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Abstrakt
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Vedouci bakalafské prace: prof. PharmDr., Martin Beranek, Ph.D.

Nazev: Synteticka biologie a jeji vyznam pro molekuldrni diagnostiku

Cil préce:

Jednim z cil prace byla charakterizace oligonukleotidovych a polynukleotidovych

vldken. DalSim cilem bylo popsat jednu zloh syntetické biologie, a to piipravu

dlouhych a kratkych polymernich fetézci.
Hlavni poznatky:

Bakalatska prace se zabyva charakteristikou oligonukleotidovych a polynukleotidovych
vldken, zhlediska jejich chemické struktury, vyznamu pro buitku a molekularni
molekuldrni diagnostiky. Jednim zcili syntetické biologie je syntéza sekvenci
oligonukleotidi. Proto se tato prace zabyva popisem nékterych syntéznich metod piimo
oligonukleotidd, at’ uz se jedna o kratké oligonukleotidy nebo dlouha polynukleotidova

vlakna délky ultramert aZz genti.

Zaver:

Z ptehledu metod a technik uvadénych po zakladnich poznatcich o oligonukleotidovych
a polynukleotidovych vldken a popisu uplatnéni téchto vldken v molekularni
diagnostice je zfejmé, ze dochazi k vyvoji biotechnologickym automatizovanym
metodam, které vedou k mensi spotiebé reagencii, vzorkl a také k celkovému sniZeni

¢asu analyz.

Kli¢ova slova: oligonukleotid, nukleovd kyselina, fosforamiditovda metoda,
automatizace, mikroCipy, komplementarni, enzymatické metoda, klonovani,

biotechnologie



Abstract
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Headline: Synthetic biology and its importance for molecular diagnostics

Main aim of the work: One of the goals of the thesis was to characterize oligonucleotide
and polynukleotide strands. Another goal was to describe one of the tasks of synthetic

biology, namely the preparation of long and short polymer chains.
Main findings:

The bachelor thesis deals with the characterization of oligonucleotide and
polynucleotide fibers, in terms of their chemical structure, importance for the cell and
molecular diagnostics. Oligonucleotides represent one of the most important tools of
modern molecular diagnostics. One of the goals of synthetic biology is the synthesis of
oligonucleotide sequences. Therefore, this paper deals with the description of some
synthesis methods directly for oligonucleotides, whether they are short oligonucleotides

or long polynucleotide strands of ultramers to genes in length.
Conclusion:

From the overview of the methods and techniques presented after the basic knowledge
of oligonucleotide and polynucleotide fibers and the description of the application of
these strands in molecular diagnostics, it is clear that there is a development of
automated methods resulting in less consumption of reagents, samples and also an

overall reduction in analysis time.
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Uvop

Synteticka biologie se opira o syntetické vlastni sekvence DNA, vcetn¢ oligonukleotidi
a delSich fragmentl jako jsou syntetické geny nebo celé genomy. Prilomy umoziujici
rozséhlou, levnou a ucinnou konstrukci pozadovanych useki mohou urychlit pokrok
v biologickém vyzkumu a aplikacich. Jednim zcili syntetické biologie je tyto
pozadované useky syntetizovat. Jejich analyza pfispiva k pochopeni vzniku a pienosu

ruznych infek¢énich nebo genetickych chorob.

Zvetejnéni struktury DNA odstartovalo zapal dozveédét seojejim fungovani
v biologickych systémech. Kratce po jejim objevu byly publikovany prvni pokusy
o vytvofeni syntetickych fetézci DNA a védci zavedli slovo oligonukleotid. Syntéza
oligonukleotidii ptevazné vychazi z fosforamiditové chemie vzniklé v 80. letech

minulého stoleti.

Je mozné sestavit oligonukleotidii do delSich fragmenti kodujicich syntetické geny.
Syntéza genii umoZziuje vytvaret a modifikovat genetické sekvence. Rekonstrukce
kompletnich virovych a bakteridlnich genomii svéd¢i otom, kam az se syntetické

schopnosti dostaly.

Molekularni diagnostika nachédzi uplatnéni diky vyvoji automatizovanych pfistroji
poskytujici vysledky vyuZivané k analyze bakteridlnich a virovych genomu pro volbu
spravné¢ 1écby. Dadle k diagnostice rakoviny zaméfujici se na genomové markery

v nadorové DNA a analyze lidskych genti.

V bakalaiské praci jsou popsany nékteré ze syntetizacnich technik pfipravy

oligonukleotidovych a polynukleotidovych fetézci.



1 Oligonukleotidova a polynukleotidova vliakna, jejich
struktura a vyznam v biologii bunék

Zakladni vlastnosti oligonukleotidovych a polynukleotidovych vldken jsou popsany

v nasledujicich kapitolach.

1.1 Chemicka struktura

Z chemického hlediska se jednd o fosforecné estery pent6z vazané na deviti¢lennou
purinovou (adenin, guanin) nebo Sesticlennou pyrimidinovou (uracil, thymin, cytosin)

dusikatou bazi. Obecny chemicky vzorec je uveden na obrazku 1.

Obr. 1: Zakladni struktura nukleotidu

Zdroj: https://www.wikiskripta.eu/w/Nukleotid#/media/File:Nukleotid num.svg.

Atomy uhlikli ve vzorci bazi isacharidu maji stejnd Cisla uhliki (viz obrazek 1).
Pro jejich odliseni se uzivéa apostrofa (napt. 17). Apostrofu piSeme pii Cislovani atomu

uhliku v sacharidové ¢asti vzorce.

1.1.1 Dusikata baze — purin, pyrimidin

Purin, coZjejeho systematicky nazev, jetvofen kondenzovanym pyrimidinovym

a imidazolovym kruhem. Jeho sumarni vzorec je CsHaN4. a je uveden na obrazku 2.

L >

Obr. 2: Vzorec dusikaté baze purin

Zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/Purine#/media/File: Purin_num?2.svg



Zakladni purinové baze jsou adenin (6-aminopurin) (A) aguanin (2-amino-6-

hydroxypurin)

(G). Strukturni vzorce bazi jsou uvedeny na obrazku 3 a 4.

Obr. 3: Vzorec adeninu

Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenin#/media/Soubor:Adenine_numbered.sv
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Obr. 4: Vzorec guaninu

Zdroj: https://www.researchgate.net/figure/Scheme- 1-Protonated-structure-of-guanine_figl 314229726

Pyrimidin, jehoZ systematicky néazev je 1,3-diazin. Jeho sumarni vzorec je C4HaNo,

strukturni vzorec je uveden na obrazku 5.

Obr. 5: Vzorec pyrimidinu

Zdroj: https://www.wikiskripta.eu/w/Pyrimidiny#/media/File: Pyrimidin_num.svg

Zakladni pyrimidinové baze jsou thymin (5-methylpyrimidin-2,4(1H,3H)-dion) (T),
uracil (pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion) (U) acytosin (4-aminopyrimidin-2(1H)-on) (C).

Strukturni vzorce pyrimidinovych bazi jsou uvedeny na obrazku 6.



. H,C /L Y
7 fix;:\ N N 4 T NH ,/f/ 4 “m\ NH
l 5 3] 7 3 l S 3
- 2 s Z2 6 %
SN, NS NN
NH O NH 0 NH 0
Cytosine Thymine Uracil

Obr. 6: Vzorec cytosinu, thyminu a uracilu

Zdroj: https://d1yboe6750e2cu.cloudfront.net/i/40152390c22c9ec1891b95b0df91ebc26691183

1.1.2 Fosfatova skupina

Fosfatovou skupinu tvofi zbytek kyseliny fosfore¢né, jeji strukturni vzorec je uveden
na obrazku 7. Nukleotid bez fosfatové skupiny se nazyva nukleosid, ve své molekule
ma dusikatou bazi a sacharid. Nukleosidy jsou adenosin, guanosin, uridin, thymidin
a cytidin. Nukleosidy esterové vdzou jednu, dvé nebo tii molekuly kyseliny fosfore¢né
za vzniku mono, di a trifosfatii. Dilezitou funkci kyseliny fosforecné je schopnost tvofit
makroergické vazby v ATP as monosacharidy. Hydrolyzou makroergickych vazeb
je ziskano velké mnozstvi energie, kterd v organismu slouzi pro fadu metabolickych
reakci (napf. pro tvorbu nukleovych kyselin). Déle nukleotidy mohou byt donory
fosfatové skupiny v biochemickych pochodech. Nukleotidy se diky fosfatové skupiné
chovaji jako kyseliny.

OH

O/P"”OH

OH

Obr. 7: Vzorec kyseliny fosforecné

Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/29/Phosphoric_acid.svg/220px-
Phosphoric_acid.svg.png

1.1.3 B-ribofuranosa a B-2-deoxyribofuranosa

Nukleotidy ve své molekule obsahuji monosacharid, ktery je derivatem furanu, ma tedy
péticlenny  kruh.  Obsahuje-li  nukleotid sacharid B-ribofuranosa, nazyva

se ribonukleotid. Pokud ve své molekule obsahuje sacharid B-2-deoxyribofuranosa,



jedna se o deoxyribonukleotid. Na obrazku 8 jsou uvedeny vzorce B-ribofuranosy a -2-

deoxyribofuranosy.

¥
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Obr. 8: B-ribofuranosa, B-2-deoxyribofuranosa

Zdroj: http://anatheworldofscience.blogspot.com/2016/06/

1.1.4 Vazby v Fetézci nukleotidu

Nukleotid je fosforylovany nukleosid na jedné zcukernych volnych hydroxylovych
funkénich skupin. Pti spojeni nukleotidi vznikd mezi hydroxylovou funkéni skupinou
na uhliku Cislo tfi (C3) pentézy a fosfaitem nauhliku C¢islo pét (Cs) pentdzy
fosfodiesterova vazba. N-glykosidickou vazbou jsou k cukerné ¢asti pripojeny dusikaté

baze na uhliku ¢islo jedna (C1) pentozy.

1.1.5 Oligonukleotidy a polynukleotidy

Vyse popsana struktura se tykala mononukleotidl, postupnym piipojovanim dalSich
nukleotidi vznikaji oligonukleotidy a polynukleotidy. Oligonukleotidy ve svém fetézci
obsahuji desitky jednotek nukleotidii (Beranek 2016). Délka oligonukleotidii se mize
liSit dle Cerpané literatury. Oligonukleotid je tvofeny 8-50 jednotkami (Ronak 2019),
ale miize byt také v literatufe uvedeno, ze délka oligonukleotidu se nejcastéji pohybuje
mezi 8-20 mononukleotidy (Flegr 2018). Polynukleotidy obsahuji minimalné sto
jednotek nukleotidii. Jednotky nukleotidi jsou vzajemné spojeny od svého 5° konce
molekuly k 3" konci molekuly, tedy chemicka vazba vznikd mezi hydroxyly na uhlicich
sousednich pentéz v polohdch 3" a5’. Spojeni v polohach 3" a5’ jepovaZovano
za ptirozené spojeni, laboratorné lze vytvofit spojeni mezi uhliky v polohdch 2" a 5’,
které se v pifrodé bé&Zné nevyskytuje. Retézec ma svoji polaritu, fosfatova skupina

je na patém (5") konci a sacharid na konci tietim (3”).



1.1.6 Nazvoslovi

Nézvoslovi nukleotidt uziva tfipismenné zkratky. Nazev obsahuje nazvy vazeb a pocet
fosfat. Pokud ve vzorci neni uveden nazev sacharidu, obsahuje ve své molekule vzdy
ribosu, napt. AMP (adenosinmonofosfat). Sacharid deoxyribosa je naznac¢en pismenkem

,»d“ ve vzorci, napt. JAAMP (deoxyadenosinmonofosfat).

