

Vypocitany rozdil tepelnych tokd by mél odpovidat rozdilu experimentalné
zjisténych hodnot dorovnavacich piikond:
AP =AR, o —AR, . (7.4)

cxpcrlmcnt
Hodnotu ziskanou vypoftem jsme porovnali shodnotou zjisténou
z experimentll. V Tabulce 7.1 jsou uvedeny vSechny vypocitané a namétené
hodnoty. ZjiStény rozdil mezi hodnotami je 3 % ztabulkové hodnoty. Pokud
vyjdeme z ptedpokladu, ze se vtomto rozdilu nepromitaji nepiesnosti literdrnich
udajt, lze dojit k zdvéru, Ze méfeni kalorimetru ma absolutni chybu 75 uW pii
rozdilu vyrovnavacich ptfikont 2,3 mW. Tuto chybu lze z¢asti pficist chybé métidla
vyrovnavaciho piikonu a zC€asti nevyrovnanosti tepelnych tokii mezi zakladnim
termoregulacnim prvkem a méficimi kyvetami. Mizeme tedy piedpokladat, Ze pii
menSim rozdilu tepelnych kapacit méfici a referenéni kyvety (pfi naSich
experimentech s nukleovymi kyselinami se vyrovnavaci piikony pohybuji
v hodnotéach do = 100 uW) se relativni chyba métidla nebude zvétSovat.

Tabulka 7.1: Vypocitané a experimentalni hodnoty dorovnéavaciho pfikonu pfi testovacim méfeni
ptesnosti kalorimetru.

H,O D,O
@ [pW] 20 766 23176
AP [upW] 28 2363
AI,teoret. [”W] 2 410
AI’experiment [HW] 2335

7.2 Vliv rychlosti zmény teploty

Provedli jsme srovnavaci meéfeni pii raznych rychlostech zmén teploty,
abychom zjistili, zda se pfi zméné rychlosti zméni smérnice a absolutni hodnota
dorovnavaciho piikonu a zda jsou tyto rozdily imérné nastavené rychlosti teplotni
zmény.

Experimenty byly provadény stézkou vodou (referencni kyveta: H,O;
vzorkova kyveta: D,0), v teplotnim intervalu 6 —96 °C pfi rychlostech zmény
teploty: 1,5 K min™', 1 Kmin™ a 0,5 K min™ (viz Obrazek 7.2).
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Obrazek 7.2: DSC zaznam pro rdzné rychlosti zmény teploty. Vzorkova kyveta: H,O; referencni
kyveta: D,0, teplotni interval 25 — 65 °C; rychlost zmény teploty (ohfivani i ochlazovani): 1,5 K min™
(¢ervend), 1,0 K min™' (zelend) a 0,5 K min"' (modra). V grafu jsou uvedeny hodnoty dorovnavaciho
ptikonu pti 40 °C a rovnice piimek, kterymi lze prub&éhy dorovnavaciho piikonu aproximovat.

Pro vSechny rychlosti jsou prubehy témét linearni, takze je lze charakterizovat
hodnotou pfi jedné referencni teploté (zvoleno 40°C) a smérnici. Pii pfepoctu na
mnozstvi tepla potiebného na jednotkovou zménu teploty (viz Tabulka 7.2) se
ukazuje, Ze namétené prubéhy si vzajemné velmi dobfe odpovidaji — nejvetsi rozdily
nepiesahuji 0,9 % z hodnoty parametri.

Tabulka 7.2: Parametry pribéhu dorovnavaciho ptikonu pfi testovacim méfeni vlivu rychlosti teplotni
zmény na vysledek méteni. Méteni D,0O vici H,O.

dT/dt AP (40°C) d(AP)AT AQ/AT (40°C) d(AQ/AT)AT

[degmin™]  [uW]  [uWdeg"]  [pJ deg’] [uJ deg?]
0,5 1115 -3,8 9,29 -0,032
1,0 2231 -7,6 9,30 -0,032
1,5 3359 -11,3 9,33 -0,031
-0,5 -1114 39 9,28 -0,033
-1,0 -2230 7,9 9,29 -0,033
-1,5 -3 331 11,9 9,25 -0,033

Lze uvazovat o dvou pfi¢inach zjisténych drobnych rozdili. Prvni pfi¢inou by
mohla byt skutecnost, Zze Cast vzorkli se nachazi v oblasti pfivodnich trubi¢ek do
méfticich kyvet, jejichZ otevieny konec je po celou dobu méfeni na pokojové teploté.
Miuze tedy difuzi dochdzet k migraci molekul mezi méfici kyvetou a konci
privodnich trubicek, coz by vedlo k vedlejsimu energetickému toku, jehoz velikost
by zavisela na rozdilu tepelnych kapacit a difuznich pohyblivosti. Tento proces by
mél mit opacny vliv na méfeni pii ohfevu a pfi ochlazovani vzorku a mél by se
zvyraziiovat se snizujici se rychlosti teplotni zmény, protoze tim by se zvySoval
pocet premisténych molekul na jednotkovou zménu teploty. NaSe vysledky vSak
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ukazuji pravé opacnou tendenci, tedy zveétSovani rozdili mezi mefenim pii ohfevu a
pfi ochlazovani se zvySovanim rychlosti teplotnich zmén.

Druhou moznou pfi¢inou je setrvacnost systému. To znamena, ze nameiena
hodnota vyrovnavaciho ptikonu neodpovida zcela pfesné aktudlni teploté, ale teploté,
ktera byla nastavena o urcity ¢asovy okamzik diive. V ptipadé naSeho méfeni, kdy
hodnota vyrovnavaciho ptikonu klesa s rostouci teplotou, to znamend, Ze pii ohtivani
by mé¢la byt naméfena hodnota AQ/AT pon€kud vyssi a pii ochlazovani naopak
ponckud niz$i; tento efekt by se mél zvyraznit pfi zvySovani rychlosti teplotnich
zmén. Tento charakter variace hodnot AQ/AT skute¢né¢ pozorujeme. Pomoci fitu
(minimum souctu ¢tvercli odchylek) sloupce AQ/AT tabulky s uvéazenim rychlosti
zmeén teploty a smérnic teplotni zavislosti (1. a 5. sloupec tabulky) podle vztahu

{i7)
(AQJ :(AQJ ¢ AT (7.5)
AT )y, \AT )y,  dT dt '

muzeme odhadnout velikost ¢asového zpozdéni udaje o hodnoté vyrovnavaciho
piikonu na At =-42 + 10 s.

7.3 Odsavani vzorku z privodnich trubicek

Nékteré experimenty provadéné na mikrokalorimetru ukazaly, Ze zfejmé
dochazi k interakci métfenych vzorkli nukleovych kyselin s platinovymi sténami
piivodnich trubi¢ek (Rihova, 2008). (Objem méficich zlatych kyvet je 300 ul, ale
plnici objem kyvet i s platinovymi pfivodnimi trubickami je pfiblizn¢ 490 pl.)
Béhem méfeni tak dochazi k tbytku vzorku v kyvetach adsorpci na stény ptivoda a
z toho divodu k poklesu efektivni koncentrace vzorku v roztoku. Tento jev je
zvlasteé vyrazny pii méfeni s polynukleotidy.

Rozhodli jsme se tedy vyzkouset postup, pii kterém se naplni pouze kyvety a
pfivodni trubiCky ziistanou prazdné. Jaké mnoZzstvi je moZno odsat, aniZ by to mélo
vliv na naméfend data, jsme zjiStovali v experimentu s postupnym odsavanim
definovaného malého mnoZzstvi. Po kazdém odsati daného mnozstvi jsme naméfili
jeden teplotni cyklus. Definované mnozstvi jsme z ptivodnich trubi¢ek odsavali
pomoci mikropipety Hamilton (25 pl). Vzhledem k tomu, ze kyvety jsou kapilarni,
rozhodli jsme se postupné odsavat vzdy stejné mnozstvi z obou ptivodul, aby bylo
zajisténo, ze hladina je v obou ptivodnich trubi¢kach na stejné Grovni.

Nejprve jsme tedy naplnili obé kyvety obvyklym zptisobem (referencni kyveta:
H,O; vzorkova kyveta: D,0O) a zméfili jsme jeden teplotni cyklus. Teplotni interval
jsme zvolili od 25°C do 65°C a rychlost zmény (pro ohiivani i ochlazovani)
1,5 K min™. Po namé&feni teplotniho cyklu jsme opatrn& odsali z kazdé kyvety 50 pl
(tedy z kazdé ptivodni trubi¢ky 25 pl). A opét jsme naméfili stejny teplotni cyklus.
Cely tento proces jsme zopakovali 4krat (pfi Ctvrtém odsavani jsme odsali pouze
40 ul z kazdé kyvety), takze celkové odsaté mnozstvi bylo 190 ul z kazdé kyvety.
Dalsi odsavani nebylo mozné, protoze se jiz pomoci mikropipety nepodafilo nic
nasat a pii dal§im odsavani bychom jiz odséavali roztok z méticich kyvet. Cely tento
experiment jsme zopakovali n¢kolikrat, abychom vylouc¢ili ndhodnou chybu.

Z experimentd vyplyva, Ze je mozno odsat 50 pl, aniz by to mélo n&jaky vliv na
méteni. Dal$i odsavani zpisobi zménu tvaru a smérnice namétenych kiivek. Ackoliv
v pfivodnich trubickéach je témér 200 pl navic (nad objem kyvet), Ize odsat pouze
¢tvrtinu tohoto mnozstvi. Na Obrdzku 7.3 jsou kfivky pro ohiivani zjednoho
z experimentd.
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Uplné naplnéni kyvet a nasledné odsati 50 ul je jedinou moznosti, jak alespofi
castecné omezit vliv pfivodnich trubicek. Naplnéni kyvet men$im objemem neni
mozné, protoze v takovém piipad¢ neni jistota (ani zpétnéd kontrola) spravného
naplnéni kapilarnich kyvet, které maji tvar navinuté trubi¢ky. Pfi odsavéni je vSak
nutné davat pozor, aby pii manipulaci sjiz odvzdusSnénym roztokem nevznikly
v kyvetach bublinky.
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Obrazek 7.3: DSC zaznam — postupné odsavani. Vzorkova kyveta: D,0, referen¢ni kyveta: H,O;
teplotni interval 25 — 65 °C; rychlost zmény teploty (oh¥ivani i ochlazovéani): 1,5 K min™.

7.4 Vliv pufru

Zakladni linie (jejich tvar a stabilita) jsou dulezité pro celé méfeni a jeho
nasledné vyhodnoceni. V rdmci provedenych experimentii jsme testovali nejenom,
jaky vliv ma na vyslednou stabilitu zdkladnich linii druh pufru a obsah soli v ném,
ale také pouzity méfici postup. U méficiho postupu nas zajimalo, zda je nutné
provadét pred métrenim predbéh. Zkoumali jsme pufry, které se bézné pouzivaji pro
stabilizaci neutradlniho pH u nukleovych kyselin (fosfatovy a kakodylatovy pufr).

Pro méteni jsme nejprve pouzili 25 mM fosfatovy pufr (pH 7,0). Do pufru byl
ptidan chlorid sodny (NaCl) tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 160 mM. Takto
vznikly pufr budeme déle oznacovat (PBNa). S timto pufrem jsme provedli dvé
méteni, jedno s pfedbéhem a druhé bez pfedbéhu. Parametry experimenti byly:
teplotni interval 2 — 97 °C a rychlost zmény teploty 1 K min™.

Na Obrazku 7.4 jsou vysledky obou experimentli (ukazujeme pouze skeny pro
ohfivani, protoze pii ochlazovani se nestabilita skenli projevuje mén¢). Z obrazku
vyplyva, ze stabilngjsi jsou zdkladni linie pro méteni pufru PBNa s pfedbéhem. Bez
predbéhu skeny vice ,,plavou”, coz je dobfe patrné u vyssich teplot. Dokonce skeny
maji 1 trochu odlisny tvar (viz 3. sken). Z téchto méfeni tedy vyplynulo, ze pokud
pfed vlastnim méfenim neprovedeme predbéh, zédkladni linie jsou trochu méné
stabilni pfi opakovanych skenech a mohou i ménit tvar.
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Déle jsme do pufru PBNa pftidali chlorid hofecnaty (MgCl,) tak, aby jeho
vysledna koncentrace byla 5 mM — oznaceni pufru PBNaMg. Provedli jsme méteni
(s pfredbéhem), jehoz parametry jsme ponechali stejné jako v piedchéazejicich
pfipadech. Na Obrazku 7.4 je zdznam z tohoto méfeni. Jak se ukéazalo pifi tomto
experimentu, tak pufr PBNaMg neni bohuzel pro kalorimetrickd meéteni viibec
vhodny. Zakladni linie nejsou v oblasti vysokych teplot reprodukovatelné.
Domnivame se, Ze vlivem pfidani chloridu hofe¢natého do vodného roztoku dochazi
k precipitaci. Z roztoku se vysrazi v neutrdlnim pH nerozpustny hydroxid hofecnaty
a vytvoii srazeninu, kterd zptisobi zvinéni zakladnich linii v oblasti vysokych teplot.
Vzhledem k tomu, Ze pfi méfeni nukleovych kyselin je €asto nutné ptidavat do
rozpoustédla dvojmocné ionty, hledali jsme jiny puftr, ktery by to umoznoval. Dalsi
moznosti byl kakodylatovy pufr.

