Abstrakt

Nedavna pandemie SARS-CoV-2 ukézala, ze lidstvo mohou ohrozit i tak jednoduché
organismy, jako jsou viry. Tato krize zdiiraznila pottebu v€asné a spolehlivé diagnostiky a
také rychlého objevu ucinnych 1ékti proti novym nemocem. Navrhujeme, ze ob¢ tyto vyzvy
1ze tesit pomoci deoxyribozymu (katalyticky aktivnich molekul DNA).

Nejbéznéjsimi typy signalll jsou svétlo, fluorescence, barva a radioaktivita. Nékteré
z téchto signal mohou byt generovany deoxyribozymy, jiné vSak zatim nikoli. Funkéni
molekula DNA, ktera generuje robustni fluorogenni nebo chromogenni signal, by méla pro
mnoho aplikaci zna¢né vyhody ve srovndni s fluorescencnimi proteiny, jejichz syntéza je
nakladna a pracna, a fluorescencnimi RNA aptamery, které jsou nachylnéjsi k degradaci
nez molekuly DNA. Abychom rozsifili spektrum moZznych signalt generovanych pomoci
DNA, pouzili jsme in vitro selekci k vyvoji deoxyribozymi, které generuji silné
fluorogenni a chromogenni signaly.

Deoxyribozymy, které generuji fluorogenni signal, toho dosahuji defosforylaci
kumarinového substratu 4-methylumbelliferylfosfatu (4-MUP). Prendseji fosfatovou
skupinu z 4-MUP na svou vlastni 5' hydroxylovou skupinu. Touto reakci se nefluorogenni
4-MUP méni na fluorogenni 4-methylumbelliferon (4-MU). Nejaktivnéj$i deoxyribozym
identifikovany v naSich studiich jsme pojmenovali Aurora. Ten zvySuje fluorescenci vice
nez 700krat a vytvaii detekovatelny signal béhem nékolika minut. Deoxyribozymy, které
produkuji Zzlutou barvu, pifenaSeji fosfitovou skupinu z bezbarvého substratu 4-
nitrofenylfosfatu (4-NPP) na vlastni 5' hydroxylovou skupinu. Po defosforylaci se 4-NPP
pfeméni na zluty 4-nitrofenol (4-NP). Tento deoxyribozym jsme pojmenovali Apollon.
Apollon zvysuje chromogenni signal vice nez 100krat.

Pro zlepSeni katalytické¢ aktivity Aurory a Apollona, pro identifikaci jejich
minimalizovanych verzi a k feSeni jejich sekundérnich struktur jsme pouZili in vitro selekci
v kombinaci s vysokokapacitnim sekvenovanim a komparativni sekvencni analyzou. Déle
jsme pro dosazeni co nejlepsiho poméru signal k Sumu podrobné charakterizovali reakéni
podminky, vcetné vlivu riznych jedno- a dvojmocnych iontl, rliznych pufrd,
molekularnich zahu$tovadel a riznych hodnot pH, jakoz i riiznych koncentraci substratu a
deoxyribozymu.

Dale jsme vyvinuli nékolik zptsobi, jak pfeménit Auroru a Apollona na alostericky

regulované senzory. Aurora a Apollon byly navrzeny tak, aby fungovaly jako



oligonukleotidové senzory pro specifické sekvence a také jako senzory pro rizné typy
nukledz v homogennich testech, které nevyzaduji promyvani nebo nasledné purifikacni
kroky. Upravenad verze Aurory muze detekovat pikomolarni koncentrace ribonukledz a
byla pouzita k rychlé identifikaci novych nizkomolekularnich inhibitord ribonukleazy
Nspl5 ze SARS-CoV-2 ve vysoce kapacitnim testovani. NaSe vysledky ukazuji, ze
deoxyribozymy mohou generovat robustni fluorogenni a chromogenni signdly a ze takové

deoxyribozymy lze pouZit v aplikovaném vyzkumu k feSeni aktualnich probléma.
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