1.2 Metabolismus nukleotidii v organismu

1.2.1 Exogenni nukleotidy

Exogenni nukleotidy pfijimdme v potravé hlavné ve formé nukleovych kyselin, $tépi
se nukleazami v gastrointestinalnim traktu. Vstfebavani v gastrointestinlnim traktu

je omezené, nukleotidy byvaji degradovany a poté eliminovany.

1.2.2 Endogenni nukleotidy — syntéza a odbouravani

Endogenni nukleotidy jsou v organismu syntetizovany ,,de novo* (z nizkomolekularnich
prekurzorit) nebo jsou opétovné vyuzity Casteéné odbourané pro syntézu novych.
Syntéza probiha ve vSech bunkach, konkrétn€ v cytosolu. Syntéza je disledné
regulovana, pro buniku je energeticky naro¢na. Nejprve dochdzi ke vzniku dusikaté
baze, poté se pfipojuje pentéza snavazanou fosfatovou skupinou. (pfipojovani

je naznaceno na obrazku 9).
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Obr. 9: Pripojovani pentozy s navazanou fosfatovou skupinou k prekurzoru
mononukleotidu

Zdroj: SKALOVA. Zdikladni biochemické drihy v busice. Praha: Karolinum. ISBN 9788024626628

Na obrazku 10 jsou uvedeny prekurzory pro syntézu purinu a pyrimidinu. Purin
je syntetizovan z aspartatového aminu, formidtu, glutaminového amidu a glycinu.

Pyrimidin je syntetizovan z glutaminu a aspartatu.

Cco,
A . t glutaminu
) aspartatovy c glycin B) N//C\C
amin 7N
N™ c—N | Il aspartat
| Il Il c. _C
HC\\N/C\ /CH formiat Coz N
formiat N

H
glutaminovy amid

Obr. 10: A) latky, z nichZ se syntetizuje purinova baze, B) latky, z nichz se
syntetizuje pyrimidinova baze

Zdroj: SKALOVA. Zdikladni biochemické drihy v busice. Praha: Karolinum. ISBN 9788024626628

Odbouravani nukleotidi je zahdjeno odstépenim fosfatu, nasleduje odstépeni pentdzy
apoté dochdzi k degradaci dusikaté baze. Konecnym produktem purinovych bazi
je kyselina mocovda, purinové bdze se degraduji oxidacn€ v jatrech. Konecnym
produktem pyrimidinovych bazi je malonyl-CoA a methylmalonyl-CoA, jsou

degradovany redukéné v jatrech.



1.3 Vyznam nukleotidii v organismu

Nukleotidy piedstavuji pro bunky nezanedbatelné soucasti organismu. Plni zde
v organismu fadu biochemickych a fyziologickych funkci. Z nutri¢niho hlediska jsou
nukleotidy pro télo nezbytné latky. Dietdrni nukleotidy jsou obsazené v potrave, hlavné
v mase a lusténinach. Pro podporu rustu se ptidavaji do vyrobkii kojenecké a détskeé

VyZivy.

1.3.1 PrenaSeci chemické energie

Nukleotidy jsou pfenaseCi chemické energie, zachyti energii ve své molekule
z exergonickych dé&ji, jednd se o vysokoenergetické fosfaty. Rozpadem molekuly
se dodava energie do endergonickych dé&jii. Ve vétsing procest je univerzalnim nosi¢em
volné energie adenosintrifosfat (ATP), ktery slouzi jako pohon fady metabolickych
drah. Mezi dal§i vysokoenergetick¢ fosfaty setadi guanosintrifosfat (GTP),
cytidintrifosfat (CTP), uridintrifosfat (UTP). GTP se Gcastni napft. proteosyntézy,
signalizace a citratového cyklu. UTP se podili napf. na syntéze sacharidd a CTP

na syntéze glycerofosfolipida a sfingolipida.

1.3.2 Soucast koenzymii a signalnich molekul

Nukleotidy se vaZou na dalsi skupiny latek za tvorby koenzym, které maji dulezitou
roli pfi pfenosu atomd, elektronli nebo skupin atomil pii enzymatickych reakcich.
Koenzymy  jsou  napi. NADP  (Nikotinamidadenindinukleotidfosfat), = NAD
(Nikotinamidadenindinukleotid), FAD (flavinadenindinukleotid), koenzym A.

Jsou také soucasti specifickych signalnich molekul v bunce, ptikladem je cAMP
(cyklicky adenosinmonofosfat), ktery je druhym poslem a zajiStuje mezibunécnou

komunikaci.

1.3.3 Stavebni kameny nukleovych kyselin

Jednou z jejich hlavnich funkci je soucast nukleovych kyselin jako jejich stavebni
kameny. Podle zastoupeni nukleotidi v fetézci nukleovych kyselin rozeznavame dvé
ttidy nukleovych kyselin — deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) a ribonukleovou
kyselinu (RNA). 600 miliont nukleotidi je uloZeno do molekul RNA a ptes Sest miliard
parti bazi je uloZzeno v DNA (Beranek 2016).



Molekula DNA obsahuje genetickou informaci, ktera je nezbytna pro vznik a existenci
organismu. Souhrn genetické informace v organismu se nazyva genom, ktery je uréen

potadim a sekvenci nukleotidi. DNA je ulozeno v jadfe kazdé buniky a mitochondriich.

Molekuly RNA jsou povazovany za funk¢éni molekuly, rozeznavame mRNA (=
mediatorova, prenasi informace o aminokyselinové sekvenci zjaderné DNA do mista
proteosyntézy), tRNA (=transferovd, pienos aminokyselin) a rRNA (=ribosomalni,

strukturni souc¢asti ribozomu, katalyticka funkce).

Nukleové kyseliny se fadi mezi makromolekularni slouceniny, vznikaji spojenim
nukleotidlt do fetézcli. Spojeni je katalyzovano polymerazou avznikd pomoci

fosfodiesterovych vazeb.

Potadi nukleotidli v fetézci ur€uje primarni strukturu nukleovych kyselin. Sekundérni
struktura vznikéd interakci nesousedicich nukleotidl, které vytvaieji vodikové vazby
podle pravidel Watson-Crickova parovani — tfi vodikové vazby mezi cytosinem
a guaninem a dvé vodikové vazby mezi adeninem athyminem (uracilem, dle druhu
nukleové kyseliny), skladaji se antiparalelné, tedy polynukleotidové fetézce jsou
orientovany protismérné (sekundarni struktura je uvedena na obrazku 11). Podminkou
sekundarni struktury je tautomerie thyminu a guaninu v ketoform& a aminoforma
cytosinu, adeninu a uracilu. Zakladnim typem sekundarni struktury DNA je stoCeni
dvou polynukleotidovych fetézcii do dvousroubovice. RNA byvéa vétSinou tvofena

jednim fetézcem, ale napft. u reovirt je fetézec tvofen dvéma.
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Obr. 11: Sekundarni struktura, naznacené parované baze

Zdroj:
https://www.wikiskripta.eu/w/Sekund%6C3%A1rn%C3%AD _struktura DNA#/media/File:Difference DN
A _RNA-EN.svg.png

V fetézci DNA je dvousroubovice tvofena komplementarnimi vazbami v cis konformaci
dle Watson-Crickova parovani, kdy vzdalenost mezi dvéma sousedicimi nukleotidy
je 0,34 nanometry (nm), Sifka je 2 nm a jedna otacka obsahuje 10 parG bazi o délce
3,4 nm (Beranek 2016). Ve struktuie DNA je tedy dodrzovano Chargaffovo pravidlo,
kdy pomér purinii a pyrimidint je roven 1:1. Strukturou nukleovych kyselin mize byt
1 vlasenka, ktera vznikd v ptipadé¢ vodikovych vazeb v jediném ftetézci, vyskytuje
se napt. v tRNA. V nékterych piipadech se mohou nukleotidy skladat do fetézcii i proti
pravidlim Watson-Crickova parovani, které nastdva z divodu zmény pH. Vazby
v fetézei jsou pak v konfiguraci frans a spojuji se paralelné. U dvousroubovice DNA
rozliSujeme pravoto€ivé orientované A a B konformace, levoto€ivé orientovanou
Z konformaci. B-DNA  jeoznaCovana  ,Watson a Crickova®“ avyskytuje
se za fyziologickych podminek. A-DNA se vyskytuje pii vysokych koncentracich soli.

Z-DNA se uplatituje pfi regulaci genové exprese.

Pti parovani purinovych a pyrimidinovych bazi prochazeji vodikové vazby mimo osu
symetrie, cozzpusobi vznik malého avelkého zlabku. Sitky Zlabkd jsou

charakteristické pro danou konformaci DNA.
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2 Vyznam oligonukleotidii v molekularni diagnostice

Oligonukleotidy jsou jednim z nejdtlezitéjSich nastroji moderni molekularni
diagnostiky. Bez oligonukleotidii by dnesni diagnosticky a farmaceuticky primysl

nemohl existovat.

2.1 Primery

Synteticky  pfipravované oligonukleotidy o obvykl¢ délce 18-30 nukleotidd
(Vychodilova 2019). Pomér nukleotidovych bazi ve struktuie primeru je zhruba
vyrovnany, sekvence v primeru by nemély byt vzajemné komplementarni. Primery
se pfipojuji ke komplementarnim konctim sledovaného tuseku DNA. PouZivaji
se vriaznych aplikacich molekularni  diagnostiky  pro zahajovani  hybridizace
(propojovani komplementarnich usekti v DNA) s jednofetézovym vldknem DNA

(ssDNA).

2.1.1 Aplikace primert v PCR technologii

Metoda probihajici in vitro, kterd umoziuje namnozit a poté identifikovat cilovou
sekvenci DNA, a to infekéniho agens, mutace nebo polymorfismu. Obecnym principem
metody je amplifikace cilové sekvence za pouziti primeri se znamou sekvenci, které
jsou komplementarni k zaCatku akonci templatové DNA (jako templatové vldkno

1ze uplatnit i RNA).

Vznikly PCR produkt (neboli amplikon) slouzi pro dal§i molekuldrni metody jako
napf. sekvenovani DNA, restrikéni analyza nebo také pro dalSi biologické vyuziti

napf. pro diagnostiku onemocnéni a identifikaci osob.
Primer je specificky pro kazdou PCR.

PCR lze pouzit k detekci mutaci v alele genu. UZivaji se primery komplementéarni
k sekvenci mutantni a ke standardni zdravé sekvenci genu. Lze prokazat inékolik
mutaci najednou uzitim nékolika para primerti komplementarnich k nékolika rozdilnym
sekvencim. Primery k detekci mutaci vyZaduji vySsi stabilitu, proto jsou pouZivany
krat$i, napt. o délce 13-18 nukleotidi (Mazura 2001) nebo o délce 20-30 nukleotida
(Mazura 2001).
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Primery lze uplatnit ike zvySeni specifity amplifikace PCR reakce pfi predpokladu
malého mnozstvi DNA nebo RNA ve vzorku. Vyuziji se dva pary primerQ, externi
ainterni liSici se navzdjem bodem tani (Tm). Pomoci externiho primeru dochazi
ke vzniku vétsiho fragmentu pozadovaného useku ve vzorku, nasledné externi primer
slouzi jako templatové vldkno v dalsi reakci vyuzivajici interni primery pro amplifikaci
fragmentu kratSiho. Interni primery jsou komplementarni k vnitini ¢asti PCR produktu

prvni reakce.