Me¢éteny kakodylatovy pufr mél 20 mM koncentraci a pH 6,3. Do pufru jsme
pfidali chlorid sodny (NaCl) tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 20 mM, dale
pak chlorid draselny (KCl) tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 140 mM, a
nakonec také chlorid hofec¢naty (MgCl,) tak, aby jeho vysledna koncentrace byla
3 mM. Tento pufr budeme znacit CacNaKMg. S timto pufrem jsme provedli jeden
experiment (s pfedbéhem) se stejnymi parametry experimentu jako v pfedchazejicich
pripadech (viz Obrazek 7.5). Zakladni linie jsou v tomto ptipad¢ stabilni, proto pro
méteni, pii kterych je potieba ptidat do rozpoustédla dvojmocné ionty, je mozné
pouzit kakodylatovy puft.

Na stabilitu zékladnich linii ma kromé pfedbéhu vliv i fada dalSich faktord,
kterymi jsou napiiklad cistota kyvet, dikladné odvzdusnéni a spravné naplnéni.
Obcas se prvni sken liSi od ostatnich (podobné jako se liSi prvni sken u méteni se
vzorkem — viz ¢ast 7.5). Tato odli$nost je ziejme zptisobena mikrobublinkou, ktera se
vytvofi u stény piivodni trubicky a uvolni se béhem prvniho skenu a néasledné skeny
jiz nejsou bublinkou ovlivnény a jsou vétsSinou stabilni.
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Obrazek 7.4: Fosfatovy pufr — skeny pro ohiev. a) PBNa s pfedbéhem; b)PBNa bez piedbéhu; c)
PBNaMg s pfedbehem. Barvy znaci potadi ohiivacich skent.
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Obrazek 7.5: Kakodylatovy pufr (CacNaKMg) s predbéhem. Barvy znaci poradi ohfivacich skent.

7.5 Postup méreni vzorku a vyhodnoceni dat

Pro experimenty, pfi nichZ jsme testovali citlivost kalorimetru na méfici postup,
jsme zvolili vzorky nukleovych kyselin s palindromatickou sekvenci, konkrétné se
jedna o DNA oktamery s bazovym slozenim 5’ — CATC GATG — 3°. Zvolili jsme
vlakna s palindromatickou  sekvenci,  protoze  takovato  vldkna  jsou
autokomplementarni a vytvareji duplex sami se sebou, ¢imz je zajiSténo, Ze za
nizkych teplot dojde ke komplexaci vSech vldken (nejsou chyby zplisobené
neptesnosti stechiometrického poméru jako v ptipadé dvou riznych partnerit).

Provéiovali jsme dva postupy meéteni. Koncentrace (125 uM ve vlaknech),
rozpoustédlo (PBNa-HW) i parametry méfeni (rychlost zmény teploty 1 K min™;
teplotni interval 2 —97 °C; pfed méfenim proveden jeden ptedbéh) byly v obou
piipadech totozné. Jediné, v ¢em se experimenty liSily, byl zptsob vkladani vzorku
do kyvety.

Pfi prvnim méfeni jsme vzorek vlozili béhem méteni (tzv. ,,on the fly* postup).
Naplnili jsme obé kyvety fosfatovym pufrem a naméfili jsme zékladni linie. Poté
jsme béhem jednoho ochlazovaciho skenu (konkrétné 10. sken) pii teploté 30 °C
odtlakovali a otevieli kyvetovy prostor. Z piivodu vzorkové kyvety jsme odstranili
plastovou Cepicku a odsali pufr ze vzorkové kyvety. Nasledné¢ jsme kyvetu opét
naplnili, tentokrat vSak odvzduSnénym vzorkem. Nasadili novou ¢epic¢ku na jeden
privod kyvety, uzavieli kyvetovy prostor a opét nastavili pretlak 3 atm. Cely proces
vlozeni vzorku do kyvety trva ptiblizn€ 10 minut a v jeho pribéhu kalorimetr stale
mefi.

Druhy experiment se skladal ze dvou oddélenych etap. V prvnim jsme naplnili
ob¢ kyvety rozpoustédlem, tedy fosfaitovym pufrem a naméfili jsme nékolik
teplotnich cykld, abychom ziskali zékladni linie. Po skonceni tohoto experimentu a
po ustaleni teploty na 25 °C jsme odsali rozpoustédlo ze vzorkové kyvety a bez
vymyvani vlozili odvzdusnény vzorek. Poté, co jsme nasadili ¢epicku na jeden
privod a nastavili pozadovany pretlak 3 atm, jsme spustili druhy experiment.
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Zaznam z prvniho experimentu je na Obrazku 7.6 a z obou méfeni druhého
experimentu pak na Obrazku 7.7. Oba zdznamy jsou na prvni pohled totozné.
Ukazuje se, Ze zasah do méfeni v podobé odtlakovani kyvetového prostoru odsati
jednoho roztoku a vlozeni jiného roztoku nemé na méfeni roztokli oligonukleotidi
zadny zasadni vliv.
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Obrazek 7.6: Zaznam z méfeni palindromu CATC GATG (koncentrace: 125 uM ve vlaknech).
Rozpoustédlo: PBNa-HW; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty: 1 K min™; vzorek
vlozen do kalorimetru ,,on the fly*; proveden pfedb¢h. Modfe jsou na obrazku zakladni linie, zelené
jsou skeny se vzorkem a Cervené je znazornéna zakladni line, pfi které byl vlozen vzorek (10. sken).
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Obrazek 7.7: Zaznam z postupnych dvou méfeni. Modfe je zndzornéno méteni pouze zakladnich linii,
zelené pak méfeni, pfi kterém byl méfen vzorek s palindromatickou sekvenci CATC GATG (125 uM
ve vlaknech). Rozpoustédlo: PBNa-HW; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty: 1 K min™;
pfed métenim zakladnich linii proveden piedbéh.
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Takto naméfena data jsme nejprve predzpracovali (d€lili jsme je derivaci
teploty podle ¢asu, odecetli jsme zakladni linie od skenll se vzorkem a zzili teplotni
interval tak, abychom se zbavili hran na zacatku skentl). Pfedzpracovana data jsou na
Obrazcich 7.8 a 7.9. Pro oba experimenty plati, Ze v oblastech nizkych a vysokych
teplot maji kiivky linedrni charakter. Uprostied teplotniho intervalu je patrny
pfechod (duplex — volna vldkna), v této oblasti dochazi k néarGstu dorovnavaciho
prikonu. VSechny kiivky jsou hladké a pti opakovanych skenech se zachovéava tvar
ktivky a spole¢né s nim i poloha maxima. Rozdil v poloze maxima pro skeny pii
ohfivani a ochlazovani je pfiblizné 1,5°C, coz je vsouladu s odhadnutou
setrvacnosti kalorimetru (viz ¢ast 7.2), podle které by pii dané rychlosti teplotni
zmény mél byt efektivni vzajemny posun teplotnich §kal pii ohfevu a ochlazovani
1,4+0,3 °C.

Naproti tomu jsou zde rozdily mezi obéma experimenty ve stabilité
opakovanych skentl. Jednotlivé kiivky ziskané z druhého experimentu vice ,,plavou®,
nez data z prvniho experimentu. Zatimco pfi prvnim experimentu (vloZeni vzorku
béhem méfeni) je rozdil mezi nejvySe polozenym skenem a nejnize poloZenym
skenem pfiblizng 100 pJ deg™ u druhého experimentu je tato odlehlost 150 wJ deg™.
Pokud budeme porovnavat stabilitu opakovanych skenil pii ohfevu a ochlazovani,
zjistime, Ze pfi prvnim experimentu vice plavou skeny pro ohiivéani, zatimco u
druhého experimentu je tomu naopak.

Dale je mozné si vS§imnout, Ze v obou piipadech se prvni sken pro ohtivani
vyrazné liSi od ostatnich skenti. Tuto skutecnost zatim nedovedeme vysvétlit.
Pravdépodobné mtize jit o vznik mikrobublinek v pfivodni trubicce pii plnéni kyvet,
které se béhem prvniho skenu uvolni a nasledujici skeny jiz neovliviiuji. S jistotou
vSak nelze fici, ¢im to je zpusobeno. Proto jsme prvni skeny vytadili z dalSiho
zpracovani.
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Obrazek 7.8: Predzpracovana data (dé€lena derivaci teploty podle Casu, odeCtena zakladni linie a
zuzeny teplotni rozsah na 10 - 88 °C). Experiment s vlozenim vzorku do kalorimetru béhem méfeni.
Vzorek: DNA (CATC GATG); koncentrace: 125 uM ve vlaknech; rozpoustédlo: PBNa-HW. Barva
ktivky udava potadi skenu, typ ¢ary ohtivani (plna ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana cara).
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Obrazek 7.9: Predzpracovana data (délend derivaci teploty podle Casu, odectena zakladni linie a
zuzeny teplotni rozsah na 10 - 88 °C). Experiment s méfenim vzorku v samostatném experimentu.
Vzorek: DNA (CATC GATG); koncentrace: 125 uM ve vlaknech; rozpoustédlo: PBNa-HW. Barva
ktivky udava potadi skenu, typ ¢ary ohfivani (plna ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana cara).
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Obrizek 7.10: Fity jednotlivych skenti 1. experiment. Vlevo data pro ohfev a vpravo pro ochlazovani.
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V kazdém obrazku je experimentalni kiivka (¢ervené) spolu s kiivkou nafitovanou (modie).
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Obrizek 7.11: Fity jednotlivych skenti 2. experiment. Vlevo data pro ohfev a vpravo pro ochlazovani.
V kazdém obrazku je experimentalni kiivka (¢ervené) spolu s kiivkou nafitovanou (modie).
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Termodynamické parametry jsme z piedzpracovanych dat ziskali fitovanim na
dvoustavovy model. Rovnice, pomoci nichz jsme data fitovali, jsou uvedeny v ¢asti
6.5. Zpracovavali jsme kazdy sken zvlast (viz Obrazek 7.10 a 7.11) a ziskané
termodynamické parametry v zavislosti na potfadovém c¢isle skenu jsou vyneseny na
Obrazku 7.12. Z Obrazkt 7.10 a 7.11 je vidét dobra shoda naméfenych a
nafitovanych dat, ale je mozno si v§imnout, Ze pro ochlazovani fity souhlasi 1épe nez
pro ohiivani, kde je patrnd odchylka naméfenych a nafitovanych dat v maximu. I
ptes tuto malou odchylku je mozno povazovat shodu za dostacujici.
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Obrazek 7.12: Zavislost zmény entalpie (vlevo) a entropie (vpravo) na ¢isle skenu pro vzorek DNA
(sekvence: CATC GATG; koncentrace: 125 uM ve vlaknech; rozpoustédlo: PBNa-HW). Cislo skenu
udava prabézné poradi skenu (licha C¢isla: ohfivani; suda ¢&isla: ochlazovani). Modie jsou
termodynamické parametry ziskané ze skenl z prvniho experimentu (vlozeni vzorku béhem méfeni),
zelené¢ pak termodynamické parametry zdruhého experimentu (méfeni vzorku v samostatném
experimentu).

Z Obrazku 7.12 je patrné, Ze se vzrustajicim Cislem skenu klesaji absolutni
hodnoty zmén termodynamickych parametrd, tento trend je vyrazngjs$i pro prvni
experiment. U prvniho experimentu je rovnéz zietelné, ze tato piiblizné¢ linedrni
zavislost je strméjsi pro termodynamické parametry ziskané z ohtivacich skentl, nez
ze skenti pro ochlazovani. Dale si miizeme vSimnout, Ze rozdil v termodynamickych
parametrech pro skeny pii ohiivani a ochlazovani je v piipad¢ druhého experimentu
mensi (s vyjimkou skenu 7).

