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ANOTACE

V diplomové préci fe§im prukaz korelace mezi plochou pod pikem oligonukleotidu pfi
HPLC purifikaci a jeho vyslednou koncentraci s ohledem na sekvenci a modifikaci, kdy je
snaha stanovit koeficient predikce. To by v idealnim piipadé¢ mohlo vést k eliminaci stanoveni
obsahu oligonukleotidu po jeho purifikaci. Teoreticka Cast predklada potfebné pozadi pro
provedeni experimentu. Soucasti prace je dale HPLC analyza a méfeni absorbance na

spektrofotometru, stejné tak statistické zpracovani ziskanych dat.
KLICOVA SLOVA

oligonukleotidy, dudlné znacené sondy, purifikace, HPLC, absorbance, koncentrace, Lambert-

Beeruv zakon



ANNOTATION

The thesis focus on proving a correlation between the peak area at HPLC purification
of the oligonucleotide and its final concentration with respect to sequence and modification,
which is to determine the coefficient of prediction. Ideally this could lead to the elimination of
determining the content of the oligonucleotide after its purification. The theoretical part
outlines the necessary background for the experiment. The thesis also includes HPLC analysis
and measurement of absorbance via spectrophotometer, as well as statistical processing of the

obtained data.
KEY WORDS

oligonucleotides, dual-labeled probes, purification, HPLC, absorbance, concentration, Beer-

Lambert’s law
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UvVOD

Oligonukleotidy jsou znamé, syntetizované a vyuzivané jiz né€kolik desitek let. Jsou
vychozi surovinou velkého mnozstvi molekuldrné-biologickych postupii a v soucasnosti
nalézaji uplatnéni prakticky vkazdé vé&tsi laboratofi  biologického sméru. S téméf
exponencialnim rozvojem téchto metod roste i poptavka po oligonukleotidech, je tedy cilem

zrychlit, zlevnit a celkovée zefektivnit jejich syntézu.

Dulezitym posyntetizaénim krokem pro vyslednou dobrou kvalitu produktu je
purifikace. V soucasnosti je né€kolik moznosti purifikace, ovSem nejvyuzivanéjsi je
kapalinova chromatografie, kterd odseparuje produkt od balastu, za niZ nasleduje nasleduje
piesnéstanoveni koncentrace ¢istého oligonukleotidu, zpravidla spektrofotometricky. Stanovit
koncentraci Ize i pomoci velikosti plochy piku chromatografu, av$ak je zapotiebi bud’
kalibracni kfivky, nebo standardu. Tato prace si klade za cil zjistit moznou korelaci mezi
méfenou  plochou piku kapalinové chromatografie a vyslednou koncentraci cistého
oligonukleotidu za pouziti kapalinové chromatografie v zavislosti na sekvenci a modifikaci

oligonukleotidu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Nukleové kyseliny

Vedle polypeptidi a polysacharidi patii mezi zdkladni biomakromolekuly zivota i
genetickou informaci, jsou nezbytnou soucasti vSech zivych organismid. Samotny pojem
nukleové kyseliny pak oznacuje souhrnny nazev pro deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a
kyseliny ribonukleové (RNA). Vztah mezi DNA a RNA a jejich roli v organismu popisuje
centralni dogma molekularni biologie, které se jako prvni pokusil zformulovat roku 1957
Francis Crick. Dnesni vyklad centralniho dogmatu tvrdi, Ze DNA je nositel informace, ktera
determinuje transkripci primarni strukturu RNA, a ta je poté urcujici pro primarni strukturu
proteinu (viz obr. 1). [1, 2]

B Reverzni
7N transkripce
\ DNA =, RNA » Protein
~— Transkripce Translace

Replikace

Obrazek 1: Centralni dogma molekularni biologie.

1.1.1 Struktura nukleovych kyselin

Zakladnim stavebnim kamenem nukleovych kyselin jsou nukleové baze, purinové a
pyrimidinové. DNA obsahuje adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T), v RNA je
thymin nahrazen uracilem (U). Vedle téchto majoritnich bazi se vyskytuji 1 baze minoritni,
Casto se jednd o methylované majoritni baze, dale pak v DNA hydroxymethylcytosin
(u bakteriofagi) a methylcytosin (v eukaryotech) a Vv RNA napf. dimethyladenin,
hypoxanthin, isopentenyladenin, kinetin, zeatin, pseudouracil a dal§i. Plnohodnotna
monomerova jednotka dale obsahuje cukr-fosfatovou kostru skladajici se ze sacharidu ribosy
nebo deoxyribosy a zbytku kyseliny fosfore¢né, kterym se vaze k dalsi monomerni jednotce,
fosforylovanému nukleosidu, tedy nukleotidu, fosfodiesterovou vazbou za vzniku linearniho

polymeru. [3, 4]