Produkt reakce PCR muze byt kvantifikovan. PCR produkt je méfen po kazdém
jednotlivém cyklu na zaklad€ zmén intenzity fluorescenc¢niho zatreni béhem amplifikace.
Pro kvantitativni detekci se pouzivaji detek¢éni primery znacené fluoroforem emitujici
zateni urcité vinové délky po predchozi absorpci zatfenim o jiné vinové délce. Kromé
fluoroforu obsahuji navic i1 zhase¢, ktery pfijima emitovanou energii zaieni, aby nebylo
zachycovano detektorem. V nasledujici podkapitole uvadim piiklady detek¢énich

primert.
Systém univerzalnich primeri AmpliFluorTM

5" konce jednoho ze specifickych primert je prodlouzen o univerzalni priveések.
Univerzalni pfivések primeru ma shodnou sekvenci jako vlasenkovy primer (Uniprimer)
nesouci fluorofor a zhasec¢. Po zabudovani vladsenkového primeru do produktu PCR
je oddélen fluorofor od zhaseCe a dochdzi ke generovani fluorescenéniho signalu

odpovidajici mnozstvi amplikované DNA.

Scorpions

5" konec zjednoho primerit je prodlouzen o vlasenku s fluoroforem a zhasecem,
v pribéhu PCR dochazi k rozpleteni vlasenky a jeji 5° se vaze uvnitf cilové sekvence,

a tim dochdazi k oddéleni fluoroforu od zhasece.

Systém LUX

Systém vyuzivajici vlasenkového primeru nesouci fluorofor, jako zhaSe¢ se uplatituje
sekundéarni struktura vlasenky, v pribéhu amplifikace dochazi k jejimu rozpleteni

a fluorofor se dostava z vlivu zhasece.

12



2.1.2 Aplikace primeri v sekvenovani

Metoda umoznujici stanovit primdrni strukturu DNA, tedy pofadi jednotlivych
nukleotidll v jednom z fetézci DNA. Technologie sekvenovani DNA pftispéla k detekci
neznamych mutaci a polymorfismti v sekvenci DNA. Dale nachazi vyuziti
ve fylogenetickych studiich, antropologii, zemédélstvi ataké ve forenznich védach
k testovani paternity nebo k objasnéni viny ¢ineviny ztrestni cinnosti. Primer
se vmetod¢ aplikuje pfipojenim se k oblasti molekuly DNA, od které chceme

stanovovat sekvenci.

Sekvenovani se uplatiiuje iv oblasti mikrobiologie identifikaci bakteridlnich druhi
porovnanim vyslednych sekvenci se zndmymi sekvencemi v databazich. Sekvenovanou
oblasti je 16S rRNA, coz je sek genu kodujici podjednotku rRNA. Oblast obsahuje
geny spoleéné vétSin€é mikroorganismi ataké oblasti charakteristické pro kazdy
bakterialni druh. Sekvenace gent 16S rRNA piedstavuje vyhodu pro identifikaci

obtizn¢ kultivovatelnych, nekultivovatelnych a pomalu rostoucich bakterii.

2.1.3 Aplikace primeri v ligaénim testu oligonukleotidi

Ligacni test je enzymatickd metoda pro detekci mutaci. Technika zahrnuje propojeni
komplementarnich usekli dvou oligonukleotidii na komplementérni cilové DNA useky
v mistech moznych mutaci ptisobenim DNA ligazy. Oligonukleotidové primery jsou

navrzeny tak, aby 3" konec prvniho primeru sousedil s 5" koncem druhého primeru.

2.2 Sondy

Synteticky pfipravované nebo ziskané z pfirozeného zdroje oligonukleotidy se znamou
sekvenci o obvyklé délce desitek az tisicti nukleotidi (Beranek 2016), jednofetézcové
aznacené. Stejn¢ jako primer se pfipojuje na zakladé¢ komplementarity k Gseku

zkoumané¢ nukleové kyseliny.

2.2.1 Znaceni sond

Sondy jsou znaCeny najednom zkoncli nebo uvnitf, po hybridizaci se zkoumanou

nukleovou kyselinou zna¢eni umoznuje jeji naslednou detekci.
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Radioaktivni znaceni

Sondy jsou znaceny radioizotopy, vétSina pouzivanych ma kratkou dobu rozpadu

a sondy maji proto kratkou dobu pouzitelnosti.

Neradioaktivni znaéeni

Nejcastéji je pouzivana chemicka inkorporace biotinu nebo digoxigeninu do sondy
s naslednou reakci vyuzivajici protilatku namifenou proti inkorporované molekule.
Protilatky byvaji konjugovany piisluSnym substratem, po jeho piidani do reakce
dochazi ke katalytick¢ reakci, produkt reakce je stanoven kolorimetricky nebo
chemiluminescen¢né. Dale sondy = mohou byt  neradioaktivné  znaceny

chemiluminoforem nebo fluoroforem.

2.2.2 Hydrolyzace sond v roztoku

Hydrolyzac¢ni sondy — Taq Man sondy

Hydrolyzacni sonda nese na svém 5" konci fluorofor a na 3" zhasec a je komplementarni
sjednim zvldken DNA. Vyuzivd aktivitu Taq polymerdzy, kterd odstépi svoji 5°-
3’exonukleazovou aktivitou ve ze sondy 5° konec. Uvolnény fluorofor mlze byt
excitovan zafenim apoté vysild emitované zafeni o specifické vlnové délce, které

je zachyceno detektorem. Zdrojem primarniho zéfeni je LED dioda.

Sondy TagMan jsou vyuzivany v genotypizacnich studiich v riznych odvétvich védy.

Hybridiza¢ni sondy — FRET sondy

V reakéni smési jsou pritomny dvésondy, prvni detekéni a druhd kotvici sonda,
hybridizuji na stejné vlakno templatové DNA v tésné blizkosti. Detekéni sonda
je znaCena na 3" konci fluoresceinem, ktery funguje jako donor zatfeni. Kotvici sonda
nese na svém 5° konci fluorofor akceptujici zafeni, na 3" konci je fluorofor rozloZen,
aby nedochazelo k jeho amplifikaci. Emise fluorescen¢niho zateni se dosahuje pomoci
FRET pusobici na velmi kratkou vzdéalenost. LED dioda poskytuje primarni zéatreni
plisobici nadonor =zafeni, vysilané sekundarni (emitujici) zafeni je zachyceno

akceptorem, coZ vyvola jeho excitaci, nasleduje emise zafeni a detektorem je zachyceno

zateni o specifické vinové délce.
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Hybridiza¢ni sondy — Sondy SimpleProbes

Z4ri¢  afluorofor jsou umistény zasebou tak, zetvoii vlasenku. Po hybridizaci

se vlasenka rozrusi a fluorofor se dostava z vlivu zhasece.

Hybridiza¢ni sondy — Sondy Molecular Beacons

Sondy maji tvar podkovy, jejich konce jsou navzajem komplementéarni. Jeden z konct
nese fluorofor a druhy zhaSe€. Vnitini ¢ast vzniklé vlasenky hybridizuje s templatem

DNA. Pti hybridizaci dochazi k oddaleni koncii, fluorofor se dostava z vlivu zhasece.

Sondy Scorpions

Tvar téchto sond pfipomind Skorpiona. Sonda plni svoji funkci a zdroven i funkci
jednoho z amplifikacnich primert. 5° konec je sondou strukturou podobnad sondé
Molecular Beacons, 3° konec funguje jako ampflikaéni primer komplementarni
s templatovou DNA. Vlivem hybridizaci 3" konce a prodluzovani fetézce dochézi
k uvolnéni vnitini ¢ast 5 konce sondy tvoieného smyckou, kterd je komplementarni
knové tvofenému fetdzci. Cast této smycky tvoii snové vznikajicim vliknem
dvouretézec, atim se dostdva fluorofor z vlivu zhaSece a mize dojit k emisi zafeni

o specifické vinové délce.

Sondy Eclipse

Vlasenkova sonda, tvofena fluoroforem a zhaSeCem umisténé tésné za sebou, se piipoji
ke komplementarnimu vldknu. Vazba kcilové sekvenci je podpofena ligandem,
coz umoznuje zkraceni sondy pfizachovani specificnosti. Po hybridizaci se vlasenka

rozru$i a fluorofor se dostava z vlivu zhasece.

2.2.3 Metody vyuzivajici hybridizaci sond na pevném podkladu

Sondy jsou komplementarni se sekvenci DNA nebo RNA imobilizovanou
na membrané. Délka sond metodou napt. v metodé Southern blotting je okolo
500 nukleotidii (Beranek 2016). Né&které membrany mohou byt pouZity opakované,
v tomto piipad¢ je sonda odstranéna opakovanymi denaturacemi, aby nové fragmenty

mohly byt opét hybridizovany.
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Pomoci sond lze prokazat mutaci v genu, pocet detekovanych mutaci se lisi poctem
zakotvenych sond v membrané. Jedna zakotvena sonda odpovida jedné detekované

mutaci, pokud je v genu piedpokladana mutace ptfitomna.

Ptikladem hybridizace sond na pevném podkladu je reverzni dot-blot pro detekci
znamych mutaci, neznamé mutace detekovat nelze. Podstatou metody je aplikace
oligonukleotidi vazanych na membranu jako hybridiza¢ni cile pro amplifikovanou

DNA. Lze pouzit jeden membranovy prouzek k detekci riznych zndmych mutaci.

Microarray — ¢ipové technologie

Na sklenény nebo plastovy povrch €ipu je fixovano velké mnozstvi sond, zndme tedy
jejich polohu asekvenci. Technika je vhodnd pro kvantitativni genovou expresi

1 pro kvalitativni analyzu gent.

Vysetiovana nukleova kyselina je upravena na vhodnou velikost fragmentu, znacena
fluoroforem  a hybridizovana se sondou napovrchu mikro¢ipu. Po odmyti
nespotiebovanych reagencii a nenavazanych cilovych nukleovych kyselin je povrch
¢ipu skenovan detektorem fluorescence. Sonda miize byt také znacena prodluzovanim
3" konce, kprodluzovani dochazi po jeji hybridizaci. Pokud dojde k prodlouzeni

fetézce, byla prokazana bodova mutace daného typu.

Microarray technologie se uplatiiuje i pfi prikazu mikrobidlniho onemocnéni, jedna
se 0 kombinaci amplifikace PCR a technologie microarray. Ptikladem je identifikace

bakterie Bacillus anthracis na zakladé rRNA.

Uplatnéni sond v metodé fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a dalSich

pribuznych metodach

Molekuldrné cytogenetickda metody vyuzivajici k detekci genetickych zmén
v interfaznich jadrech, v ¢asti nebo celych chromozomech. Fluorescencné znacena
sonda je denaturovana a piidana do vzorku s denaturovanou DNA, po zméné podminek
reakce dochézi k hybridizaci mezi sondou a vySetfovanym usekem DNA, tento princip

je ukdzan i na obrazku 12.
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FISH vyuziva 3 zakladni typy sond dle cilového mista:

a)

b)

FISH

Sondy hybridizujici se specifickymi chromozomovymi strukturami — specifické
pro centromerické oblasti a telomerické oblasti. Centromerické sondy umoziuji
stanoveni poc¢tu kopii daného chromozomu, telomerické sondy umoziuji
stanoveni poctu chromozomu nebo aberaci u telomerickych sekvenci;

Sondy uréené pro jedineéné¢ sekvence — sondy délek od 50 tisic po milion
nukleotid (Beranek 2016). Specificnost téchto sond umoziiuje studovat
morfologii chromozomi, urcit ptfitomnost specifickych lokust, studium
translokaci, deleci a inverzi. Ve vyzkumu se pouZivaji pro mapovani gent;
Celochromosomové neboli malovaci sondy — obvykle pfipravovany z DNA
knihoven nebo mikrodisekei urcité ¢asti chromozomu. Lze s nimi oznacit cely
chromozom nebo vybrané fragmenty. Identifikuji sesnimi strukturalni

ptrestavby chromozomii.

se stala 1cennym nastrojem pro specifickou arychlou detekci patogennich

bakterii ve vzorcich bez kultivace. Identifikace patogenli probiha diky 16S rRNA

sekvenci a FISH sondy jsou komplementarni ke specifickym sekvencim 16S rRNA.

Hybridizace sondy se stala zvlasté i¢innou pro pomalu rostouci organismy.