Pokles (pfiblizn¢ linearni) ziskanych termodynamickych parametrti s rostoucim
¢islem skenu zifejmé souvisi s jiz zminénou castecnou adsorpci fetézcti nukleovych
kyselin na platinové ptivodni trubicky. Proto jsme se rozhodli za spravnou povazovat
hodnotu termodynamickych parametri extrapolovanou na nulovy ¢as pobytu vzorku

v kalorimetru. Kazdé hodnoté termodynamického parametru jsme piifadili casovy
udaj odpovidajici ¢asove stfedu skenu. Data jsme extrapolovali pomoci linearni
zavislosti velikosti parametru na tomto case ziskané fitem pomoci metody
nejmensich ¢tvercii odchylek. Vyhodnocovali jsme zvlast skeny pro ohifev a zvlast
pro ochlazovani. Jako vyslednou hodnotu termodynamickych parametri pak bereme
aritmeticky pramér extrapolovanych hodnot pro ohfivani a ochlazovani. Tento
postup jsme zvolili kvlili zminénému systematickému rozdilu mezi hodnotami pro
ohfivani a ochlazovani. Chybu extrapolovanych termodynamickych parametri jsme
urcili jako soucet absolutni hodnoty maximalni odchylky dat od interpolovaného
prubéhu a chyby v urceni piesnosti piimky (tedy chyba absolutniho ¢lenu pfimky).
Chybu aritmetického priméru jsme urcili jako aritmeticky pramér chyb
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vypocitanych pro extrapolované hodnoty. VSechny vysledné hodnoty jsou
v Tabulce 7.3.

Tabulka 7.3: Termodynamické parametry ziskané extrapolaci na nulovou dobu pobytu vzorku
v kalorimetru.

1. experiment 2. experiment

AH oxtrapol, ohviv. [keal mol™'] (56,7+0,3) (56,0 + 1,1)
AH cytrapol, oniaz. [keal mol™'] (55,3+0,1) (55,1+0.2)
AH xteapol, primer. [Keal mol™] (56,0 +0,2) (55,6 £0,7)
ASextrapol, onriv. [cal mol™ K™'] (152,2+0,8)  (150,0 +3,4)
ASextrapol, ohtaz, [cal mol™ K'] (148,7+0,3)  (148,2+0,8)
ASextrapol, primer. [€al mol™ K| (150,4£0,5)  (149,1 £2,1)

Termodynamické parametry ziskané extrapolaci se v ramci chyb shoduji.
Vypocitané chyby pro data zdruhého experimentu jsou trochu vétsi, coz je
zpusobeno jejich vétsi fluktuaci. (Ackoliv je rozdil mezi parametry pro ohfivani a
ochlazovani mensi, hodnoty zvlast pro ohfivani a ochlazovani vice fluktuuji, zatimco
u prvniho experimentu jsou rozdily mezi parametry pro ohtivani a ochlazovani vétsi,
ale hodnoty zvIast' pro ohfivani a pro ochlazovani lezi t¢éméf pfesné na piimce.)

Z porovnani vysledkli obou experimentil vyplyva, ze z hlediska stability je
ponékud lepsi prvni postup, tedy ten, pii némz byl vzorek do kalorimetru vlozen
beéhem méieni ,,on the fly* a nikoli v rdmci samostatného experimentu.

Na datech z prvniho experimentu jsme se rozhodli jest¢ vyzkouSet druhy
zpusob zpracovani dat. Vypocitali jsme sken extrapolovany na nulovy ¢as pomoci
metody nejmensSich ctverct znaméfenych skenli zvlast' pro ohfivani (zde jsme
vynechali prvni sken ze stejného divodu jako v predchozim piipad€¢) a pro
ochlazovani (viz Obrazek 7.13) tak, Ze jsme extrapolaci spocitali pro kazdy bod
kiivky. Takto vzniklé skeny jsme poté fitovali stejnymi rovnicemi jako naméfena
data pfi pfedchozim zpracovani (viz Obrazek 7.14). Tato metoda je vyhodna v tom
piipadé, projevuji-li se v opakovanych skenech negativni vlivy, které jsou s kazdym
nasledujicim skenem vice zietelné, protoze pak zpracovani jednotlivych skentt mize
byt zatizeno chybou vlivem $patné shody namétenych a nafitovanych dat.

Vysledné termodynamické parametry ziskané fitovanim extrapolovanych skent
(2. zptisob) jsou prakticky totozné s vysledky z piedchoziho zpracovani (1. zptisob) —
viz Tabulka 7.4.

Tabulka 7.4: Extrapolované termodynamické parametry 1. experiment.

1. experiment 1. zptisob 2. zptsob
AHextrapul, ohfiv. [kcal mOl-l] 56$7 5697
A}Iextrapol, ohlaz. [kcal morll 55,3 55,3
AIfextmpnl, priamér. [kcal mol'l] 5670 5670
ASextrapol, oniiv. [cal mol” K] 152,2 152,2
Mextrapol, ohlaz. [cal morl K—ll 14837 14837
ASextrapol, priamér. [cal mOl-l K-I] 150,4 150,4
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Obrazek 7.13: Extrapolované kiivky (¢erné) a naméfené kiivky (modré). Ochlazovani pferusovanou
¢arou; ohfivani plnou ¢arou.
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Obrazek 7.14: Fity extrapolovanych skent. Vlevo data pro ohfev a vpravo pro ochlazovani. V kazdém
obrazku je experimentalni kiivka (Cervené) spolu s kiivkou nafitovanou (modfe).

7.6 Koncentrace vzorku

Koncentraéni limity jiz byly studovany (Ottova, 2007), zde pouze shrneme, co
bylo zjiSténo. Toto shrnuti uvadime proto, aby byl poddn uceleny obraz testovani
diferen¢niho skenovaciho kalorimetru.

Testovani koncentracnich limit bylo provedeno na vzorku DNA z vliken se
sekvenci 5°- GCA TAT CAC-3° a 5°-GTG ATA TGC - 3°. Stabilita pH byla
udrzovana pufrem 25 mM TRIS s 10 % D,O (pH 7,4). Méfeni probihala v teplotnim
intervalu 5 — 85 °C, rychlost zmény teploty byla 1 K min™, vzorek byl vkladan za
chodu pfistroje a pied kazdym métenim byl proveden predbéh.

Vzorek byl proméfen ve tfech koncentracich: 570 uM, 160 uM a 44,5 uM
(uvedené koncentrace jsou vyjadieny jako koncentrace jednoho vldkna). Namétena
data byla zpracovana fitem na dvoustavovy model. Bylo zjisténo, ze koncentrace
44,5 uM jesté neni koncentracnim limitem, protoZe soucet Ctvercii odchylek mezi
experimentalnim pribéhem a fitem neni tvofen Sumem, ale odpovida ubytku signalu
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se snizovanou koncentraci. Ziskané termodynamické parametry pro jednotlivé
koncentrace se podle pfedpokladu v rdmci chyb méteni shodovaly.

koncentraénim limitem, pfi dal§im snizovani by mohly pievazit dalsi zdroje chyb a
doslo by k negativnimu ovlivnéni ziskanych dat.
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8 Hybridizace modifikovanych patnactimeri

Hlavnim tUkolem diplomové prace bylo wureni termodynamickych
charakteristik komplexti sady ¢tyf  modifikovanych — deoxythymidinovych
patnactimera s polyriboadenylovou kyselinou. Tento systém ptedstavuje z hlediska
délek ftetézci interagujicich molekul realisticky model vazby antisensniho
oligonukleotidu na mRNA. Vysledné charakteristiky, které kromé poklesu entalpie a
entropie pii tvorbé komplexu zahrnuji i parametr kooperativy vazby oligonukleotidti
na polymerni vldkno, byly srovnavdny s charakteristikou pfirozeného DNA
oligonukleotidu.

8.1 Ramanova spektroskopie

Sada modifikovanych patnactimerit proméfovana v ramci piedkladané prace
pomoci DSC byla na FU UK studovéna jiz dfive v ramci disertaéni prace Daniela
Némecka (2005) metodou Ramanovy spektroskopie. Tato méfeni byla provedena pro
ruzné stechiometrické poméry adeninu (Poly(rA)) a thyminu (oligonukleotid). Z nich
vyplynulo, Ze pro vSechny stechiometrické poméry se tvoii vyhradné duplexy a
nikoli triplexy. Uplna termodynamicka charakteristika komplexti viak nebyla na
zakladé¢ teplotnich zavislosti Ramanovych spekter mozna z diivodu velké korelace
velikosti zmény entalpie a entropie pii jejich fitovani.

8.2 Experimentalni podminky

Vsechny experimenty probihaly za stejnych podminek. M¢fili jsme v teplotnim
intervalu 2 — 90 °C. Rychlost zm&ny teploty byla nastavena na 1 K min™ pro ohfivani
i ochlazovani. Pred kazdym meétenim byl proveden piedbé¢h a vzorek byl do
kalorimetru vloZzen béhem méteni. Rozpoustédlo (CacNaMg) bylo rovnéz ve vSech
ptipadech totozné. Jediné, v ¢em se méfeni od sebe lisila, byla koncentrace vzorku,
ktera se lisila podle toho, kolik jsme mé¢li daného vzorku k dispozici. Vzorky, u
kterych jsme méli k dispozici vétsi molarni mnozstvi, jsme totiz nechtéli zbyte¢né
fedit. Vzhledem k tomu, Ze termodynamické parametry, které nds zajimaji, nejsou
koncentrané zavislé, 1ze ziskané vysledky snadno mezi sebou porovnat. Vzorky
byly pfipraveny tak, aby se koncentrace na bazi obou komplementarnich partnera
v roztoku rovnala (stechiomericky pomér v bazich 1:1). Originalni vysledky méfeni
jsou na Obrazcich 8.1 — 8.5.

Ihned z naméfenych dat bylo vidét, ze modifikace, ve které se nachazi -CH,-
skupina na 3°-konci internukleotidové spojky a vSechny spojky jsou modifikované,
nevytvaii s pfirozenou ribonukleovou kyselinou poly(rA) komplexy; u ostatnich
experimentl je patrna oblast ptechodu.

Pfi méfeni modifikace, kdy je -CH,- skupina na 3 konci a modifikované
spojky alternuji s nemodifikovanymi, po tfetim skenu se vzorkem vypadl proud.
Vzorek se z90 °C samovolné ochladil na 25 °C a ihned po obnoveni dodavky
proudu jsme pustili dalsi skeny, proto sken 4 v datech chybi.

U vzork, kde je -CH,- skupina v kazdé spojce jsme vzdy pfi 5. skenu (cca pii
30°C) odtlakovali a odsali 50 pl z kazdé kyvety, proto u téchto méteni 5. sken pfi
zpracovani dat neuvazujeme.
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U zadného ze vzorkli deoxythymidinovych oligonukleotidii s Poly(rA) neni
odli$nost prvniho skenu tak zietelna jako pti méteni palindromu (viz ¢ast 7.5 ,,Postup
méfeni vzorku a vyhodnoceni dat®), ptesto jsme prvni sken do zpracovani dat

nezahrnuli.

AP, [uW]

T, [°C]
Obrazek 8.1: Naméfena data poly(rA) — (dT);s. Modfe jsou v obrazku vyznaceny zakladni linie a
zelené pak skeny se vzorkem (koncentrace: 30,67 uM ve vlaknech oligodeoxythymidint). Vzorek
vlozen v 10. skenu. Rozpoustédlo: CacNaMg, teplotni interval: 2 — 90 °C, rychlost zmény teploty:
1 K min™, vzorek vloZen do kalorimetru béhem méfeni, pied m&fenim proveden piedbéh.
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Obrazek 8.2: Namétena data poly(rA) — dT[T-p.T];. Modfe jsou v obrazku vyzna¢eny zéakladni linie a
zelené skeny se vzorkem. (koncentrace: 26 pM ve vlaknech oligodeoxythymidinil). Vzorek vlozen ve
12. skenu. Rozpoustédlo: CacNaMg, teplotni interval: 2 — 90 °C, rychlost zmény teploty: 1 K min™,
vzorek vlozen do kalorimetru béhem méfeni, pfed méfenim proveden predbéh.
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Obrazek 8.3: Namétena data poly(rA) — dT[Tp.-T];. Modie jsou v obrazku vyznaceny zakladni linie a
tmavé zelené skeny se vzorkem pred vypadkem proudu svétle zelené po vypadku proudu.
(koncentrace: 28,67 uM ve vlaknech oligodeoxythymidini). Vzorek vlozen v 10. skenu. Rozpoustédlo:
CacNaMg, teplotni interval: 2—90°C, rychlost zmény teploty: 1 K min', vzorek vlozen do
kalorimetru béhem méteni, pted méfenim proveden predbéh.
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Obrazek 8.4: Namétena data poly(rA) — dT[p.T]i4. Modie jsou na obrazku vyznaceny zakladni linie a
tmavé zelené skeny se vzorkem pied odsatim, cervené sken, pfi kterém jsme odsavali 50 pl, svétle
zelené skeny po odsati (koncentrace: 18 uM ve vlaknech oligodeoxythymidint). Vzorek vlozen v 10.
skenu. Rozpoustédlo: CacNaMg, teplotni interval: 2 —90 °C, rychlost zmény teploty: 1 K min™,
vzorek vlozen do kalorimetru béhem méfeni, pfed méfenim proveden predbéh.
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T, [°C]
Obrazek 8.5: Namétena data poly(rA) — d[Tp.]i4T. Modfe jsou na obrazku vyznaceny zakladni linie a
tmavé zelené skeny se vzorkem pied odsatim, Cervené sken, pii kterém jsme odsavali 50 pl, svétle
zelené skeny po odsati (koncentrace: 30,67 uM ve vldknech oligodeoxythymidint). Vzorek vlozen
v 10. skenu. Rozpoustédlo: CacNaMg, teplotni interval: 2 — 90 °C, rychlost zmény teploty: 1 K min™,
vzorek vloZzen do kalorimetru béhem méfeni, pred méfenim proveden predbéh.

8.3 Predzpracovani dat

Namétend data jsme v pfipravné fazi zpracovani délili derivaci teploty podle
Casu, odecetli jsme od skenti se vzorkem zakladni linie a zazili jsme teplotni interval.
Obrazky 8.6 — 8.10 ukazuji pfedzpracovana data.

Na Obrazcich 8.6 — 8.9 je patrny jeden ostry piechod, ktery se projevuje
nartistem dorovnavaciho piikonu. U nizkych a vysokych teplot je vidét linearni
pozadi. Opakované skeny ,,plavou®, tj. nemaji reprodukovatelnou polohu kiivky
pozadi, avSak poloha maxima zlstava stejnd. Poloha maxima se trochu li§i pro
ohfivani a ochlazovani (cca 2 °C), coz vSak je prakticky na trovni odhadnuté
velikosti vlivu setrvac¢nosti samotného kalorimetru.

U vzorku poly(rA) — d[Tp.]14T (Obrazek 8.10) je vidét pouze zakiivka pozadi,
ale zadny nartist dorovnavaciho ptikonu svédcici o tepelné indukovaném rozpadu a
tvorbé komplexti. To jsme oCekavali jiz podle naméfenych dat, ale predzpracovanim
dat jsme ovéfili, ze se vnaméfenych datech nevyskytuje ani slaby pik.
Ptedzpracovani dat tedy potvrdilo, ze modifikace s methylenovou skupinou na
3¢ konci vSech internukleotidovych spojek s pfirozenou poly(rA) komplexy viibec
nevytvaii. Data z méfeni tohoto vzorku nebyla tedy dale zpracovavana.
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Obrazek 8.6: Predzpracovana data (dé€lena derivaci teploty podle Casu, odeCtena zakladni linie a
zuzeny teplotni rozsah na 16 - 67 °C). Vzorek: poly(rA) — (dT),s, koncentrace: 30,67 uM ve vlaknech
oligodeoxythymidinii, rozpoustédlo: CacNaMg. Barva kiivky udava potadi skenu, typ ¢ary ohfivani
(plné ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana cara).
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Obrazek 8.7: Predzpracovana data (délend derivaci teploty podle Casu, odectena zakladni linie a
zuzeny teplotni rozsah na 16 - 67 °C). Vzorek: poly(rA) — dT[T-p.T];, koncentrace: 26 uM ve
vlaknech oligodeoxythymidind, rozpoustédlo: CacNaMg. Barva kfivky udava pofadi skenu, typ ¢ary
ohtivani (plna ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana Cara).
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Obrazek 8.8: Predzpracovana data (délend derivaci teploty podle Casu, odectend zakladni linie a
z0zeny teplotni rozsah na 10 - 55 °C). Vzorek: poly(rA) — dT[Tp.T];, koncentrace: 28,67 uM ve
vlaknech oligodeoxythymidint, rozpoustédlo: CacNaMg. Barva kiivky udava poradi skenu, typ ¢ary
ohfivani (plna ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana ¢ara).
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Obrazek 8.9: Predzpracovana data (dé€lena derivaci teploty podle Casu, odeCtena zakladni linie a
zuzeny teplotni rozsah na 10 - 55 °C). Vzorek: poly(rA) — dT[p.T]i4, koncentrace: 18 uM ve vlaknech
oligodeoxythymidinti, rozpoustédlo: CacNaMg. Barva kiivky udava potadi skenu, typ ¢ary ohfivani
(plné ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana cara).
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Obrazek 8.10: Predzpracovanad data (délena derivaci teploty podle Casu, odectend zakladni linie a
zuzeny teplotni rozsah na 10 - 70 °C). Vzorek: poly(rA) — d[Tp.]i4+T, koncentrace: 30,67 uM ve
vlaknech oligodeoxythymidind, rozpoustédlo: CacNaMg. Barva kiivky udava poradi skenu, typ ¢ary
ohfivani (plna ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana ¢ara).

8.4 Zpracovani dat, vysledky a diskuze

Nameétend data jsme se rozhodli zpracovat tak, ze jsme nejprve urcili skeny
extrapolované na nulovy ¢as pobytu vzorku ve vzorkové kyveté. Pro kazdou teplotu
byla zavislost dQ/dT na ¢ase skenu prolozena metodou nejmensich ¢tverct ptimkou
a extrapolovand hodnota urCena jako absolutni clen. Ziskané kiivky jsou na

Obrazcich 8.11 — 8.14.
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Obrazek 8.11: Poly(rA) — (dT);s. Extrapolované kiivky (Cerné) a nameéfené kiivky (modré).
Ochlazovani pierusovanou ¢arou; ohtivani plnou ¢arou.
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Obrazek 8.12: Poly(rA) — dT[T-p.T];. Extrapolované kiivky (Cerné) a namétené kiivky (modré).
Ochlazovani pieruSovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.
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Obrazek 8.13: Poly(rA) — dT[Tp.-T];. Extrapolované kiivky (Cerné) a namétené kiivky (modré).
Ochlazovani pferusovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.
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Obrazek 8.14: Poly(rA) — dT[p.T]is. Extrapolované kiivky (Cerné) a naméfené kiivky (modré).
Ochlazovani pieruSovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.

DSC ktivky extrapolované na nulovy cas byly zdrojovymi daty pro urceni
termodynamickych charakteristik. Nejprve jsme pouzili fit podle jednoduchého
dvoustavového modelu (rovnice 6.10), ze kterého jsme ziskali hodnoty AHjm, ASim a
koeficienty pozadi. K ziskani velikosti zmény entalpie spojené se vznikem komplexu
jsme pouzili i alternativni postup. Z fitu na dvoustavovy model jsme vyuzili
koeficienty pozadi a kiivku pozadi ur¢enou podle rovnice (6.35) jsme od DSC kiivky
odecetli. Z DSC kiivek bez pozadi jsme urcili zménu entalpie pfimou integraci podle
vzorce (6.37). Data zpracovana fitem podle jednoduchého dvoustavového modelu
jsou na Obréazcich 8.15 — 8.18. Termodynamické parametry ziskané z fitu jsou

v Tabulkach 8.1 a 8.2.
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Obrazek 8.15: Fity extrapolovanych skend vzorku poly(rA) — (dT);s. Cervené jsou naméiena data,
modre prubeh podle dvoustavového modelu s nafitovanymi parametry, tyrkysove je pozadi podle fitu a
zelené naméfené hodnoty po odeéteni tohoto pozadi.
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Obrizek 8.16: Fity extrapolovanych skenii vzorku poly(rA) — dT[T-p.T];. Cervené jsou naméfena
data, modie prib¢h podle dvoustavového modelu s nafitovanymi parametry, tyrkysoveé je pozadi podle

fitu a zelené namétené hodnoty po odecteni tohoto pozadi.
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Obrizek 8.17: Fity extrapolovanych skenii vzorku poly(rA) — dT[Tp.-T];. Cervené jsou naméiena
data, modfe prubeh podle dvoustavového modelu s nafitovanymi parametry, tyrkysové je pozadi podle

fitu a zelené namétené hodnoty po odecteni tohoto pozadi.
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Obrizek 8.18: Fity extrapoovanych skenii vzorku poly(rA) — dT[p.T]4. Cervené jsou namétena data,
modre prubeh podle dvoustavového modelu s nafitovanymi parametry, tyrkysove je pozadi podle fitu a

zelené naméfené hodnoty po odeéteni tohoto pozadi.

Vedle jednoduchého dvoustavového modelu jsme zpracovavali DSC kiivky 1

vystihovat situaci, kdy se vaze pomérné kratky oligonukleotid k dlouhému
polymernimu fetézci. Nejprve jsme zkousSeli fit podle vztahu (6.38), kde neni
zapocitana piipadnd kooperativita mezi vazbou ligandi do blizkych poloh na
polymeru. Ukazalo se vSak, ze v tomto pfipad¢ dostavame velmi Spatnou shodu mezi
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experimentalnimi daty a McGhee — von Hippelovym modelem (mnohem horsi nez u
dvoustavového modelu).

Pouzili jsme proto rovnici (6.43), kterd zahrnuje parametr kooperativity.
V tomto piipad¢ jsme dostali dobrou shodu s experimentdlnimi daty, ale ukéazalo se,
ze vSechny tii parametry fitu, tj. zménu entalpie, zménu entropie a parametr
kooperativity nelze spolehlivé urcit, protoze jsou siln¢ korelované ve svém vlivu na
soucet Ctvercii odchylek. V kazdém piipadé¢ vSak fity ukézaly, ze shoda
s experimentalnimi daty je podminéna vysokou hodnotou parametru kooperativity.
To znamend, Ze navazani oligonukleotidu do urCitého mista polymeru zvysuje
pravdépodobnost vazby dalsiho oligonukleotidu do blizké pozice. Tuto kooperativitu
lze jednoduSe vysvétlit tim, ze lokdlni helikdlni uspotadani polymeru v misté
vytvofeni duplexu s oligonukleotidem ¢astecné ptesahuje 1 na sousedni nukleotidy a
tim se snizuje entropicka nevyhodnost tvorby dalSiho duplexu v bezprostiedni
blizkosti. Vysok4 kooperativita vazby také Caste¢né kompenzuje efekt sniZzovani
vazebnych mist na polymeru diky nedostateénym mezerdm mezi navdzanymi
oligonukleotidy. Tim Ize vysvétlit velmi dobrou shodu s jednoduchym
dvoustavovym modelem.

K ur€eni parametru kooperativity jsme vyuzili znalost zmény entalpie pii
tvorbé komplexu zpfimé integrace a rovnici (6.43) pro urCeni parametru
kooperativity @ a zmény entropie. Ziskané hodnoty jsou rovnéz uvedené
v Tabulkéach 8.1 a 8.2.

Pro jednoduché srovnani stabilit komplext jsme z ur¢enych zmén entalpie a
entropie vypocitali zménu Gibbsovy energie (podle vztahu 1.7) pii referenéni teploté
37 °C (310,15 K).

Dale jsme se zabyvali odhadem chyb uré¢enych termodynamickych parametri.
Je tfeba uvazovat o dvou hlavnich zdrojich chyb. Zaprvé se projevuje systematicka
chyba v métené hodnoté dorovnavaciho ptikonu AP, kterou odhadujeme na 3 % (viz
¢ast 7.1 ,,Kalibrace kalorimetru®). Hodnot& AP jsou imérné hodnoty AH a AS, proto
se do nich tato 3% chyba ptfenasi. I u parametru kooperativity w, ktery ma silnou
korelaci s AH a AS podle McGhee — von Hippelova modelu miiZzeme pocitat s touto
chybou.