2.3 Oligonukleotidové aptamery

Oligonukleotidové aptamery jsou tfidou ligandi nukleovych kyselin slozené¢ z ssDNA

nebo RNA pilsobici jako afinitni sondy nebo molekularni rozpoznévaci prvky pro malé
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molekuly a biomolekuly jako jsou cukerné skupiny, lipidy, peptidy, proteiny, celé
buiky a patogenni organismy jako jsou viry a bakterie. Jsou schopné rozeznat i tkang.

Délka oligonukleotidovych aptamert je 20-70 bazi (Yu 2016).

Oligonukleotidové aptamery se skladaji do jedine¢nych stabilnich sekundarnich
struktur, coz jim umoziuje vytvaret tercialni struktury. Nekovalentné se vazi na rizné

biologické cile s vysokou afinitou.

2.3.1 Aplikace oligonukleotidovych aptameri

Aptamery byly vyvinuty za Gc¢elem rychlé diagnostiky nové vznikajicich onemocnéni
pomoci molekuldrniho rozpoznavani specifickych prvki pro patogeny a ostatnich

biomarkert. Jsou vyuzivany jako antagonisté, agonisté, cilici ligandy.

Aptamery jsou také nazyvany chemickymi protilatkami, ato zdivodu, Ze jsou
protilatkdm funkéné podobné schopnosti vazat se na cilené substance. Aptamery oproti
protilatkdm maji fadu vyhod, poskytuji vyssi specifitu k cilim, pfipravuji se v procesu
in vitro, nevyzaduji stimulaci imunitnim systémem a jsou stabilni pfi laboratorni teploté.
Dale vykazuji nizkou toxicitu a neposkytuji zkiizenou reaktivitu. Nebyl dosud hlaSen
aptamer s vysokou imunogenicitou. Diky malé molekule aptamerti jsou schopné
pronikat do tkanovych bariér a plisobit na builky. Aptamery maji neomezenou

trvanlivost na rozdil od protilatek.

Aptamery jsou Siroce pouzivany jako zachytavaci a detek¢ni ¢inidla pro proteinové
biomarkery. K zajisténi vysoce selektivni reakce by mély aptamery rozeznavat povrch
proteinu. Aptamery maji schopnost rozlisit povrch cilovych proteinil, dokazou odliSit
jednotlivé izoformy a sestiihové varianty proteinu. Identifikace biomarkert je dilezita
pro v¢asné odhaleni nemoci. Detekce biomarkerii je jddrem molekularni diagnostiky,
jemozné stanovit souasné 1ivice biomarkert, jak kvalitativng, tak i kvantitativng.

Biomarkery se nasledn¢ identifikuji metodami hmotnostni spektrometrie.
Nov¢jsi strategii je kombinované pouziti protilatky a aptameru, v nékterych ptipadech
vykazuje kombinované pouziti vysSi ucinnost nez samotné pouZziti aptameru nebo
protilatky. Prikladem je konjugace protilatky a antitrombinového aptameru véazici
se na epitopy trombinu. Konjugace zlepsila afinitu a specifitu k trombinu.
K terapeutickym ucelim byly vyvinuty aptamery proti Sirokému spektru onemocnéni.

Piikladem je aptamer, ktery specificky rozpozndva mezenchyalni kmenové bunky
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kostni dfené¢ atvoii komplex s mikroRNA, cileny komplex je podroben klinickym

studiim a mohl by byt pouzit k terapii onemocnéni skeletu.

Aptamery rozeznavaji i predem definované bakterialni povrchové antigeny bunék nebo
faktory virulence. Studie antibakterialnich aptamert se zaméftila hlavné na rozpoznavani
antigeni  Mycobacterium  Tuberculosis, Salmonella, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus a Escheria Coli. Specifické aptamery cili na virové proteiny,

napt. viru HIV, viru hepatitidy C nebo viru chiipky.

Aptamery mohou byt imobilizovany na povrchu senzoru. Rozpoznévacim prvkem
je aptamer DNA i1RNA. Aptamer je spojeny s prevodnikem pro pievod biologické

interakce na Citelné signaly. Aptasenzory jsou navrhovany k diagnostickym aplikacim.
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3 Technologie pripravy oligonukleotidu

Oligonukleotidy jsou vétSinou piipravovany v fadech nmol (nanomol), takhle malé
mnozstvi  postaéi  pro vétSinu  biochemickych  a biologickych  experimenti.

Pro biofyzikalni ucely jsou pfipravovany v fadech pmol (mikromol).

3.1 Historie pripravy oligonukleotidu

3.1.1 Vznik dithymidinu

Prvni chemicka syntéza oligonukleotidu byla provedena védci Michelsonem a Toddem.
Ptipravili 3" benzylfosforylchlorid pfipojeny k thymidinu nesouci na 5" ochranu.
Ten reaguje s 3” chrdnénym thymidinem za vzniku dinukleotidu. Reakce je zobrazena

na obrazku 13.
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Obr. 13: Vznik dithymidinu

Zdroj: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ijch.201300032?saml_referrer
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3.1.2 Fosfodiesterova metoda

Metoda, kterou vyvinul védec Khoran a jeho tym, je zobrazena na obrazku 14.
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Obr. 14: Syntéza fosfodiesteru

Zdroj: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ijch.201300032

5’ chrédnény oligonukleotid reaguje s 3" chranénym oligonukleotid-5" fosfomonoesterem

za pritomnosti reak¢niho ¢inidla.

Khoran a jeho tym také vyvinuli protek¢ni ¢inidlo, které se pouziva dodnes zvané DMT

(4,4" dimethoxytrityl), slouzi pro ochranu 5" konce.

3.1.3 Fosfotriesterova metoda

Dalsi vyznamny krok uc€inili védci Letsinger a Kornet, kteti zavedli syntézu na pevné
fazi vyuzivajici cyklické postupné ptidavani jednotek, tento postup poté aplikovali
na oligonukleotidy. Fosfotriesterovd metoda je zaloZena na reakci 5° substituovaného
fosfatu s hydroxylovou skupinou druhého oligonukleotidu za ptitomnosti reakcéniho
¢inidla. Jako chranici molekula fosfatového zbytku oligonukleotidli se nejcastéji

pouzivala B-kyanoethylova skupina.

Prvni metoda pouzivana pro automatizaci. I tak mé své nevyhody. Nelze syntetizovat

dlouhé oligonukleotidy delsi nez 20 bazi (HOGREFE a kol) a dlouhy ¢as syntézy.

3.1.4 Fosfit-triester oligonukleotidova metoda

Metodu popsal vedéc Letsinger a je zobrazena na obrazku 15 a jednd se o vylepSenou
triesterovou metodu. Reakce vyuziva vazebného <¢inidla tvofeného fosforem
v oxida¢nim ¢&isle III, ne V jako jeto bézné. Jako v predchozi metodé reaguje 5°

substituovaného  fosfat  oligonukleotidu s hydroxylovou skupinou  druhého
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oligonukleotidu za pfitomnosti reakéniho ¢inidla. Metoda oproti predchozi dosdhla
zkraceni doby cyklu syntézy. ale zdivodu citlivého meziproduktu piestala byt

pouzivana.
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Obr. 15: Fosfotriestrova metoda vyvinuta Letsingerem

Zdroj: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ijch.201300032

3.2 Syntéza oligonukleotidii na pevné fazi

V dnesni dob& jsou oligonukleotidy piipravovany automatizovanymi metodami
na pevné fazi. Pevna faze je tvofena nerozpustnymi ¢asticemi o pfedem definovaném
praméru. Béhem syntézy se na né vaze oligonukleotid. Piikladem pevné faze je sklo
se fizenymi pory nebo polystyren. Syntéza oligonukleotidi na pevné fazi je také
nazyvana chemickou syntézou. Tvorba oligoribonukleotidi je méné Gcinna oproti
syntéze oligodeoxyribonukleotidli pomoci chemické syntézy. Mezi vyhody metody patii
snadna ovladatelnost, uCinnost a reprodukovatelnost. I pfes tyto vyhody je obtizné
dosadhnout syntézy dlouhych oligonukleotidll, pro jejich syntézu je vhodnéjsi pouziti
enzymatické metody, popifipadé kombinovat chemickou syntézu s enzymatickou

pro vznik oligonukleotidu pozadované délky.

3.2.1 Fosforamiditova metoda

V dne$ni dobé nejpouzivangj$i automatizovana metoda na pevné fazi. Syntetizované
oligonukleotidy jsou pfipojeny na pevny podklad pomoci linkru, coZ je chemicky cista
latka, kterd musi odoldvat vSem cinidlim pouzitych pfisyntéze oligonukleotid
azaroven byt snadno odstépitelnd na konci syntézy. Linker pfipojuje 3° konec

pocatecniho oligonukleotidu k pevnému podkladu.

Na pocatku 80 let minulého stoleti fosforamiditovou metodu propagovali védci Marvin

a Caruthers.
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Syntéza vldkna probiha ve sméru 3’-5"a sklada se z cyklu krokli uvedenych na obrazku
16, jednotlivé cykly jsou vysvétleny nize.
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Obr. 16: Syntéza oligonukleotidii fosforamiditovou metodou

Zdroj: https://www.atdbio.com/img/articles/phosphoramidite-oligonucleotide-synthesis-cycle-large.png

Detritylace (odblokovani)

Pfedem pftipojeny nukleosid na pevny nosi¢ mana 5" konci ochranu, ktera zabranuje
polymeraci. Jako chranici skupina se pouzivd DMT (4,4’ -dimethoxytrityl), molekula
chranici skupiny musi byt odstranéna, aby mohla zacit syntéza oligonukleotidi.
Pro odblokovéni je nutné kyselé prosttedi, naptiklad se pouZziva kyselina trichloroctova,

1ze pouzit 1 kyselinu dichloroctovou.
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Aktivace a propojeni (krok 1)

Nukleosid véazany nanosiC je piipraven reagovat s dalsi bazi. Ta se ptidava jako
pfebytek nukleosidového fosforamiditového monomeru spolu s aktivatorem
v rozpoustédle, které zajisti dobré reakéni prostfedi pro vytésnéni odstupujici skupiny
fosforamiditu. Dochazi k vytvofeni vazby mezi kyslikem 5 konce hydroxylové skupiny
navazaného nukleosidu a fosforem fosforamiditu, nové vznikld molekula se nazyva

fosfitriester.

Nukleosidové fosforamidity jsou stabilni a lze je skladovat jako suché pevné latky,

aktivnimi se stavaji protonaci aktivatorem.

Krok aktivaci a propojeni lze také nazyvat jako kondenzacéni reakce.

Odstranéni nezreagovanych skupin (krok 2)

Neocekava se, ze zreaguje veskeré mnozstvi hydroxylovych skupin na 5" konci. Pokud
by byly hydroxylové skupiny k dispozici pro dalsi reakce a reagovaly by s ptichozim
fosforamiditem, vysledné nukleotidy by postradaly jednu bazi a vzniklé oligonukleotidy

by nesly nespravnou genetickou informaci.

Po kondenzacni reakci se pfed dodanim do kolony, kde probihd syntetizacni reakce,
smisi dvé c¢inidla, prvni znich je acetylatni a druhé slouzi pro udrZzeni pH. Jedna
se o reakéni elektrofilni smés, ktera rychle acetyluje alkoholy a €inidlo pro udrzeni pH,
zajiStuje zasadité pH, aby se zabranilo odstranéni chranici skupiny (neboli detritylaci
nukleosidového fosforamiditu). Acetylace 5'-hydroxylovych skupin je u€ini inertni vici

naslednym reakcim.