Dale se projevi chyba dand odectenim pozadi, kterd ma uzkou souvislost se
zkracenim teplotniho intervalu. Pti pouziti SirSiho teplotniho intervalu je presnost
uréeni pozadi negativné ovlivnéna deformaci tvaru DSC kiivky v oblasti poc¢atenich
teplot skenu, kdezto u pfili§ uzkého intervalu je kifivka pozadi prekryta ¢asti DSC
pasu odpovidajiciho méfenému ptechodu. Tuto chybu jsme ur€ili tak, ze jsme u
namétenych dat pro vzorek poly(rA) — (dT);s omezili teplotni interval péti riznymi
zpisoby a vzdy jsme provedli celé vyhodnoceni (fit jednoduchym dvoustavovym
modelem, uréeni zmény entalpie pfimou integraci a fit na Mc Ghee — von Hippeluv
model). Namétfené kiivky spolu s kiivkami nafitovanymi, nafitovanym pozadim a
kfivkou s odectenym pozadim jsou pro vSech pét zptisobli omezeni teplotniho
intervalu na Obrazku 8.19. Z vysledného souboru péti hodnot pro kazdy parametr
jsme urcili stiedni kvadratickou odchylku g,. Jako odhadovanou absolutni chybu e
pochazejici z nepiesnosti uréeni pozadi bereme trojndsobek ziskané stfedni
kvadratické odchylky oa. Data z urovani této chyby pro vSechny parametry jsou
uvedeny v Tabulce 8.3. Vysledné odhadnuté chyby jsou uvedené u pftislusnych
veli¢in v Tabulkach 8.1. a 8.2.
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Tabulka 8.1: Termodynamické parametry” komplexti deoxythymidinovych patnactimert a poly(rA)
- ohfivani.

poly(rA):X X

dT)ss dT[T-p.Tl;  dT[Tp~T]  dT[p.Ths dT[Tpchs
poloha -CH,- - 5¢-konec 3¢-konec 5¢-konec 3¢-konec
modifikované spojky - alternuji alternuji vsechny vsechny
AH;y, [keal mol] (-97,8+4,7) (-1058+49) (-77,5+4,1) (-71,7+3,9) -
ASjm [cal mol' K] (279 +14) (298 +15)  (-225+12)  (-206+ 12) -
AH; [keal mol™] (-97,8+£4,6) (-1058+48) (-77,1£3,9) (-70,9+3,8) -
ASmcn [cal mol™! K| (-279+14)  (299+14)  (-223+12) (-203+11) -
1) (11,1+£2,5)  (11,4+25) (11,925 (11,5+2,5) -
AGijm, 37c [keal mol™'] -11,4 -13.3 -7,9 -7,9 -
AGyign, 37+c [keal mol™] -11,4 -13,2 7,8 -7,9 -

Poznamky:

2 AH;y,, ASim jsou zmény entalpie a entropie urcené z dvoustavového fitu, AH; je zména entalpie
urCena z pfimé intergrace, ASygu je zména entropie urcena z McGhee — von Hippelova fitu, o je
kooperativita, AGjm, 37oc je zména Gibbsovy energie urend zhodnot AHj, a ASj, pii referenéni
teploté 37 °C a AGygn, 37°c je zména Gibbsovy energie urcena z hodnot AH; a ASyign pii referencni
teploté 37 °C.

Tabulka 8.2: Termodynamické parametry” komplexti deoxythymidinovych patnactimert a poly(rA)
- ochlazovani.

poly(rA):X X

dT)ss dT[T-p.Tl;  dT[Tp~T]  dT[p.Ths dT[Tpchs
poloha -CH,- - 5‘-konec 3‘-konec 5‘-konec 3*-konec
modifikované spojky - alternuji alternuji vsechny vsechny
AH;y, [keal mol] (-94,7+£4,6) (-1022+48) (-66,8+3,7) (-72,7+3,9) -
ASjm [cal mol' K] (270 £ 14)  (-289+15)  (-191+11) (210 12) -
AH; [keal mol™] (-94,7+4,5) (102,2+4,8) (-65,7+3,6) (-71,7+3,8) -
ASmcn [cal mol' K] (270 +£13)  (289+14)  (-188=11) (-207+12) -
1) (11,4+25)  (11,6+2,5) (129+2,5) (12,2+2)5) -
AGijm, 37c [keal mol™'] -11,0 -12,7 -7,6 7,5 -
AGyign, 37+c [keal mol™] -10,9 -12,6 7,5 7,5 -

Poznamky:

2 AH;,, AS;m jsou zmény entalpie a entropie uréené z dvoustavového fitu, AH; je zména entalpie
urCena z pfimé intergrace, ASygu je zména entropie urcena z McGhee — von Hippelova fitu, o je
kooperativita, AGjm, 37°c je zména Gibbsovy energie urend zhodnot AHj, a ASj, pii referenéni
teploté 37 °C a AGugn, 37°c je zména Gibbsovy energie urcena z hodnot AH; a ASvign pii referencni
teploté 37 °C.
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Tabulka 8.3: Uréeni absolutni chyby méfeni vech termodynamickych parametr’.

AH;y, ASjm AH,; ASvcn

teplotni interval |\ . mol"]  [cal mol’ K| [keal mol"] [cal mol” K] @

10— 80 °C 96,5 2742 -96,5 2745 10,13
1675 °C 97,4 2773 -97.4 2774 10,84
16— 67°C 97.8 2785 97.8 2787 1,11
20-75°C 97,6 -278,0 97,5 -278,0 11,87
20-67°C 97,9 2789 97,8 2788 11,79
ox [A] 0,6 1,9 0,5 1.8 0,72
ex [A] 1.8 5.6 1.6 53 2,16

Poznamky:

2 AH;,, AS;m jsou zmény entalpie a entropie uréené z dvoustavového fitu, AH; je zména entalpie
urCena z pfimé intergrace, ASygu je zména entropie urcena z McGhee — von Hippelova fitu, o je
kooperativita.

Tabulka 8.4: Termodynamické parametry” komplexti deoxythymidinovych patnactimeri a poly(rA) —
pramérné hodnoty.

poly(rA):X X
YR dT)ss dT[T-p.T];  dT[Tp-T]  dT[p.Tls dT[Tpclis
poloha -CH,- - 5¢-konec 3¢-konec 5¢-konec 3¢-konec
modifikované spojky - alternuji alternuji vsechny vsechny
AH;;, [keal mol™'] (-96,3£4,6) (-104,0£49) (-72,2+3,9) (-72,2+3,9) -
ASjm [cal mol' K] (-274+14)  (-293+14)  (-208+12)  (-208+12) -
AH; [kcal mol™ (-96,2+4,5) (-104,0£4,7) (-71,4+3,8) (-71,3+3,8) -
ASmcn [cal mol™! K| (-274+14)  (-294+14)  (206+12)  (-205+12) -
1) (11,3+£2,5)  (11,5+2,5) (124+2,5) (11,8+2,5) -
AGijm, 37c [keal mol™'] -11,2 -13,0 7,7 7,7 -
AGyign, 37+c [keal mol™] -11,1 -12,9 7,7 7,7 -
Poznamky:

2 AH;,, AS;m jsou zmény entalpie a entropie uréené z dvoustavového fitu, AH; je zména entalpie
urcena z pfimé intergrace, ASygu je zména entropie urcena z McGhee — von Hippelova fitu, o je
kooperativita, AGjm, 37oc je zména Gibbsovy energie urend zhodnot AHj, a ASj, pii referenéni
teploté 37 °C a AGygn, 37°c je zména Gibbsovy energie urcena z hodnot AH; a ASwign pii referencni
teploté 37 °C.
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Obriazek 8.19: DSC kiivky vzorku Poly(rA) — (dT);s vyhodnocovane v riiznych teplotnich intervalech.

Cervené jsou naméfena data, modie pribéh podle dvoustavového modelu s nafitovanymi parametry,
tyrkysove je pozadi podle fitu a zelen€ naméfené hodnoty po odecteni tohoto pozadi.
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Termodynamické parametry ziskané zvIast pro ohfivani a ochlazovani se
vzajemné li$i v rozmezi odhadnuté chyby. Jsou to vSak odchylky systematické, které
jsou zpusobené setrvacnosti kalorimetru (viz ¢ast 7.2 ,,Vliv rychlosti zmény teploty*)
a mize se zde projevit i urcitd, ale nevelka setrvacnost v ustalovani rovnovahy ve
vzorku. Za spravné proto povazujeme prumérné hodnoty z ohfevu a ochlazovani (viz
Tabulka 8.4). Jako chybu primérnych hodnot bereme primér chyb pro ohfivani a
ochlazovani.

Z Tabulek 8.1, 8.2 a 84 je vidét, ze hodnoty zmény entalpie ziskané
z jednoduchého modelu a z piimé integrace jsou témei shodné. Stejné tak hodnoty
zmény entropie ziskané z jednoduchého modelu a zMc Ghee — von Hippelova
modelu.

Porovnanim hodnot ziskanych pro jednotlivé modifikace je thned patrné, ze
modifikace s methylenovou skupinou na 5° konci, ve které se stiidaji modifikované
spojky s nemodifikovanymi, vytvafi s pfirozenou poly(rA) dokonce stabilngjsi
komplexy nez piirozeny patnactimer deoxythymidinu. Na druhé strané¢ modifikace
s methylenovou skupinou na 3‘konci, ve které modifikované spojky alternuji
s nemodifikovanymi a modifikace s -CH,- skupinou na 5°‘ konci, ve které jsou
vSechny spojky modifikované, vytvéreji s ptirozenou poly(rA) komplexy, avSak tyto
komplexy jsou mén¢ stabilni nez komplexy poly(rA) s pfirozenym oligomerem
(dT);5. Modifikace s methylenovou skupinou na 3° konci, ve které jsou vSechny
spojky modifikované, s pfirozenou poly(rA) komplexy nevytvari, jak jiz bylo
zminéno vyse.

Kooperativita vazby ligandu na polymer pozitivni a pomérné silnd — parametr
kooperativity, ktery predstavuje pomér mezi pravdépodobnosti vazby
oligonukleotidu do sousedstvi oligonukleotidu jiz navazaného a vazby do vzdaleného
mista ma hodnoty 11 az 12. Je zajimavé, Ze pro vSechny oligonukleotidy tvoftici
komplexy je tato hodnota prakticky stejna; 1isi se podstatné mén¢, nez je odhadnuta
chyba. Pozitivni kooperativita znamena, ze ve vSech pfipadech vyvoldva vazba
oligonukleotidu na polymer konformaéni zménu ptesahujici rozmezi lokalniho
duplexu a vhodnou pro vytvoteni dal§iho navazujiciho duplexu.
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9 RNA vlasenky

Dal$im tkolem diplomové prace bylo studium termodynamickych parametrii
RNA vlasenek, jejichz interakce je zdkladem potencidlni aptamerni strategie proti
viru HIV. Jednd se o vrcholovou vlasenku segmentu TAR, ktery se pfirozené
vyskytuje na zacatku genomu HIV-1 viru a slouzi jako regulac¢ni element, a vlasenku
aptameru R06. Podrobnosti o studovanych molekuldch jsou uvedeny v ¢asti 5.3.

Vlasenka TAR i aptamer R06 jsou paralelné studované technikami optické,
zejména Ramanovy spektroskopie v ramci prace (Vachousek, 2010). Prvni vysledky
z teplotnich zavislosti Ramanovych spekter ukazaly (Vachousek, 2008), ze kromé
ocekavaného piechodu, pii kterém dochdzi k otevieni vlasenky, dochazi v oblasti
teplot pod timto ptechodem k dal§im strukturnim zménam, které se tykaji pfedevsim
zmény stfedni geometrie nukleotidi ve smycce. Teplotni zavislost tohoto procesu
bylo vSak v Ramanovych spektrech mozné popsat pouze jako linedrni zménu spektra
s teplotou. M¢éfeni provaddéna vramci této diplomové prace meéla ukazat, jak
vypadaji pfislusné DSC kiivky a zda budou moci poskytnout presnéjsi
termodynamické udaje jak o pfechodu pii otevieni smycky, tak o strukturnich
zménach za nizSich teplot. M¢l byt také proveden prvni experiment s tvorbou
,Kissing* komplexu mezi vlasenkou a aptamerem.

9.1 Experimentalni podminky

Provedli jsme dvé série méfeni s rozdilnymi experimentalnimi podminkami,
(vSechna méfeni v ramci jedné série méla stejné experimentalni podminky), v rdmei
kazdé série byly naméteny: DSC kiivka TAR vlasenky, DSC ktivka aptameru R06 a
kiivka jejich ,.kissing* komplexu, pfesné€ feceno ekvimolarni smési. Dvé sady méteni
za ruznych podminek mély vyjasnit vliv experimentdlnich podminek na vysledky
experimentu.

Prvni série méla nasledujici experimentalni podminky: méfili jsme v teplotnim
intervalu od 2 °C do 97 °C, rychlost zmény teploty byla 1 K min" pro ohiivani i
ochlazovéni. Pfed kazdym métenim byl proveden ptedbéh a vzorky byly do méfici
kyvety vklddany béhem métfeni vyménou za pufr. Méfend koncentrace TAR
vlasenky byla 66 uM a aptameru R06 56 uM. Pro méfeni ,kissing komplexu byly
tyto roztoky smichéni objemové v poméru 1:1 (vyslednd koncentrace vSech vlaken
dohromady byla 61,125 uM).

Pti druhé sérii méfeni jsme zmeénili rychlost ohfivani (resp. ochlazovani)
z1 Kmin" na 0,5K min"'. Dale jsme zménili koncentrace vzorkii: TAR vlasenku
jsme méfili pfi koncentraci 149,7 uM a aptamer R06 pii koncentraci 125 pM. Pro
méteni ,kissing” komplexu jsme opét smichali méfené vzorky v poméru 1:1
objemové (vysledna koncentrace vSech vlaken ve vzorku tedy byla 137,35 uM).
Teplotni rozsah a pouzité rozpoustédlo zistaly stejné jako pii métfeni prvni série.
Pted vSemi méfenimi byl opét proveden pfedbéh a roztoky vzorkd byly umistény do
méftici kyvety béhem méfeni pristroje vymeénou za pufr.