Oxidace (krok 3)

Fosfittriester vytvoreny v kroku 1 s ndbojem v oxida¢nim Ccisle III je nestabilni vici
kyselému 1bazickému pH amusi byt oxidovan pfed dalsim krokem na stabilnéjsi
formu, kterou je fosfor v oxidacnim ¢islem V. Oxidace se miZe napiiklad dosahnout
jodem v pfitomnosti pyridinu Vysledny fosfotriester je tak chranén pied nezddoucimi

reakcemi fosforu béhem dalSich cykli syntézy.

Po oxidaci miize nastat jesté dalSi krok pro odstranéni zbytkové vody z oxidacni smési,
aby nedochazelo k inhibici dal§ich kopulacnich reakcich. Ptebytkovd voda reaguje

s acyla¢nim ¢inidlem za vzniku kyseliny octové, ktera je odplavena.
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Detrytilace (krok 4)

7 5" konce tetézce syntetizovanych oligonukleotidi musi byt odstranéna chréanici
skupina, aby primarni hydroxylova skupina mohla reagovat s dalSim nukleotidovym
fosforamiditem. Detritylace se mize provést stejnym cinidlem jako pocatecni
detritylace, tedy kyselinou trichloroctovou. Produkt vznikly po odstranéni DMT
(chranici skupiny) je schopen absorbovat urCitou intenzitu zareni ve viditelné oblasti.
Intenzita absorbance se pouziva k zjisténi ucinnosti vazby. VétSinou je ucinnost vazby

zjisStovana pro kazdy cyklus.

Opakovani cyklu

Cyklus krokt 1-4 se opakuji pro kazdou bazi do vzniku pozadovanych oligonukleotidu.

3.2.2 Odstépeni od pevné faze

Nakonci syntézy se oligonukleotidy odStépi od pevné faze alinkru vazici
oligonukleotid pomoci koncentrovaného hydroxidu amonného. Stépnid reakce
se nejCastéji provadi automaticky na syntetizatorech, Ize provést irucné a to tak,
ze se sloupec oligonukleotidii vyjme ze syntetizdtoru a promyje roztokem obsahujici

hydroxid amonny.

3.2.3 Deprotekce bazi a fosfatovych skupin oligonukleotidii

Po odstépeni se roztok oligonukleotidu v koncentrovaném roztoku hydroxidu amonném

zahtiva pro odstranéni chrénicich skupin z bazi a fosfath.

Béze thyminu nevyzaduji ochrannou skupinu, heterocyklické baze jako adenin, cytosin
a guanin potifebuji, nebot’ obsahuji exocyklické baze. Reakce je zobrazena na obrazku
17, kde adenin je chranén N(6) — benzoylem a guanin je chrdnén N(2) — isobutyrylem.

Vodny roztok se poté odpafti, produktem reakce je oligonukleotid bez chranicich skupin.
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Obr. 17: Deprotekce oligonukleotidu

Zdroj: https://www.atdbio.com/img/articles/oligonucleotide-deprotection-large.png

https://www.atdbio.com/nucleic-acids-book

Exocyklické aminoskupiny adeninu a cytosinu jsou chranény benzoylovymi skupinami.
Chranici skupina guaninu je isobutyryl, ktera je oproti benzoylové skupiné odolné&jsi
viéi hydrolyze. U modifikovanych oligonukleotidd, citlivéjsi nez nemodifikované,
zahfivani mlze vést k jejich degradaci. Proto se u modifikovanych oligonukleotidii
pouzivé labilng€jsi chranici skupiny, ty jsou odStépitelné za mirnéjSich podminek, néz
isobutyryl. Piikladem labiln€jSi chranici skupiny guaninu je dimethylformamidyl
(chemicky vzorec je uveden na obrazku 18). Nékteré¢ modifikované oligonukleotidy
jsou citlivé 1naamoniak amusi seunich pouzivat ochrannd sada ,ultramild®,
lze je odstranit methanolovym roztokem uhli¢itanu draselného, vodnym amoniakem
anebo vodnym methylaminem pfi laboratorni teploté. Ptiklady ultramild chranicich
skupin jsou uvedeny na obrazku 18, N(2) — isopropylfenoxyacetat chranici guanin, N(2)

acetyl chranici cytosin a N(6) — fenoxyacetyl chranici adenin.
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Obr. 18: Chranici skupiny modifikovanych oligonukleotidii

Zdroj: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/dna-oligonucleotide-

synthesis.html

Fosfatové skupiny jsou béhem syntézy chranény kyanoethyhylovymi skupinami, jsou
zobrazeny na obrdzku 17. VedlejSim produktem pfiideprotekci fosfatovych skupin
je akrylonitril, ktery muze vytvaret adukty s bdzemi. Pokud by byly kyanoethylové
adukty potizi, tak senejprve chranici skupina odstrani roztokem slabé baze
v organickém rozpoustédle. Vysledkem je oligonukleotid vézany napevnou fazi

bez chranicich kyanoethylovych skupin.

3.2.4 Purifikace

Po odstranéni chranicich skupin jsou oligonukleotidy piipraveny k ¢isténi (purifikaci).
Vznikly tetézec oligonukleotidlii po syntéze obsahuje pozadované nukleotidy, ale také
akumulované necistoty z jednotlivych reakci. Mezi necistoty patii sekvence, které
obsahuji nespravné modifikované baze, syntéza takovych sekvenci mohla pii syntéze
selhat. Tyto netspésné sekvence by pak mohly zplisobovat nezadouci reakce
v metodach, kde budou syntetizované oligonukleotidy pouzity. Dale mezi neclistoty
patii oligonukleotidy, které se béhem syntézy nerozsitily, tedy syntéza vedla ke vzniku
zkracenych oligonukleotidi. Nezanedbatelnymi necistotami jsou také malé molekuly
vzniklé jako vedlejsi produkty krokl syntézy oligonukleotidii odstépeni od pevné faze

a deprotekce chranicich skupin.
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Vyse uvedené divody jsou odpovédi, pro¢ vzniklé oligonukleotidy potiebuji

purifikovat, v nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny metody purifikace.

3.2.5 Odsolovani

Proces odstraiiovani nepotifebnych organickych molekul se bézné oznacuje jako
odsolovani. Metoda lze provést gelovou filtraci, odstraniuje také soli z oligonukleotidli
po ¢isténi metodou HPLC. Gelova filtrace neodstraiiuje zkracené oligonukleotidy.
Odsolené oligonukleotidy nezarucuji vysokou ¢istotu i pfesto je 1ze pouzit v nékterych

aplikacich.

3.2.6 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

Zakladnim principem PAGE je separace molekul na zékladé¢ velikosti. PAGE
je doporucovéana, kdyz jepozadovand vysoka Cistota aprodelsi sekvence
oligonukleotidi. Nedostatky PAGE spocivaji v ¢asové a pracné naro¢nosti. Po PAGE
nasleduji dalsi procesy k extrakci vzorku z gelu a odsolovani, coz vede ke snizeni

vytézku syntézy oligonukleotidi.

3.2.7 Purifikace chromatografickymi postupy

Zakladnim principem chromatografie je separace latek mezi navzijem dvéma
nemisitelnymi fazemi (stacionarni a mobilni faze). K analyze a Cisténi oligonukleotida
mohou byt pouzity metody kapalinové chromatografie, jako jsou vysokoucinna
kapalinovd chromatografie (HPLC) na reverzni fazich, ionexovd HPLC nebo iontové

parova HPLC.

HPLC na reverzich fazich

Oligonukleotidy a kontaminujici latky jsou separovany nazakladé¢ rozdilt
v hydrofobicité. HPLC nareverznich fazich je vhodnd k purifikaci kratkych
oligonukleotidti (délka pod 40 bazi na délku (Brown a Brown, 2005). Cim delsi

A%

oligonukleotid je, tim je t¢Z8i oddélit sekvence selhani podobné délky.
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Ionexova HPLC

Ionexova (iontoménicovd) HPLC seuzivd proseparaci nabitych molekul.
Oligonukleotidy jsou polyaniony, nesou tedy zaporny naboj. Delsi, silngji nabité

oligonukleotidy se eluuji pozd¢ji nez ty kratsi.

Iontové parova HPLC na reverzni fazi (IP-RP-HPLC)

Separace zalezi jak na hydrofobicité, tak i na naboji, nebot’ se do mobilni faze ptidava
latka, kterd interaguje se zaporn¢ nabitymi molekulami za ic¢elem dosazeni lepsiho
rozliSeni. Vyhodou je spojeni s metodou hmotnostni spektrometrie, kterd umoziuje
identifikovat kazdy jednotlivy pik (odpovidd jednotlivé slozce ve smési
oligonukleotida). IP-RP-HPLC v poslednich letech je nejvhodnéjsi k separaci a Cisténi

oligonukleotidu.

3.3 Enzymaticka syntéza

Vhodnd metoda proligaci kratkych oligonukleotidii  pro syntézu dlouhych
deoxynukleovych a ribonukleovych nukleotidi. Enzymatickd syntéza byla vyvinuta

soubézné¢ s chemickou fosforamiditovou syntézou.

3.3.1 Pocatky enzymatické syntézy

Prvnim krokem k enzymatické syntéze bylo zjiSténi, Ze pankreatickd RN4za je schopna
generovat internukleotidovou vazbu mezi 2°,3" cyklickym fosfatem a nechranénym
nukleosidem. Tato syntéza byla vyuzita pro tvorbu kratkych oligoribonukleotida

pro studie molekularni biologie.

Vyznamny prilom nastal po izolaci a charakterizaci fosforylazy (PNP). Tento enzym
katalyzuje tvorbu oligoribonukleotidii i polyribonukleotidii z nukleosidovych difosfata.
PNP umoziuje pouzit 2-deoxyribonukleosid-5'-difosfaty jako substrat, tim je PNP

schopna syntetizovat oligodeoxyribonukleotidy.

3.3.2 Enzymy pouZivané dnes

Reakce jsou uskutecnény DNA nebo RNA ligdzami, které katalyzuji intermolekularni

ligaci 5" a 3" koncii oligonukleotidl tvorbou fosfodiesterové vazby.
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Substraty DNA ligazy jsou dva oligodeoxynukleotidy, jeden nesouci 5" fosforylovou

donorovou skupinu a druhy nesouci volny 3" hydroxylovy akceptor.

RNA ligéza katalyzuje syntézu fosfodiesterové vazby mezi 5° fosforylovym donorem
avolnou 3" hydroxylovou akceptorovou skupinou dvou jednovldknovych
oligoribonukleotidi. RNA ligdza umoznuje ligaci rtuznych oligonukleotidovych
substratii. Tento enzym poskytuje zavedeni modifikaci v oligoribonukleotidech delSich,

nez je mozné provést fosforamiditovou chemickou metodou.

3.4 Modifikace oligonukleotidu

Syntéza riznych analogli oligonukleotidli, cilem je dosaZeni pozadovanych funkci.
Imalé dpravy mohou vést kvelkym rozdilim ve vytézku a Cistot¢ hotového
oligonukleotidu.  Pfi modifikacich  je kladen daGraz nato, aby modifikované
oligonukleotidy vzajemné neinteragovaly. Syntetické oligonukleotidy mohou obsahovat
modifikace fosfatové patete, purinovych a pyrimidinovych bazi, pent6z a zakonceni

oligonukleotidu na 3" nebo 5 konci.

Ptiprava modifikovaného oligonukleotidu je Casov€ néaro¢nd a zahrnuje syntézu
modifikovaného stavebniho bloku a syntézu modifikovaného oligonukleotidu, proto

je vyhodnéjsi pouzit postsyntetickou modifikaci oligonukleotidi.

Bylo uskute¢néno fada modifikaci, v nasledujicich podkapitolach uvadim ptiklady

nékterych z nich.

3.4.1 Modifikace patere

Modifikaci uvnitf patefe se mize modulovat aktivace molekuly a rezistence

na nukledzy.

Uvedenym piikladem je vznik fosforothiodti (PS). PS vazba vznikd vyménou jednoho
nebo dvou atomt kysliku v oligonukleotidovém fosfatovém fetézci s atomem siry.
Oligonukleotidové PS jsou pfipravovany chemickou syntézou s pouzitim sirného ¢inidla
v oxida¢nim kroku anebo dithioaptamery DNA i RNA lze syntetizovat chemickou
metodou s pouzitim thiofosforamiditu. PS jsou pfipravovany i enzymatickou

inkorporaci a amplifikovany pomoci PCR.

PS modifikace umoznuje identifikaci vazebnych mist kov-ion v biologickych

systémech.
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Vyhodou PS modifikace je vySsi stabilita viici nukledzam, ¢ehoz se vyuziva pfi praci

s bunéénymi kulturami.

PS modifikace zvySuje biologickou dostupnost a absorpci bun¢k, predpoklddanym
divodem je nizsi ochota atomu siry interagovat s vodou nez atom kysliku. Vlivem nizsi

hydrofobicity PS modifikované oligonukleotidy Iépe interaguji s bilkovinami v séru.

Negativni naboj fostatové skupiny  je zachovan. Centrum fosforu
u monothiofosfatovych oligonukleotidii se zabudovanim siry stava chiralni. Chiralita
centra fosforu umoznuje urcit stereospecifitu a stereochemicky pribéh reakci
probihajicich na fosforu. Chiralita centra pfinasi komplikace s diasteromernimi smesi,

dithio4tové oligonukleotidy jsou jiz achiralni kolem dithiofosfatového centra.

Modifikaci PS lze vidét v siRNA (,,interferujici RNA®) ovliviiujici expresi urcitého
genu. Modifikovany jsou obvykle konce fetézce siRNA, modifikaci je dosazeno vyssi

odolnosti vici nukledzam, aniz by dochdzelo ke snizeni aktivity siRNA.

3.4.2 Modifikace pentozy

Nejbeéznéjsi je modifikace polohy 2 ribézy. Modifikace polohy 2° zvysuji rezistenci

a stabilitu funk¢nich oligonukleotidi.

LNA

Nézev oznacuje premosténou nukleovou kyselinu, také uzamcenou nukleovou kyselinu.

Pentdza je modifikovana mistkem spojujici kyslik 2" a 4.

Predpoklada se, ze konformaéni omezeni kruhu a objemnost mustkové skupiny zlepsi
hybridiza¢ni schopnost oligonukleotidii s nukleovymi kyselinami a zvys$i rezistenci

na nukledzy.

Piikladem LNA oligonukleotidu je 2’-mocovina-LNA derivat. Byl syntetizovan
thymidin fosforamidit s modifikaci 2’-N.pentafluorfenoxykarbonyl-2"-amino-LNA jako
vhodny stavebni kamen pro syntézu oligonukleotidli a zaroven dobry prekurzor
pro konstrukci 2’-amino- LNA analogi. Prekurzor je pusobenim rlznych amint
pfeveden pozadovany produkt, vtomto piikladé pilsobenim methylaminu
na methylmocovinu (Yamashita 2020). Komplexy 2’-mocoviny LNA mohou

stabilizovat komplexy nukleové kyseliny.
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4 Ultramery

Ultramery jsou jednovlaknové syntetické oligonukleotidy o délce az 200 bazi (LeProust
a kol 2010). Metody, pouzivané k syntéze, jsou natolik piesné, Ze jsou ultramerové

oligonukleotidy vhodné pro narocné aplikace jako je klonovani nebo konstrukce gend.

4.1 Syntéza

Syntéza ultrameri se provadi pfedevsim riznymi druhy metod fosforamiditové chemie,
pomoci  sloupcovych syntetizatoriT nebo syntetizatorh nabéazi mikrocipt.

Fosforamiditova chemie je popsana ve ¢tvrté kapitole.

4.1.1 Syntéza na mikrocipech

Pivodné fosforamiditovd metoda probihajici na pevnych povrSich byla upravena
pro in situ syntézu na mikrocipech. Syntézy na mikroc¢ipech bylo dosazeno prostorovym
fizenim jednoho z kroki syntézniho cyklu. Mezi hlavni metody pouzivané k dosazeni
prostorové kontroly patii kontrola propojovaci kroku pomoci inkoustového tisku
vyvinutou spolecnosti Agilent Technologies. Pro syntézu dlouhych oligonukleotidi
jenutné minimalizovat nejcastéj$i vedlejSi reakci, depurinaci. Depurinace brani
prodluzovani fetézce. Usp&na syntéza dlouhych sekvenci vyzaduje témé 100%

vytézek postupné vazby.

Metoda injekt microarray

Syntéza je zaloZena na dvou zakladnich technologiich. Inkoustovy tisk je provadén
v bezvodé tiskové komoie umoziujici prostorové fizeni kroku vazby fosforamidita.
Bezvoda komora zajiSt'uje udrzeni vlhkosti na minimu, ¢imz je dosaZeno efektivnéjSiho
pribéhu vazebné reakce. Prvni reakce fosforamiditové chemie je provadéna v tiskové
komotie pro zajisténi spravného mnozstvi aktivatoru a fosforamiditového monomeru
do ptislusného mista na nosici. Pro detritylacni a oxidacni reakce je pouzivan prutokovy
reaktor. Cinidla do priitokového reaktoru jsou pfivadény dvéma porty. Béhem typického
syntézniho cyklu se ¢inidla do pritokové buniky pfivadéji spodnim portem, dokud neni
buiika naplnéna. Cinidla jsou ponechana po uréitou dobu v prittokové komote, poté

se vypusti a nasleduje promyti. Jejich piivod a odtok tidi elektromagnetické ventily.
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V procesu fizené depurinace je detritylaéni roztok ptfivadény hornim otvorem
po ustéaleni vytésnén pomoci oxidac¢niho roztoku privadéného spodnim otvorem, kterym

je 1 vypustén.

4.1.2 Syntetizator zaloZeny na mikroreaktorovém cipu a inkoustovém tisku

Popisovany syntetizdtor (obrazek 19) byl odvozen od mikroreaktorového Ccipu

a inkoustové tiskarny. Cip navzajem spojuje fadu mikroreaktort pouzivanych k syntéze.
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Obr. 19: Schéma syntetizatoru odvozeného od mikroreaktorového ¢ipu
a inkoustového. tisku

Zdroj: https://www.nature.com/articles/s41598-019-41519-0/figures/1

Mikroreaktorovy ¢€ip vyuZivany pro syntézu je vyroben na kiemikovém platku.
Kiemikové kulicky jsou sestaveny tak, aby se zvétSila plocha povrchu, na kterém
dochazi k syntéze oligonukleotidii. Syntéza na kifemikovych kulickach probiha podle
fosforamiditového cyklu syntézy. Vazba kulicek se st€nou reaktoru jsou natolik silné,
ze design jejich uspofadani je schopen odolavat proplachovacim procesim mezi
reakcemi pfi syntéze. Mezi kfemikovymi kulickami jsou sit€¢ mikrokanalkl, kterymi

je odvadén vznikly odpad po kazdé reakci syntézy oligonukleotidi.

K dodavani chemickych c¢inidel pouZivanych piisyntéze se pouzivd mechanismus
inkoustové tiskarny. Systém inkoustové tiskarny automaticky a pfesné dodava cinidla
do mikroreaktorii. Sklada se z kazet obsahujici chemicka ¢inidla, ktera jsou dodavéana
do ¢ipu mikroreaktoru uloZeném pod tryskami tiskarny. DalS§i soucésti je systém

sbirajici odpad. Syntezitdtor obsahuje atmosféru vysuSenou dusikem pro odstranéni
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kysliku. Polohu tisku ¢inidel na substrat lze upravit a na stejnou pozici Ize vytisknout

ruzna ¢inidla. Substrat je imobilizovan na teflonovém ramu.

Syntéza zahrnuje povrchovou Upravu kiemikovych kuli¢ek pro imobilizaci na povrch
mikroreaktoru, fosforamiditovou syntézu oligonukleotid, sbér produkti a detekci
produkti. Pouzivané chemikélie jsou nasledujici, deblokovaci c¢inidlo je kyselina
trichloroctova v dichlormethanu, uzaviraci ¢inidlo je smés dvou cinidel, prvni je smés
kyseliny octové, pyridinu a tetrahydrofolatu a druhé uzaviraci Cinidlo je N-methyl-
imidazol v acetonitrilu. Oxida¢ni cCinidlem je jod. Promyvaci c¢inidlo je acetonitril.
Pro odstépeni produktu zpovrchu kiemikovych kuli¢ek je pouzita smés vodného

hydroxidu amonného a vodného methylaminu (Li a kol. 2019).

Do mikroreaktoru je pfedem natiSten cilovy monomer fosforamiditu vazajici

se na aktivni hydroxylové vazby.

4.1.3 Technologie zaloZené na elektrochemicky modifikovanych
elektrodach — spole¢nost CustomArray

Systém syntézy vychazi opét z fosforamiditové chemie, postup je vylepSen o postup

deprotekce. K deblokaci ochranné skupiny DMT se pouziva fotochemickéd generovana

kyselina.

Pevnym nosi¢em pro syntézu je soustava elektrochemicky modifikovanych elektrod.
Soustava se skladd z polovodi¢ového ¢ipu zkiemiku s platinovymi elektrodami
s prekryvnou porézni vrstvou s dostupnymi hydroxylovymi skupinami tvofici ptipojna

mista pro syntetickou praci.

Cip jeumistén do syntetizatoru naprogramovaného na standardni syntézu. Kyselé
deblokaéni &inidlo bylo nahrazeno elektrochemickou debloka¢ni smési. Cinidlo
generované elektrodou difunduje do porézni vrstvy, nadmérné diftizi brani pfitomnost
pufru v okolnim roztoku. V blizkosti elektrody je pufr pfetizen, coz umoziuje reakci
Cinidla se substratem vdazajici se na porézni vrstvu. Od elektrody je koncentrace
difundujiciho ¢inidla nedostate¢na k prekonani koncentrace pufru a k reakci nedochazi.

Ostatni ¢inidla jsou stejnd jako pti bézné fosforamiditové chemii.
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4.2 Enzymaticka syntéza

4.2.1 Terminalni deoxynukleotidyltransféraza (TdT)

Enzym piidéavajici neselektivné dNTP na 3" jednotfetézcové ssDNA. TdT se vyznacuje
nizkou substratovou specifitou pro nukleotidy. TdT je kompatibilni s rizné
modifikovanymi nukleotidy, plati pro ni snadna nasledna purifikace produktu. Enzym
pusobi jako katalyzator pro pridavani vice bazi za cyklus. Je komplikované najit vhodny

povrch pro syntézu, a proto TdT je prozatim slibnym enzymem budouci syntézy.

4.2.2 Asymetricka polymerazova retézova reakce

V reakénim systému jsou dva amplifikaéni primery v nestejnych koncentracich.
K vytvoreni produktu se pouzivaji dvé faze amplifikace. Prvni faze je exponencidlni
amplifikace pouzivana k produkci templatu dsDNA. Druhé faze je linearni amplifikace

pouzivand k produkci produktu ssDNA.

Asymetrickd polymeradzova fetézova reakce je ndchylna k nespecifické amplifikaci.
Vysoce Cisty produkt lze ziskat kombinaci reakce s gelovou purifikaci nebo

enzymatickou degradaci zbytkovych fetézci.