Nameéfend data prvni série ukazuji Obrazky 9.1 — 9.3, druhd série je pak na
Obrazcich 9.4 - 9.6.
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Obrazek 9.1: Zaznam z méfeni aptameru R0O6 (koncentrace: 56,25 uM ve vlaknech). Rozpoustédlo:
CacNaKMg; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty 1 K min™'; proveden piedbéh; vzorek
vlozen do kalorimetru za b&hu pfistroje. Zelen€ jsou na obrazku zakladni linie a modfe jsou skeny se
vzorkem.
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Obrazek 9.2: Zaznam z méfeni vlasenky TAR (koncentrace: 66 pM ve vlaknech). Rozpoustédlo:
CacNaKMg; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty 1 K min™'; proveden piedb&h; vzorek
vloZen do kalorimetru za b&hu pfistroje. Zelené jsou na obrazku zakladni linie a modie jsou skeny se
vzorkem.
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Obrazek 9.3: Zaznam z méfeni smési vlasenky TAR a aptameru R06 (koncentrace: 61,125 uM ve

vlaknech). Rozpoustédlo: CacNaKMg; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty 1 K min™;
proveden piedbéh; vzorek vlozen do kalorimetru za béhu pfistroje. Zelené jsou na obrazku zakladni

linie a modfe jsou skeny se vzorkem.
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Obrazek 9.4: Zaznam z méfeni aptameru R06 (koncentrace: 125 uM ve vlaknech). Rozpoustédlo:
CacNaKMyg; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zm&ny teploty 0,5 K min™'; proveden predbéh;
vzorek vlozen do kalorimetru za béhu pfistroje. Zelené jsou na obrazku zakladni linie a modfe jsou

skeny se vzorkem.
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Obrazek 9.5: Zaznam z méieni vladsenky TAR (koncentrace: 149,7 uM ve vlaknech). Rozpoustédlo:
CacNaKMg; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty 0,5 K min’'; proveden piedbéh;
vzorek vlozen do kalorimetru za béhu pfistroje. Zelené jsou na obrazku zakladni linie a modfe jsou
skeny se vzorkem.
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Obrazek 9.6: Zaznam z méfeni smési vlasenky TAR a aptameru R06 (koncentrace: 137,35 uM ve
vlaknech). Rozpoustédlo: CacNaKMg; teplotni interval 2 — 97 °C; rychlost zmény teploty 1 K min™;
proveden piedbéh; vzorek vlozen do kalorimetru za béhu pfistroje. Zelené jsou na obrazku zakladni

linie a modfe jsou skeny se vzorkem.
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Prvni série méla nizsi koncentraci, a proto jsou v namétenych datech oblasti
pfechodu pomérné nevyrazné. U druhé série jsou vSak jiz oblasti pfechodu
vyrazngj$i. U aptameru R06 si miizeme vSimnout pii ohtivacich skenech existence
dvou pikd. U TAR vlasenky a ,.kissing™ komplexu je vSak v zdkladnich datech vidét

pouze jedna oblast piechodu.

9.2 Predzpracovani dat

Naméiend data obou sérii byla pfedzpracovéana standardnim zplisobem: nejprve
jsme délili derivaci teploty podle ¢asu, nasledné jsme odecetli zékladni linie od skenti
se vzorkem a nakonec zkratili teplotni interval. Pfedzpracovana data prvni série jsou
na Obrazcich 9.7 — 9.9; na Obrazcich 9.10 — 9.12 jsou pak piedzpracovana data
druhé série.
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Obrazek 9.7: Aptamer RO6 (koncentrace: 56,25 pM ve vlaknech; rozpoustédlo CacNaKMg).
Predzpracovana data (délend derivaci teploty podle casu, odectend zakladni linie a zazZeny teplotni
rozsah na 10 — 88 °C). Barva kiivky udava potadi skenu, typ Cary ohiivani (plnad Céara) nebo
ochlazovani (pferuSovana cara).
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Obrazek 9.8: Vlasenka TAR (koncentrace: 66 uM ve vlaknech; rozpoustédlo CacNaKMg).
Predzpracovana data (d€lena derivaci teploty podle Casu, odectend zakladni linie a zaZeny teplotni
rozsah na 25 — 86 °C). Barva kiivky udava pofadi skenu, typ cary ohfivani (plnd cara) nebo
ochlazovani (pferuSovana cara).
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Obrazek 9.9: Smés vlasenky TAR a aptameru RO6 (koncentrace: 61,125 uM ve vlaknech;
rozpoustédlo CacNaKMg). Piedzpracovana data (délena derivaci teploty podle ¢asu, odectena zakladni
linie a zaZeny teplotni rozsah na 8 — 88 °C). Barva kiivky udava poradi skenu, typ ¢ary ohfivani (plna

¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana ¢ara).
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Obrazek 9.10: Aptamer RO06 (koncentrace: 125 uM ve vlaknech; rozpoustédlo CacNaKMg).

Predzpracovana data (délend derivaci teploty podle Casu, odectena zakladni linie a zaZeny teplotni
rozsah na 10 — 88 °C). Barva kiivky udava poradi skenu, typ ¢ary ohfivani (plnd ¢ara) nebo

ochlazovani (pferuSovana cara).
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Obrazek 9.11: Vlasenka TAR (koncentrace: 149,7 uM ve vlaknech; rozpoustédlo CacNaKMg).

Predzpracovana data (délena derivaci teploty podle ¢asu, odeétena zakladni linie a ziZeny teplotni
rozsah na 25 — 86 °C). Barva kiivky udava poradi skenu, typ cary ohfivani (plna ¢ara) nebo

ochlazovani (pferuSovana cara).
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Obrazek 9.12: Smés vlasenky TAR a aptameru RO06 (koncentrace: 56,25 uM ve vldknech;
rozpou$tédlo CacNaKMg). Predzpracovana data (délena derivaci teploty podle Casu, odectena
zakladni linie a zGzeny teplotni rozsah na 8 — 88 °C). Barva kiivky udava poradi skenu, typ ¢ary pro
ohfivani (plna ¢ara) nebo ochlazovani (pferusovana ¢ara).

Z ptedzpracovanych dat je vidét, Ze data druhé série maji piekvapivé horsi
pomér signal/Sum (kfivky naméfené pi1 prvni sérii jsou vice hladke), pirestoze
koncentrace vzorku byla vys§i. Podle vSeho vys§i Sum je dasledkem pomalejsi
zmény teploty.

Po ptedzpracovani se u vzorku aptameru R06 objevily v datech dva ostré piky,
jak jsme jiz predpokladali z naméfenych dat, pficemz nizkoteplotni pik ma vyrazné
rozdilny tvar pro ohfivani a ochlazovani. Mizeme tedy zde pozorovat hysterezi
skent pro ohfev a ochlazovani. Vysokoteplotni pik u vzorku R06 je pro ohtivani a
ochlazovani shodny. Hystereze nizkoteplotniho piku patrné souvisi s rychlosti
ohfevu. Vzhledem k tomu, Ze rychlost zmény teploty neni dostatecné nizka, nestihne
se pii ochlazovani sekundarni struktura ustanovit dostate¢né piesné, ale béhem
10 minut, pfi nichz kalorimetr ¢eka, nez zacne vzorek opét ohfivat, se sekundarni
struktura opé€t vytvoii (obnovi se). Proto opakované skeny pro ohfivani i opakované
skeny pro ochlazovani jsou shodné. Pro druhou sérii jsme zvolili pomalejsi zménu
teploty, avSak jak je vidét z Obrazku 9.10, snizeni rychlosti na polovinu nestac¢i. Bylo
by potfeba méfit se zmeénou teploty jesté¢ pomalejsi. Nizkoteplotni pfechod miize byt
spjat s rozvolnénim struktury smycky jako u vlasenky TAR (Vachousek, 2008), nebo
se muiZze jednat o druhou moznou konformaci smycky vlasenky, poptipadé se mohou
parovat dvé vlakna (konce vytvoti Sroubovice a mezi nimi vznikne vydut).

Naproti tomu u TAR vlasenky a smési vlasenky TAR a aptameru R06 Zadnou
hysterezi nepozorujeme, skeny pro ohfev o ochlazovani jsou v ramci chyby méteni
shodné (az na posunuti maxim pro ohfev a ochlazovani vlivem setrva¢nosti systému
a kolisani pozadi naslednych skenil).

Vlasenka TAR nema vyrazny nizkoteplotni piechod jako vlasenka R06. Pti
vy$si rychlosti ohfivani je vSak vidét Siroky pas v oblasti nizkych teplot a vyrazny
pik u vysokych teplot. Pi1 niz$i rychlosti skenovani jako by vSak nizkoteplotni pas
zmizel.
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V namétenych datech smési vlasenky TAR a aptameru R06 vidime opét jen
jeden ptechod u vysokych teplot. Toto maximum by vSak mélo byt superpozici tii
dil¢ich maxim, protoze piedpokladame tii prechody. Prvni je rozpad ,kissing*
komplexu a dva zbylé odpovidaji otevieni obou vlasenek. Naméiend data vSak
ukazuji pouze jednu oblast piechodu, coz muize naznaCovat, ze kdyz dojde
k rozvolnéni jedné vlasenky, prakticky okamzité dojde k rozpadu komplexu. Protoze
se u nizkych teplot neprojevil nizkoteplotni ptfechod, ktery jsme zaznamenali u
vlasenky RO06, piedpoklddame, ze pokud tento ptechod souvisi s rozvolnénim
struktury vlasenky, tak komplex vlasenku stabilizuje natolik, Ze k tomuto rozvolnéni
nedojde. Pokud tento ptechod souvisi s druhou konformaci vldsenky, tak je vznik
této konformace pro vznik komplexu nevhodny, a proto nevznika.

Muzeme si také vSimnout, Ze ve vSech ptipadech vidime jiz diive zminény
efekt, kdy se prvni sken li§i od naslednych skend. Proto jsme ho do dalsiho
zpracovani dat nezahrnuli.

9.3 Zpracovani dat, vysledky a diskuze

Z namétenych dat jsme urcili skeny extrapolované na nulovy c¢as, abychom
vylou¢ili vliv zmén ve vzorku, které s postupem ¢asu mohou v kalorimetru nastavat.
Extrapolované skeny jsou na Obrazcich 9.13 —9.15 pro prvni sérii a na Obrazcich
9.16 — 9.18 pro druhou sérii.
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Obrazek 9.13: Aptamer R06 (koncentrace: 56,25 pM ve vldknech): extrapolované kiivky (Cerné)
naméfené kiivky (modré). Ochlazovani perusovanou ¢arou; ohiivani plnou ¢arou.
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Obrazek 9.14: Vlasenka TAR (koncentrace: 66 uM ve vlaknech): extrapolované kiivky (Cerné)
naméfené kiivky (modré). Ochlazovani pieru§ovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.
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Obrazek 9.15: ,Kissing komplex (koncentrace: 61,125 uM ve vlaknech): extrapolované kiivky
(¢erné) naméiené kiivky (modré). Ochlazovani pieruSovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.
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Obrazek 9.16: Aptamer R06 (koncentrace: 125 uM ve vlaknech): extrapolované kiivky (Cerné)
naméfené kiivky (modré). Ochlazovani pieru§ovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.

200

-200

dQ/dT, [uJ deg™]

-400

‘E 00 T T T T T T
30 40 50 60 70 80

T, [°C]
Obrazek 9.17: Vlasenka TAR (koncentrace: 149,7 uM ve vlaknech): extrapolované ktivky (Cerné)
naméfené kiivky (modré). Ochlazovani pierusovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.
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Obrazek 9.18: ,Kissing komplex (koncentrace: 137,35 uM ve vlaknech): extrapolované kiivky
(Cerné) naméfené kiivky (modré). Ochlazovani pferusovanou ¢arou; ohfivani plnou ¢arou.

Nejprve jsme zjistovali, zda ve vzorku nedochazi ke dvou- a vicemolekuldrnim
pfechodiim. Od extrapolované experimentalni kiivky z druhé série jsme odecetli
extrapolovanou experimentalni kiivku zprvni série prendsobenou pomérem
koncentraci. Pokud by dochazelo k tvorbé vicemolekularnich komplexi, projevilo by
se to pikem v diferencnim spektru, pokud vSak béhem métfeni dochazi pouze k tvorbé
a rozpadu vnitromolekuldrnich komplextl, diferenéni spektrum bude jen jakési
pozadi.

Na Obrazku 9.19 jsou uvedena diferencni spektra pro ohfev a ochlazovani
aptameru R06. Trochu se propisuje do pozadi tvar piivodniho spektra, coz mize byt
zpusobeno Castecnym Ubytkem oligonukleotidu. Z obrazku je vSak dobie patrné, Ze
k zddnym vicemolekuldrnim pfechodiim ve vzorku nedochazi.