4.2.3 Reakce vymény primeri

Vytvafeni ssDNA s vlastnimi sekvencemi DNA za pomoci enzymu polymerazy
nahrazujici vldkna. Reakce zacind rozpoznanim anavazdnim primeru s nezavislou
a prizpisobenou sekvenci na jeho komplementarni sekvenci na 3" konci katalytické
vlasenkové struktury. Vlasenka obsahuje stop sekvenci zastavujici enzymem
polymerdzou prodluZzovaci reakci. Nové prodlouzeny primer poté spousti dalsi
prodluzovani v kaskad¢ reakci. Aby syntéza mohla probchnout, musi byt predem
navrzené¢ sady vlasenek a odpovidajici primer. Reakce vymeény primert je omezena

na délku 60 bazi (Hao a kol. 2020)

4.3 Syntéza na bazi bakterii

Bakterialni vyroba vyuziva bakteriofagy (vir infikujici bakterie) s rychle rostoucimi

buinikami bakterie jako hostiteli.
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Piikladem syntézy je vyroba jednovlaknové fagové DNA Proces syntézy vyuziva
bakteriofagy s Escheria Coli jako hostitele. Bakteriofag se sklada z kruhového ssDNA
genomu sestaveného do proteinového plasté. Potomci fagovych ¢astic jsou sestavovany
béhem sekrece intraceluarné amplifikované virové ssDNA, aniz by doslo klyze
hostitelské buniky. Syntéza probiha v bioreaktoru s michanou nadrzi, kde je kontrolovan
pfisun Zivin, mnozstvi rozpusténého kysliku a pH. Rychlost ristu bun¢k je ovliviiovana
prostiednictvim fizené¢ho krmeni. Bakterie je infikovana bakteriofagem béhem féaze
krmeni zivinami, k reprodukovatelnym vysledkiim je nutné udrzovat konstantni dobu
a nasobnost infekce bakteriofagem. Po oddéleni hostitelskych bun€k a extracelularnich
bakteriofagh nakonci kazdého procesu krmeni se fdgy vysrazi pomoci
polyethylenglykolu (Kick a kol. 2015) SsDNA je ¢iSténo etanolem (Kick a kol.
2015) a proteinovy plast’ je chemicky lyzovan.
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5 Syntéza gent

Oznacuje syntézu dlouhych tusekii piirozenych i nepfirozenych sekvenci nukleovych
kyselin. Malé sady oligonukleotidi slouzi jako substrat pro konstrukci vétSich

syntetickych fragmentl. Geny mohou mit délku od stovek az nékolik tisic part bazi.

Zékladnimi kroky syntézy genii je optimalizace sekvence, navrh oligonukleotida

a jejich nasledna syntéza. Poté sestaveni genu, ovéieni sekvence a oprava chyb.

5.1 Polymerazova cyklicka montaz (PCA)

Technika umoziiuje vytvorit gen o délce nckolik set pari bazi aZz po mnoha

kilobdzovych part (TerMaat a kol. 2009).

Tradicni PCA se sklada ze dvou reakci. V prvni reakci je sestavovan polymerdzovy
fetézec apoté nasleduje druhd reakce, kdy je polymerazovy ftetézec amplifikovan
pomoci PCR. Pozadovand genovd sekvence je sestavovdna  spojovanim

komplementarnich useki kratkych usekl oligonukleotidi.

Béhem PCA je smés oligonukleotidii podrobena teplotnim cyklim jako pti amplifikaci
PCR. Sousedni oligonukleotidy, vzajemné komplementéarni, se béhem reakce annealing
hybridizuji. Oligonukleotidy jsou poté za Gi€asti enzymu polymerazy prodlouZeny. Nové
vytvofené dvouvlaknové vldko je denaturovano pro vznik jednovldknového. Cykly
se opakuji pro vytvofeni vldkna plné délky. Po PCA nasleduje PCR amplifikace genu.
Pi1 PCR reakci se pouzije ¢ast produktu PCA jako primer PCR. Proces neni bez chyb,
polymerédza je G€inna pii prodluzovani od 3” konce. Neékolik hybridizaci, ke kterym

dochdzi, jsou neproduktivni.

Zapouziti vysokorychlostniho termocykleru se fetézce oligonukleotidi vzéjemné
hybridizuji, poté se podrobi extenzi fetézce za ucCasti polymerazy piijediné reakci.
Po opakovaném termocyklovani je ziskdna poZzadované sekvence plné délky. Soucasna
PCA a primerova amplifikace snizuje mnoZstvi reagencii a ¢as, také snizuje pocet chyb
diky mensimu poctu tepelnych cykla.

Pozadovany tsek genu je nejprve navrzen, obvykle pocitaCovym programem. Piiklad
termocykleru je termocykler (PCRJet) s vysokou rychlosti pfenosu tepla, a to tak,

ohtaty nebo stlaceny vzduch je tlacen pies sklenéné kapilary. Celkova doba procesu

je 10-20 minut (El-Sagheer a Brown 2017) pro soucasnou PCA a PCR. Uzivany enzym
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je termostabilni polymeraza KOD (TerMaat a kol. 2009), kterd je schopna rychlé
extenze a opravy chyb v parech bazi. Doba annealingu je ptiblizn¢ 10 sekund a pocet

cykli je 40 (TerMaat a kol. 2009).

Na obrazku 20 je zobrazeno schéma syntézy. Vlevo je dvoukrokova reakce, PCA

a PCR. Vpravo je zobrazena jednokrokova reakce PCA a PCR.

Input DNA Sequence

Design oligo set and primers

2 —step traditional synthesis

1-step integrated PCA-PCR synthesis

Oligos o e e
Equimolar Polymerase | ~35 1o 100nM each oligo Primer
Chain Assembly -
Oliges — _ _  — ..
Primer
~1ul aliquot Pr_l'.ms:z at ~700nM each Integrated PCA-PCR ~5 to 10 nM each oligo
Followup PCR ~700 nM each primer
Amplification
Full-length dsDNA product with a Full-length dsDNA product with a
background of unwanted products background of unwanted products

Obr. 20: Schéma syntézy

Zdroj: https://ars.els-cdn.com/content/image/l-s2.0-S0167701209002991-grl1.jpg

5.2 Syntéza genu ligaci

Syntéza je omezena na mensi geny oproti PCA, nebot’ fragmentované oligonukleotidy
musi pokryvat sekvenci sense a antisense vladkna. Oproti pfedchozi metod¢ odstraiiuje
potiebu polymerazy vnasejici chyby pii prodluzovani vlakna.

Syntéza probihd na pevné fazi, vzniklé fragmenty jsou poté preciStény a ligovany.
Oligonukleotidy pokryvaji cely gen na obou vladknech. Sousedni oligonukleotidy nejsou

spojeny fosfodiesterovou vazbou, jsou drzeny pohromadé pomoci komplementarni

Sablony (,,splint®) a poté enzymaticky ligovany.

Gen miiZe byt syntetizovan hromadné smichanim sloZenych oligonukleotidl a ptidanim

enzymu spojujici sousedni oligonukleotidy, ligazy. Metoda se nazyva ,,shotgun* ligace.
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Ucinngjsi je ligazova fetézova reakce (LCR), ma schopnost syntetizovat deldi geny.
Metoda LCR je zalozend na aktivit¢ enzymu DNA ligdzy slouzici ke spojeni
piekryvajicich se koncii syntetizovanych oligonukleotidi. Pocatecni oligonukleotid
je imobilizovan na pevném nosi¢i. LCR vyuziva ¢tyfi oligonukleotidy jako primery.
Na jednom templatovém vladkné se paruji dva oligonukleotidy v tésné blizkosti svymi
komplementarnimi sekvencemi. Dal§i dva primery na druhém templatovém vldkné
se propojuji podobnym zplisobem. DNA ligdza poté uzavie zaiez mezi sousednimi
primery za piedpokladu, ze primerové baze v misté spoje odpovidaji navrzenému cili.
Pro kazdé¢ templatové vlakno vznikd jeden tsek. Ligované produkty slouZzi jako templat
pro opakujici se cykly annealingu a ligace, dokud se nesestavi pozadovany gen. Ligaza

vyzaduje 5 fosforylovany oligonukleotidy.

Ligaci lze provadét ichemicky. Chemickd ligace umozZiuje syntetizovat geny
s modifikovanymi cukry a neomezuje se jen na fosfodiesterovou patet. Lze ji provadét
za podminek, za kterych by byly ligazové enzymy nefunkéni. Fosforamiditova ligace
pro syntézu gend byla poprvé prokdzana usyntézy genu pro zeleny fluorescenéni
protein o délce 762 part bazi (El-Sagheer a Brown 2017). Reaguji 3’-amino
modifikované oligonukleotidy s 5’-fosforylovanymi partnerskymi fetézci. Nejprve
je syntetizovano vldkno s fosforamiditovou vazbou, sousedni vldkna jsou spojena
se splintem. Liga¢ni reakce pro zisk del§iho vldkna probiha v pufru chloridu sodného

v pfitomnosti spojovaciho ¢inidla.

5.3 Metoda genové syntézy spojena s klonovanim

Klonovani je tvorba identickych tuseki pfipravenych mnohondsobnym mnoZenim
pozadovanych usekd s klonovacim vektorem. Klonovaci vektory jsou tvofené
sekvencemi nukleovych kyselin. Nejcastéji jsou kruhové, pro aplikace genoveé syntézy
jenutné je linearizovat. Jsou schopné replikace a tvorby vice kopii pozadovaného
useku. V metodach popsanych niZze jsou pouzity plazmidové vektory jako nositele

zajmového fragmentu, ktery se vklada do bakterie nebo kvasinky.

5.3.1 Jednokrokové klonovani nezavislé na sekvenci a ligaci (SLIC)

Klonovéani se dosahuje pifimou bakterialni transformaci po smichani jakéhokoli

linearizovaného vektoru, insertu ptipravené¢ho pomoci PCR a DNA polymerazy.
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Metoda je zaloZena na exonukledzové aktivité enzymu DNA polymerazy prodluzovat

vlakno ve sméru 3°-5". Je mozné sestavit vice prekryvajicich se fragmentt soucasné.

Nejprve se pripravi vektor, ktery je potfeba linearizovat, a to St€épenim restrikCnimi
enzymy nebo inverzni PCR. Dale se piipravi insert (inserty) pomoci PCR spolec¢né

s primery nebo delsi extenzi homologickou s kazdym koncem linearizovaného vektoru.

Vektor ainsert (inserty) se smichaji ainkubuji s DNA polymerdzou pro vytvofeni
previsi na 5". Poté se reakéni smés umisti na led k zastaveni reakce zprostiedkované
polymerazou a také k annealigu jednofetézcového vlakna. Nasleduje transformace
(ptenos plazmidového vektoru) builkky Escheria Coli ptimo vzniklym jednofetézcovym
vlaknem. Zesilené vlakno se zméni na rekombinantni DNA (sekvence nukleovych
kyselin vytvofenych spojenim poZadovaného useku s klonovacim vektorem)
prostfednictvim homologni rekombinace (zaclenéni DNA do bakteridlniho genomu diky
podobné nukleotidové sekvenci). V Escherii Coli  je rekombinantni DNA

amplifikovana.

5.3.2 Jednostupiiova montaz z prekryvajicich se oligonukleotid

Nejprve jsou navrZzeny oligonukleotidy pro sestaveni, ty jsou zabudovany do ,,shuttle®
vektoru v jadre kvasinkové buiiky. Pro sestaveni dlouhych fragmentii DNA je vyhodné
pouzit ,shuttle” vektor z kvasinky Sacharomyces cerevisiae a bakterie Escheria Coli.
Vektor je vyhodny pro kombinaci schopnosti Sacharomyces cerevisiae jako organismu
schopného pfijimat a rekombinovat fragmenty DNA. Tyto fragmenty DNA se béhem
transformace kvasinek zaclenuji do kvasinkovych chromozomil v jadfe prostfednictvim
homologni rekombinace akonce transformované DNA reaguji s homolognimi
chromozomalnimi sekvencemi. Escheria Coli je vyuzita pro schopnost amplifikace
produktu. ,,Shuttle” vektor tedy zprostiedkovdavd homologni rekombinac¢ni reakci,

replikaci (zdvojeni) a amplifikaci poZadovaného fragmentu.

Kolonie kvasinek se nechaji riist, fragment se z nich poté extrahuje a prodlouzi pomoci
PCR, pienese do Escheria Coli, kolonie bakterie se necha opét rlst a poté se fragment

extrahuje. Struény popis postupu charakterizuje obrazek 21.

40



Add shuttle vector

Oligonucleotides

Grow yeast Extract DNA,

»

Design Order Pool
————>

Preparation of

yeast spheroplasts Synthetic DNA
—_—

fragment in yeast

Transform thawed
yeast spheroplasts

Transform clones
_’
Assemble

Transform
-

L

PCR

Grow E. coli
clones _

Extract DNA,
Sequence

Synthetic DNA
fragment in E. coli

Obr. 21: Schéma postupu metody

Zdroj: https://academic.oup.com/view-large/figure/82572385/gkp687f1.jpeg

V jednostupiiové montazi z piekryvajicich se oligonukleotidii je kvasinka schopna

sestavit ds fragment z ptekryvajicich jednotetézcovych oligonukleotidi.
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ZAVER

Bakalaiska prace byla vypracovana natéma syntetickd biologie ajeji vyznam
pro molekuldrni diagnostiku. Prvni cast prace obsahuje charakteristiku chemické
struktury oligonukleotidi, stru¢né¢ byl popsan metabolismus oligonukleotidi
v organismu. Vyznam v buiice byl vénovan zejména jejich funkci jako stavebni kameny
nukleovych kyselin. Oligonukleotidy maji Siroky okruh vyuziti v molekularni
diagnostice, a tom pojednava dalsi ¢ast prace. Zamérila jsem se zejména na vyuziti jako
komplementarni sekvence k cilovym molekulam. V dalsi casti byl popsan postup
syntézy oligonukleotidii nejcastéjsi syntetizacni metodou. V této casti jsou také
zahrnuty pocatky jejich syntézy. Posledni Cast je vénovana ukazkdm metod, kterymi
mohou byt syntetizovany ultramery a geny. Z ptehledu metod a technik je zfejmé, ze
dochazi k vyvoji biotechnologickym automatizovanym metodam, které vedou k mensi

spotiebé reagencii, vzorkl a také k celkovému sniZeni ¢asu analyz.

42



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
AMP
AS-PCR
ATP

C
cAMP
CTP
dAMP
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
DMT
DNA
dNTP
dNTP
dNTPs
dsDNA
dTTP
FAD
FISH
G

GTP
HPCL

adenin

adenosinmonofosfat

alelove specificka polymerazova fetézova reakce
adenosintrifosfat

cytosin

cyklicky adenosinmonofosfat
cytidintrifosfat
deoxyadenosinmonofosfat
deoxyadenosintrifosfat
deoxycytidintrifosfat
dideoxynukleotidy
deoxyguanosintrifosfat

4,4’ -dimethoxytrityl
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifosfaty
deoxyribonukleotidtrifosfaty

smés deoxyribonukleotidtrifosfaty
dvouretézova deoxyribonukleova kyselina
deoxythymintrifosfat
flavinadenindinukleotid
fluorescenéni in situ hybridizace
guanin

guanosintrifosfat

vysokou¢inna kapalinovéa chromatografie

IP-RP-HPLC Iontové parovand HPLC na reverzni fazi

LCR
LCR
LNA
mBAND
mFISH
miRNA
mRNA

Ligazova fetézova reakce

ligdzova fetézova reakce

pfemost’ujici nukleova kyselina

metoda mnohobarevného provedeni
mnohobarevna fluorescencni in situ hybridizace
microRNA

mediatorova ribonukleova kyselina

43



NAD
NADP
PAGE
PCA
PCR
PNP
PS
RNA
rRNA
RT-PCR
SiRNA
SLIC
SMRT
ssDNA

TdT
tRNA

UTP

nikotinadenindinukleotid
nikotinadenindinukleotidfosfat

polyakrylamidova gelova elektroforéza

Polymerazova cyklicka montaz

polymerazova fetézova reakce

fosforylazy

Fosforothioaty

ribonukleova kyselina

ribosomalni ribonukleova kyselina

reverzni transkriptazova polymerazova fetézova reakce
interferujici ribonukleova kyselina

Jednokrokové klonovani nezéavislé na sekvenci a ligaci
single molecule real-time

jednoftetézova deoxyribonukleova kyselina

thymin

termindlni deoxynukleotidtransferaza

transferova ribonukleova kyselina

uracil

uridintrifosfat

44



SEZNAM POUZITE LITERATURY

ADEL a GIBRIEL. Advances in ligase chain reaction and ligation-based amplifications
for genotyping assays: Detection and applications, Mutation Research/Reviews in
Mutation Research. Applied and Environmental Microbiology [online]. 2017, 773, 66-
90 [cit. 2021-7-10]. ISSN 1383-5742. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2017.05.001

BERANEK. Molekuldrni genetika pro bioanalytiky. Praha: Karolinum, 2016. ISBN
978-80-246-3224-7.

BROWN a BROWN. Nucleid Acids Book: Solid-phase oligonucleotide synthesis
[online]. 2005 [cit. 2021-5-1]. Dostupné z: https://www.atdbio.com/nucleic-acids-book

BROWN a EL-SAGHEER a. Single tube gene synthesis by phosphoramidate chemical
ligation. Chem. Commun. [online]. 2017, 53, 10700-10702 [cit. 2021-6-29]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1039/C7CC00858 A

DRABEK a kol. Detekce nddorovych biomarkerii v molekuldrné biologické laboratoFi.

Olomouc: Paleckého univerzita, 2012. ISBN 978-80-244-3002-7.

DWIVEDI a kol. Diseases and Molecular Diagnostics: A Step Closer to Precision
Medicine [online]. 2017, 32, 374-398 [cit. 2021-4-10]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1007/s12291-017-0688-8

FLEGR. Evolucni biologie 3 opravené a rozsirené vydani. 2018. Praha: Academie.

ISBN 978-80-200-2796-2.

GIBSON. Synthesis of DNA fragments in yeast by one-step assembly of overlapping
oligonucleotides. Nucleic Acids Research [online]. 2009, 37, 6984—6990 [cit. 2021-7-
29]. Dostupné z: https://academic.oup.com/nar/article/37/20/6984/1105736?login=true

GIBSON a kol. One-step assembly in yeast of 25 overlapping DNA fragments to form a
complete synthetic Mycoplasma genitalium genome. Proceedings of the National
Academy of Sciences [online]. National Academy of Sciences, 2008, 105(51), 20404--
20409 [cit. 2021-7-15]. ISSN 0027-8424. Dostupné z:
https://www.pnas.org/content/105/51/20404

45



GORENSTEIN a THIVIYANATHAN. Aptamers and the next generation of diagnostic
reagents. Proteomics Clinical Application [online]. (11-12), 563-573 [cit. 2021-1-10].
Dostupné z: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prca.201200042

HAO a kol. Current and Emerging Methods for the Synthesis of Single-Stranded DNA.
Genes [online]. 2020, 11(2) [cit. 2021-7-10]. Dostupné z:
https://doi.org/10.3390/genes11020116

HOGREEFE a kol. Current Challenges in Nucleic Acid Synthesis. International Journal
of Molecular Sciences [online]. 2013, 326-349 [cit. 2021-4-10]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5187934/

HOGREFE a kol. Current Challenges in Nucleic Acid Synthesis. Israel Journal of
Chemistry [online]. 2013, 326-349 [cit. 2021-3-24]. Dostupné z:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ijch.201300032

HOU a kol. Assembly of long DNA sequences using a new synthetic Escherichia coli-
yeast shuttle vector. Virologica Sinica [online]. 2016, 31, 160—167 [cit. 2021-7-10].
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s12250-016-3730-8

ITO a kol. Post-synthetic modification of oligonucleotides containing 5-mono- and 5-di-
fluoromethyluridines. Tetrahedron [online]. 2021, 77 [cit. 2021-5-14]. ISSN 0040-
4020. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.tet.2020.131769

JEONG a kol. One-Step Sequence- and Ligation-Independent Cloning as a Rapid and
Versatile Cloning Method for Functional Genomics Studies. Applied and
Environmental Microbiology [online]. 2012, 78(15), 5440-5443 [cit. 2021-7-12].
Dostupné z: https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/AEM.00844-12

KICK akol. Efficient Production of Single-Stranded Phage DNA as Scaffolds for DNA
Origami. Nano Letters [online]. 2015 [cit. 2021-7-10]. Dostupné z:
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.nanolett.5b01461

KOSURI a kol. Large-scale de novo DNA synthesis: technologies and applications. Nat
Methods [online]. 2014, 11, 499-507 [cit. 2021-7-15]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1038/nmeth.2918

46



LAUSTED a kol. POSaM: a fast, flexible, open-source, inkjet oligonucleotide
synthesizer and microarrayer. Genome Biology [online]. 2004, 5 [cit. 2021-7-15].
Dostupné z: https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2004-5-8-
r58

LEPROUST a kol. Synthesis of high-quality libraries of long (150mer) oligonucleotides
by a novel depurination controlled process. Nucleic Acids Research [online]. 2010, 38,

2522-2540 [cit. 2021-7-10]. Dostupné z: https://doi.org/10.1093/nar/gkq163

LEVRIE a kol. Direct on-chip DNA synthesis using electrochemically modified gold

electrodes as solid support. Japanese Journal of Applied Physics [4S]. 2018, 57 [cit.
2021-7-10]. Dostupné z: https://iopscience.iop.org/article/10.7567/JJAP.57.04FMO1

LI a kol. An oligonucleotide synthesizer based on a microreactor chip and an inkjet
printer. Sci Rep [online]. 2019, 9(5058) [cit. 2021-7-5]. Dostupné z:
https://doi.org/10.1038/s41598-019-41519-0

MAURER a kol. Electrochemically Generated Acid and Its Containment to 100 Micron
Reaction Areas for the Production of DNA Microarrays. Plos one [online]. 2006, 1(1)
[cit. 2021-6-29]. Dostupné z:
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0000034#pone.00000
34-Gao2

MAZURA a kol. Specialni metody molekularni biologie. Praha: Karolinum, 2001.
ISBN 80-246-0258-X.

PAN a kol. Oligonucleotide aptamers: promising and powerful diagnostic and
therapeutic tools for infectious diseases. Journal of Infection [online]. 2018, 89-98 [cit.
2021-4-10]. ISSN 0163-4453. Dostupné z:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163445318301105#!

RONAK a kol. Manipulation of renal gene expression using oligonucleotides. Academic
Press [online]. 2019, 109-120 [cit. 2021-3-24]. Dostupné z:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091679X19300755

SKALOVA. Zdkladni biochemické dréhy v burice. Praha: Karolinum. ISBN
9788024626628.

47



TERMAAT a kol. Gene synthesis by integrated polymerase chain assembly and PCR
amplification using a high-speed thermocycler. Journal of Microbiological Methods
[online]. 2009, 79, 295-300 [cit. 2021-7-1]. ISSN 0167-7012. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2009.09.015

VYCHODILOVA a kol. Klinickd genetika. Brno: VFU, 2019. ISBN ISBN978-80-
7305-825-8.

YAMASHITA a kol. Synthesis of Oligonucleotides Containing 2'-N-
alkylaminocarbonyl-2"-amino-LNA (2'-urea-LNA) Moieties Using Post-Synthetic
Modification Strategy. Molecules [online]. 2020, 25(2), 346 [cit. 2021-4-20].

YU a kol. Molecular Selection, Modification and Development of Therapeutic
Oligonucleotide Aptamers. International Journal of Molecular Sciences [online]. 2016,

17, 358 [cit. 2021-4-10]. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijms17030358

ZHANG a kol. Recent Methods for Purification and Structure Determination of
Oligonucleotides. International Journal of Molecular Sciences [online]. 2016 [cit.

2021-4-10]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5187934/

48