Diferenéni spektra pro ohiev a ochlazovéani jsme vytvofili 1 pro vlasenku TAR
(viz Obrazek 9.20). Vysledna spektra jsou pouze zaktivend pozadi s nepatrnym
zbytkem hlavniho maxima (pro ohfivéani je tento zbytek kladny, pro ochlazovani je
zaporny), coz piisuzujeme efektu ubyvani oligonukleotidu (viz ¢ast 7.3). Jinak

v diferenc¢nim spektru neni Zadny ptiznak, Ze by béhem méteni dochazelo k néjakym
dvoumolekularnim reakcim.

I pro smés vlasenky TAR a aptamer R06 jsme vytvofili diferencni spektra
stejnym zplsobem jako pro vlasenky (viz Obrazek 9.21). U tohoto vzorku jsme
ocekavali, ze se v diferencnim spektru objevi maximum souvisejici s tvorbou
komplexu. Z obrazku je patrné, Ze se v diferen¢nim spektru opravdu slabé maximum
vyskytuje. Bohuzel je toto maximum slabé a proto nemtizeme tyto skeny analyzovat
fitem na n&jaky komplexni model.
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Obrazek 9.19: Diferencni spektra aptameru R06 — rozdil mezi DSC kiivkami naméfenymi pro dveé
ruzné koncentrace, kiivky normované na koncentraci 125 pM.
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Obrazek 9.20: Diferencni spektra vlasenky TAR — rozdil mezi DSC kfivkami namétenymi pro dvé
ruzné koncentrace, kiivky normované na koncentraci 149,7 uM.
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Obrazek 9.21: Diferencni spektra smési vlasenky TAR a aptameru R06 — rozdil mezi DSC kiivkami
naméfenymi pro dveé riizné koncentrace, ki'ivky normované na koncentraci 137,35 uM.

Dale jsme provedli korekci extrapolovanych skentl pro ohifivani a ochlazovani
podle zjisténé setrvacnosti pfistroje (viz ¢ast 7.2). Extrapolované skeny prvni série
jsme posunuly v teplotni skéle o 0,7 °C (ohfivaci sken jsme posunuli smérem
k niz§im teplotdm a ochlazovaci sken naopak smérem k vysSim teplotam) a druhé
série 0 0,4 °C (ohtfivaci sken jsme posunuli smérem k nizSim teplotdm a ochlazovaci
sken naopak smérem k vy$Sim teplotdm). Dale byly od skeni odecteny piimky
spojujici pocatecni a koncovy bod skenu. Pro ochlazovaci skeny aptameru R06 byla
tato pfimka odhadnuta, protoze nizkoteplotni pfechod (pik) je v rdmci
vyhodnocovaného teplotniho Gseku nedokon€eny. Vysledky jsou na Obréazcich 9.22
— 9.24. Z obrazki je vidét, ze skeny pro ohfev a ochlazovani pro vlasenku TAR a
kissing komplex si v ramci jednoho experimentu velmi dobfe odpovidaji. Dale si
muzeme vSimnout dobré shody i mezi obéma experimenty. Hlavni maxima si
odpovidaji velice dobte, pouze v nizkoteplotni oblasti méfeného intervalu je shoda
obou experimentd horsi. Na kfivkach pro aptamer R06 je vidét jiz vySe zminéna
hystereze (nizkoteplotni pik), proto maji nizkoteplotni piky posunutd maxima
v dtsledku jiné velikosti teplotni zmény.
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Obrazek 9.22: Korigované extrapolované skeny aptameru R06 s odectem odhadnutého pfimkového
pozadi. Cervené ohfivani; modie ochlazovani. Plnou c¢arou prvni experiment (koncentrace:
56,25 uM), prerusovanou Carou druhy experiment (koncentrace: 125 uM).
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Obrazek 9.23: Korigované extrapolované skeny vlasenky TAR s odectem odhadnutého piimkového
pozadi. Cervené ohtivani; modie ochlazovani. Plnou ¢arou prvni experiment (koncentrace: 66 uM),
prerusovanou ¢arou druhy experiment (koncentrace: 149,7 uM).
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Obrizek 9.24: Korigované extrapolované skeny smés vlasenky TAR a aptameru R06. Cervend
ohtivani; modfe ochlazovani. Plnou ¢arou prvni experiment (koncentrace: 61,125 uM), pferuSovanou
¢arou druhy experiment (koncentrace: 137,35 uM).

Extrapolované skeny pro vlasenku TAR i aptamer R06 (pfi tomto zpracovani
jsme neanalyzovali hysterezi nizkoteplotniho pfechodu, jen jsme zpracovavali
vysledky z kiivek pii ohfivéani a pfi ochlazovani samostatné) jsme zpracovavali fitem
na dva ptfechody (viz Obrazky 9.25 — 9.28) podle rovnice (6.34). Jako odhad
parametrti jsme vzali hodnoty, které ndm vysli z fitovani na jeden pfechod (teplotni
interval jsme rozdélili na dva Gseky odpovidajici prvnimu a druhému pifechodu a
kazdy usek zvlast jsme fitovali rovnicemi pro jeden jednomolekulérni pfechod — viz
¢ast 6.5 ,, Termodynamické modely: dvoustavovy model*). Ac¢koliv u TAR vlasenky
neni v naméfenych datech nizkoteplotni pfechod tak dobie patrny jako u vlasenky
RO6, piesto jsme i tato data zpracovavali fitem na dva prechody, protoze zejména u
prvniho experimentu (koncentrace 66 uM) to vypada, Zze by se v nizkoteplotni ¢asti
mohl n&jaky Siroky pas vyskytovat a od fitu na dva piechody jsme ocekavali, Ze by
ho mohl odhalit. Déle jsme ze ziskanych parametrti vypocitali podle vztahu (1.7)
zménu Gibbsovy energie pro oba prechody. VSechny ziskané vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 9.1 pro vlasenku R06 a v Tabulce 9.2 pro vlasenku TAR. Chyby méfeni
jsme odhadli na 3 % jako chybu v uréeni pozadi a k ni jsme pficetli chybu 3 % jako
celkovou chybu zafizeni zjisténou v ¢asti 7.1 ,Kalibrace kalorimetru®. Celkova
chyba je tedy 6 % z vyslednych hodnot uvedenych v tabulkach.

Z namé&fenych dat smési vlasenky TAR a aptameru R06 jsme neziskali
termodynamické parametry, protoze se jedna o slozity systém, ve kterém dochazi jak
k dvoumolekuldrnim reakcim, tak i jednomolekularnim pfechodiim. Pfesnost DSC
kiivek neni dostatecna k tomu, abychom k jejich vyhodnoceni mohli pouzit slozity
model ptedpokladajici n€kolik pfechodi.

Z vypocitanych hodnot uvedenych v Tabulkéch 9.1 a 9.2 je vidét, ze hodnoty
ziskané pro vysokoteplotni pik si velmi dobfe odpovidaji, zatimco hodnoty pro
nizkoteplotni ,,pfechod* jsou zna¢né rozdilné. U TAR vlasenky se potvrdilo, Ze u
prvniho experimentu (66 uM) se vyskytuje u nizkych teplot Siroky pas, zatimco u
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druhého experimentu (149,7 uM) zadny pas neni. Hodnoty zmény Gibbsovy energie
jsou pro ohiivani a ochlazovani v dobré shod€. Pouze pro nizkoteplotni pfechod u

TAR vléasenky se vice odlisuji.

Tabulka 9.1: Ziskané termodynamické parametry pro aptamer R06 z fitu na dva prechody.

0 56,25 pM 125 pM
aptamer R06 ohfivani ochlazovani oh¥ivani ochlazovani
AH; [keal mol™] 31,6 23,1 38,2 27,6
AS; [cal mol K™ -105,7 -78,4 -128,3 -92,8
AH, [kcal mol™] -41,0 -40,4 43,4 42,6
AS, [cal mol K™ -122,1 -120,8 -129,8 -127,5
AG}, 375¢ [keal mol™ 1,2 1,2 1,6 1,2
AG}, 37-¢ [keal mol™ 3,1 22,9 3,2 3,0

Tabulka 9.2: Ziskané termodynamické parametry pro vlasenku TAR z fitu na dva prechody.

) 66 pM 149,7 pM
vlasenka TAR ohiivani ochlazovani oh¥fivani ochlazovani
AH, [keal mol™] 20,1 24,1 -6,2 0
AS; [cal mol K™ -60,3 -84,9 -16,1 0
AH, [keal mol™] 432 -44.0 -40,0 -41,7
AS, [cal mol K™ -124.4 -126,6 -117,1 -121,8
AG}, 375¢ [keal mol™| -1,4 2,2 -1,2 0
AG), 375¢ [keal mol™| -4,7 -4,7 3,6 -4,0
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Obrazek 9.25: Fity extrapolovanych skenti — aptamer R06 (koncentrace 56,25 uM ve vlaknech).
Vlevo data pro ohfev, vpravo data pro ochlazovani. Cervené experimentalni kiivka, modie prub¢h

podle modelu s nafitovanymi parametry.
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Obriazek 9.26: Fity extrapolovanych skent — vlasenka TAR (koncentrace 66 uM ve vlaknech). Vlevo
data pro ohfev, vpravo data pro ochlazovani. Cervené experimentalni kiivka, modie pribéh podle
modelu s nafitovanymi parametry.
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Obriazek 9.27: Fity extrapolovanych skenti — aptamer R06 (koncentrace 125 uM ve vlaknech). Vlevo
data pro ohfev, vpravo data pro ochlazovani. Cerven¢ experimentalni kiivka, modie prubéh podle
modelu s nafitovanymi parametry.
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Obrazek 9.28: Fity extrapolovanych skeni — vlasenka TAR (koncentrace 149,7 uM ve vlaknech).
Vlevo data pro ohfev, vpravo data pro ochlazovani. Cervené experimentalni kiivka, modie prub¢h
podle modelu s nafitovanymi parametry.

9.4 Aptamer R06 — hystereze

Podle ¢lanku Rougee a kol.(1992), kde autofi navrhli postup, jakym by bylo
mozné experimentalné urcené hysterézni prubcéhy vyhodnotit, jsme se pokusili
vyhodnotit naSe naméfenda data pro aptamer R06, konkrétné tu Cast dat, ktera
odpovida nizkoteplotnimu pfechodu. Citovany ¢lanek se tykal tvorby triplext a
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méefeni teplotni zavislosti UV absorpce, avSak uvaha je univerzdlni a na
jednomolekuldrni pfechod méteny pomoci DSC ji Ize aplikovat. Teorie a vSechny
souvisejici rovnice byly uvedeny jiz diive v ¢asti 6.7 ,,Termodynamické modely:
hystereze®.

Nejprve vSak bylo potieba znaméienych dat odseparovat nizkoteplotni
prechod. Separaci jsme provedli tak, ze z fitu pro dva ptrechody jsme vystihli pozadi
skenu a navySeni dané obéma prechody. Déle jsme odd¢lili navySeni odpovidajici
prvni a druhé oblasti pfechodu. Na zavér jsme pozadi i horni ptfechod odecetli od
experimentalnich dat a zistala ndm kifivka odpovidajici nizkoteplotnimu piku (viz
Obrazek 9.29). Takto ziskanou kiivku jsme dale zpracovavali. Tim, Ze jsme
odseparovali z namétenych dat vysokoteplotni pik, jsme ziskali veli¢inu imérnou
¢asove derivaci relativniho vytézku a. Vhodnym normovanim této veli¢iny lze ziskat
derivaci relativniho vytézku podle teploty. Samotny relativni vytézek a jsme urcili
integraci kiivky a naslednym normovanim.
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Obrazek 9.29: Piiklad separace nizkoteplotniho piku z naméfenych dat. Extrapolovany sken pro
ohifvani aptameru R06 z prvniho méfeni (koncentrace: 56,25 uM ve vlaknech). Cervené naméfena
ktivka, modie nafitovana kfivka, tyrkysové nafitované pozadi, zelen¢ nafitovana kiivka navyseni
daného obéma prechody, ruzova kiivka nafitovand kiivka navySeni prvniho piechodu, fialova
nafitovana kfivka navySeni druhého pfechodu a Cernad kfivka experimentalnich dat po odecteni
nafitovaného pozadi a nafitované kiivky navySeni druhého pfechodu.

Problémem je, Ze piky nizkoteplotniho piechodu nejsou celé, chybi jim vzdy
cast pro nejnizsi teploty (viz Obrazek 9.30). Kdyby byly piky symetrické, mohli
bychom odhadnout chybéjici ¢ést, ale pravé hystereze vede k asymetrii, takze pro
ohfivani by méla byt vétsi ¢ast piku od maxima smérem k vys$sim teplotam a pro
ochlazovani naopak. AvSak integraly ptes cely teplotni obor by mély byt pro ohfev a
ochlazovani stejné, tedy mél by platit vztah:

th dQc
I, =] o dr=1. = J.HdT = —V,,C,AH,, 9.1)
kde Iy (resp. L) je integral kiivky pro ohfev (resp. ochlazovani).
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Integraly spocitané pres cely experimentalné dostupny interval oznacime /.7,
resp. [.7, a integraly pfes symetricky polozenou ¢ast kiivky k chybé&jici cCasti
ozna¢ime 1", resp. I (Ty, resp. Te, v hornim indexu zna¢i, od které teploty zac¢ina
symetricka ¢ast, od této teploty integrujeme cely zbytek teplotniho intervalu, viz
Obrazek 9.30). A dale ozna¢ime By, a B, chyb¢jici ¢asti. Plati nasledujici vztahy:

I, =1"+B, =1 =1"+B,
0<B, <I , 9.2)
I <B,
Z téchto nerovnic dostaneme meze pro By. V rdmci zpracovani dat jsme pies

ziskany interval moznych By, polozili sit’ 10 ekvidistantnich bodl a pro kazdy bod
jsme provedli vyhodnoceni pomoci rovnic uvedenych v ¢asti 6.7.
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Obrazek 9.30: Ilustrace k dopoctu chybgjici nizkoteplotni Casti. Aptamer RO06 (koncentrace:
56,25 uM ve vlaknech). Cervené data pro ohiivani, modie data pro ochlazovani.

Z hodnoty Bj jsme nejprve vypocitali hodnoty B. a déale hodnoty I, a I, ze
vztaht (9.2). Déle jsme ziskali posunuté integracni kiivky, abychom ziskali veli¢iny

de, de
a, , A, ,

dt
teplotach byla 1 (viz Obrazek 9.31). Déle jsme podle rovnic (6.54) spocitali velikosti
rychlostnich konstant. Poté jsme omezili teplotni interval tak, aby se pfili§
neuplatiiovala chyba v odectu horniho pfechodu (v nasem ptipadé se jednd o interval
12 — 30 °C) a na tomto intervalu jsme fitovali rovnice (6.56) a (6.57). Dopoctem
podle rovnic (6.47), (6.55), (6.56), (6.57) a (6.58) jsme ziskali aktivacni energii,
zménu entalpie a zménu entropie.

¢, normovali jsme tak, aby limitni hodnota ay a a. pfi vysokych
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Obrazek 9.31: Vlevo teplotni zavislost relativniho vytézku. Vpravo teplotni zavislost derivace
relativniho vytézku podle teploty. Cervené data pro ohfivani, modfe pro ochlazovani.
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Z deseti hodnot pro kazdy bod sité jsme ur€ili primérnou hodnotu a stiedni
kvadratickou odchylku o. Jako chybu ziskanych parametri bereme 30, déle k chybé
pridavame celkovou chybu zafizeni (3 % zvysledné hodnoty — viz Cast 7.1
»Kalibrace kalorimetru®) a jest¢ 3 % z vysledné hodnoty, jako chybu zplsobenou
nepiesnostmi v odectu pozadi a vysokoteplotniho piku.

Ze ziskané aktivacni energie AE pro ob¢ koncentrace jsme vypocitali jeji
ptirozeny logaritmus. Jako vyslednou hodnotu odhadu aktivaéni energie bereme
primérnou hodnotu logaritmil a jako chybu uvazujeme polovinu jejich rozdilu.

Vysledné hodnoty pro obé koncentrace 1 suréenymi chybami jsou
v Tabulce 9.3. Z vyslednych hodnot uvedenych v tabulce je vidét dobrd shoda
hodnot AH a AS pro oba experimenty.

Tabulka 9.3: Ziskané termodynamické parametry pro nizkoteplotni pfechod aptameru R06 na zakladé
analyzy s uvazenim hystereze DSC kiivky.

56,25pM 125 M

AH [kcal mol] 229+41 -254+25
AS [cal mol K| -78 + 14 -86+9
In (AE) 2,1+0,7
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Z.avér

Vramci predkladané diplomové prace byly provéfeny parametry
diferencialniho skenovaciho mikrokalorimetru a provéfena jeho presnost a
spolehlivost pfi méfeni vodnych roztokli nukleovych kyselin. Byl stanoven postup
meéfeni a zpracovani dat. Dale byly urCeny termodynamické parametry komplext
mezi sadou modifikovanych deoxythymidinovych patnictimert a komplementarnim
RNA polymerem a studovany kratké RNA vlasenky, TAR viru HIV a jeho aptamer
RO6. Konkrétné byly dosazené tyto vysledky:

1. Vlastnosti zafizeni a metodika experimentu.

e  Byla urcena piesnost zafizeni pomoci dvou latek s tabelovanou tepelnou
kapacitou. Chyba udavaného vyrovnavaciho pifikonu nepiesahuje 3 % jeho
hodnoty.

. Byla zjisténa setrvacnost systému a jeji velikost stanovena na (42 + 10) s.

. Bylo zjisténo, ze z piivodnich trubiek lze odsat 50 pl aniz by to né&jakym
zpusobem ovlivnilo méfeni, toto mnozstvi vSak ptedstavuje pouze ctvrtinu
obsahu pfivodnich trubi¢ek a jeho odsati ziejmé neumozni eliminovat
nezadouci efekty pfisuzované interakci molekul méfeného roztoku se sténami
ptivodnich trubicek.

. Zjistili jsme, zZe fosfatovy pufr je pro méfeni pomoci DSC vhodny pouze bez
pfitomnosti hoif¢iku. Pro praci s hof¢ikem byla ovéfena dobra pouzitelnost
kakodylatového pufru.

o Prokézali jsme, Ze ptedbéeh (teplotni cyklovani s pufrem v obou kyvetach, ktery
je pro vlastni méfeni vyménén) pred zapocetim méfeni stabilizuje zdkladni
linii.

o Pokud se vzorek vlozi do kyvety vyménou za pufr béhem méfeni piistroje, pak
jsou naméfené skeny stabilnéjSi a ziskané termodynamické parametry

z jednotlivych skent méné fluktuuji. Také jsme zjistili, ze méfici postup nema
vliv na odliSnost v prvnim skenu se vzorkem, ta je zfejm& zpiisobena
vytvoienim mikrobublinek pfi vkladani vzorku do kyvety.

2. Hybridni komplexy modifikovanych oligodeoxythymidinii s RNA.

e  Byly proméfeny ekvimolarni smési (v bazich) ¢ty modifikovanych 15-mert a
jednoho pfirozeného s poly(rA) a urCeny termodynamické parametry vzniklych
hybridnich komplext, vcetné parametru kooperativity vazby oligomerd na
polymer. Tyto udaje umoznuji nejen posouzeni hybridizacnich schopnosti
jednotlivych typti modifikaci a tedy vhodnost pro potencidlni vyuziti pfi
antisensni terapii, ale umozni 1 zkompletovat vysledky méfeni Ramanovych
spekter, kterda by méla odhalit souvislosti se strukturnimi odchylkami
v jednotlivych fetézcich.
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Modifikace s methylenovou skupinou na 3° konci, ve které¢ jsou vSechny spojky
modifikované, s ptirozenou polyadenylovou kyselinou nehybridizuje.

Naopak modifikace s methylenovou skupinou na 5°konci, ve které se
modifikované spojky stfidaji s nemodifikovanymi, vytvaii s pfirozenou
polyadenylovou kyselinou komplexy vice stabilni nez pfirozeny oligomer
thyminu.

Ostatni dvé modifikace (s methylenovou skupinou na 3°konci, ve které
modifikované  spojky alternuji s nemodifikovanymi, a  modifikace
s methylenovou skupinou na 5° konci se vSemi spojkami modifikovanymi)
vytvaii s pfirozenou kyselinou polyadenylovou komplexy, av§ak méné stabilni
nez vytvari prirozeny oligomer.

Pomoci Mc Ghee — von Hipplova modelu jsme zjistili velmi vysokou (a
prakticky stejnou) kooperativitu vazby oligonukleotidii (krom¢ modifikace,
kterd komplexy nevytvari) na polymerni vlakno.

3. Kratké RNA vlasenky a jejich komplex

Byla proméfend vrcholova vlasenka segmentu TAR z RNA HIV-1, jeji aptamer
RO6 a jejich ekvimolarni smés, kde dochazi k tvorb¢ ,.kissing* komplexd.

Byly urcené termodynamické parametry piechodll otevieni vlasenky u obou
oligonukleotidt.

U aptameru R06 byl zjistén druhy vyrazny piechod v oblasti teplot kolem
25°C. Tento ptfechod vykazuje vyraznou hysterezi kiivek pifi ohfevu a
ochlazovani a to i pfi mensi teplotni zmén& 0,5°C min™'. Bylo ovéfené, Ze se
jedna o jednomolekularni piechod, a byly wurené termodynamické
charakteristiky tohoto pfechodu vcetné odhadu aktivaéni energie.

U vlasenky TAR nebyl zjistény vyrazny druhy ptechod. Pokud existuje, pak je
velmi Siroky a zasahuje od nejnizsich teplot az do oblasti otvirani vlasenky.

DSC kiivky smési vlasenek TAR a R06 se vyrazné odliSuji od superpozice
kiivek pro samostatné vlasenky, coz prokazuje vznik komplext. Vzhledem ke
slozitosti  systtmu nebylo mozné tyto komplexy termodynamicky
charakterizovat, je vSak ziejmé, zZe komplex strukturné stabilizuje vlasenky —
pfinejmensim R06, nebot” jeho vyrazny nizkoteplotni prechod se ve smési
nepozoruje.
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ZKkratky

dT)ss
2¢-OMe
2’MOE

A

ARP

ASO

AV CR

C

CacKMg
CacNaKMg

CD
CeNAs
CMV
d[Tpc]aT

DNA
DSC
dsDNA
dT(p.T};

dT[T-p.T]
dT[Tp.-T]

EMSA
FANA
FRET

FU UK
G

HIV
HPLC
TAsys
ITC
LNA
mRNA
NMR
NPs
NTDB

PBNa
PBNa-HW

ptirozeny deoxythymidinovy patnactimer

2¢-O-methyl

2¢-O-methoxy-ethyl

adenin

peptid bohaty na arginin (arginine rich peptid)

antisensni oligonukleotid

Akademie véd Ceské republiky

cytosin

50 mM kakodylatovy pufr, 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, pH 6,2

20 mM kakodylatovy pufr, 20 mM NaCl, 140 mM KCI, 3 mM MgCl,,
pH6,3

cirkuldrni dichroismus (circular dichroism)

cyklohexan nukleové kyseliny

cytomegalovirus

modifikace (dT);s, ve které se -CH,- skupina nachazi na 3° konci
spojky a vSechny spojky jsou modifikované

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (diferential scanning calorimetry)
dvouvldknovd DNA (double-strand DNA)

modifikace (dT);s, ve které se -CH,- skupina nachazi na 5°‘ konci
spojky a vSechny spojky jsou modifikované

modifikace (dT);s, ve které se -CH,- skupina nachazi na 5°‘ konci
spojky a modifikované spojky alternuji s pfirozenymi

modifikace (dT);s, ve které se -CH,- skupina nachazi na 3 konci
spojky a modifikované spojky alternuji s pfirozenymi

(electrophoretic mobility shift assay)

2‘-deoxy-2‘-fluoro-B-D-arabino nukleova kyselina

fluorescencni rezonanc¢ni ptenos energie (fluorescence resonance
energy transfer)

Fyzikalni Gstav Univerzity Karlovy

guanin

virus lidského imunodeficitu (human immunodeficiency virus)

high performance liquid chromatography

Interaction Analysis Systém

1sotermalni titracni kalorimetrie (isothermal titration calorimetry)
uzaviena nukleova kyselina (locked nucleic acid)

messenger RNA

nukledrni magnetickd rezonance (nuclear magnetic resonance)
N3¢-P5° fosforoamidaty

Termodynamickd databdze nukleovych kyselin (Thermodynamic
Database for Nucleic Acids)

25 mM fosfatovy pufr, 160 mM NaCl; pH 7,0

25 mM fosfatovy pufr s 10 % D,0, 200 mM Na'; pH 7,0
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PBNaMg 25 mM fostatovy pufr, 160 mM NaCl, 5 mM MgCl,; pH 7,0

PMO fosforoamidat morfolino oligomer (phosphoroamidate morpholino
oligomer)

PNA peptidova nukleova kyselina (peptid nucleic acid)

poly(rA) polyriboadenylova kyselina

PS fosforothioat

RNA ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

rRNA ribosomalni RNA

SELEX Selection of Ligand by Exponential Enrichment

ssDNA jednovlaknova DNA (single strand DNA)

T thymin

TAR Trans-Activation Response element

tcDNA tricyklo-DNA

TFO triplex vytvarejici oligonukleotidy (triplex-forming oligonucleotide)

tRNA transferovda RNA

U uracil

uv ultrafialova (ultraviolet)
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