Vedle primarni struktury, kterou v pfipadé nukleovych kyselin urcuje potadi
nukleotidii, se tvofi i sekundarni, terciarni a ptipadné kvartérni struktury, vazby mohou byt

jak intra-, tak intermolekularni a uplatiuji se ptredevS§im vodikové mistky, hydrofobni
17



interakce a van der Waalsovy sily. Za samotnou polynukleotidovou konformaci jsou
zodpovédné predevsim hrany bazi, které obsahuji —NH>, =N— a =O skupiny, a mohou tak
interagovat s dal$imi polarnimi skupinami nebo molekulami vody. Na rozdil od hran se
plochy heterocykli tohoto ucastnit nemohou a maji naopak tendenci se vodé vyhybat. Na
zaklad¢ tohoto jevu dochdzi k tzv. patrové interakci (angl. base stacking), kdy se zmensi
hydrofobni plocha a kde se uplatiiuji n-n interakce. Vedle patrové interakce se pro zvyseni
stability polynukleotidu uplatiiuje i parovani bazi dle Watson-Crickovskych pravidel
komplementarity, tzn. A se paruje s T nebo U dvéma vodikovymi mustky, G s C tfemi.
Existuji i dalsi alternativni parovani, napt. Hoogsteenovské parovani, kdy se A vaze N7
dusikem k T na jeho N3 dusik a NH2 skupinou na thyminovou ketoskupinu. U guaninu a
cytosinu se G vaze obdobné N7 dusikem na N3 atom C. Mohou vznikat i dalsi nepfirozené

pary piedevsim v souvislosti s vyskytem minoritnich bazi. [1, 5, 6]

v

DNA je co se tyce sekundarni struktury mén¢ rozmanitéjsi nez RNA. Dvouvlaknova
DNA téméf vzdy zaujima helikdlni strukturu, pficemz vlédkna jsou antiparalelni. RozliSujeme
tfti zékladni dvojSroubovicové uspoiadédni a to B-, A- a Z-DNA. Zdaleka nejcastéjsi
uspofadani je pravoto¢iva B-DNA. Levoto¢iva Z-DNA vznikda zB- formy, hraje
pravdépodobné roli v ovlivnéni genové exprese a jeji vyskyt je spojovan S rdznymi
onemocnénimi jako je Alzheimerova choroba nebo systémovy lupus erythematodes. A- forma
vznika dehydrataci B-formy. Obecné u dvousroubovic rozeznavame velky a maly zlabek, oba
jsou dulezité napt. pro expresi genu. Dale mohou byt pfitomny ohyby helixu nebo tzv.
kruciformni forma. Vedle dvouvldknové se miize tvofit i trojvlaknova Sroubovice, ptipadné

¢tyivlaknova forma G-kvadruplex. [1, 6-10]

RNA je strukturn€ mnohem bohatsi. Sekundéarni struktura je odvozena od Watson-
Crickovského parovani bazi s interferujicimi neparujicimi oblastmi, dale se mohou objevovat
nestandardni pary jako je G-U a dalsi intramolekularni interakce. Podobné& jako u proteinti je
funkénost RNA v nékterych piipadech podminéna i jeji 3D strukturou. Tyto funkéni
strukturni prvky se nazyvaji strukturni motivy a je z nich slozeno az 40 % vlakna RNA. Mezi
nejbeéznéjsi prvky strukturnich motivia patii helixy (A-forma), smycky, vlasenky, vicehelixové
spoje (angl. multi-helix junctions) a pseudouzle, ptipadné G-kvadruplex. Existuje nekolik
databéazi strukturnich motivi, z nejznaméjSich napt. The RNA 3D Motif Atlas, RNA Bricks,
RNAStructuromeDB a dalsi, které poskytuji informace napft. i1 ohledné mista vdzani proteint.

| v tomto ptipadé€ se fesi otazka predikce struktury motivu a vznikaji riizné programy zaloZené

zpravidla na deep learningu a neuronovych sitich. [11-14]
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1.1.2 Oligonukleotidy

Oligonukleotidy jsou kratké polymery nukleovych kyselin, pfi¢emz jejich délka se
pohybuje zhruba od 8 do 50 nukleotidii. V bunice funguji napiiklad jako regulatory genové
exprese, piipadné se vyskytuji jako zbytky po degradaci delSich vldken. Bézné se
oligonukleotidy vyuzivaji jako primery pro PCR, vDNA <¢ipech a dale napiiklad
v CRISPR/Cas systému. Mimo jiné se uplatiiuji i jako terapeutika v medicing, kdy mohou
ovlivilovat genovou expresi, funguji jako inhibitory microRNA, silencery nebo aktivatory
transkripénich genti. Konkrétné 1ze jmenovat 1é¢bu spindlni muskularni atrofie, akutni jaterni
porfyrie, dédi¢né tranthyretinové amyloidézy nebo Duchennovy muskularni dystrofie. Zatim
je k1écbe schvaleno pouze nékolik malo terapeutik, protoze doruceni oligonukleotidu do

cilové tkang jiné nez jaterni je problémové, ale vyzkum stale pokracuje.[15]

1.2 Syntéza oligonukleotidu

1.2.1 H-fosfondatova metoda

Metoda vyuzivajici H-fosfonaty, tedy estery fosfonové kyseliny, byla poprvé
predstavena svétu v padesatych letech minulého stoleti sirem Alexanderem Toddem, kdy
demonstroval, Ze zpracovani monoesteru benzyl-H-fosfonatu difenylfosfochloridatem vedlo
k tvorbé aktivovaného smésného anhydridu. Tuto slou¢eninu poté nechal reagovat in situ
s hydroxylem isopropylidennukleosidu za vzniku diesteru H-fosfonatu, ktery byl oxidovany
na diester fosfochloridatu. Pozdéji byla tato metodologie adaptovana na chemickou syntézu
5¢-3¢ spojeného dinukleotidu. Vznik internukleotidové vazby pomoci H-fosfonatové metody
spociva v kondenzaci nukleosidu chranéného monoesterem H-fosfonatu s nukleosidem
Vv pritomnosti vazebného <¢inidla za vzniku odpovidajicich diesterd dinukleosidovych
H-fosfonatd, které lze oxidovat na cilovou fosfodiesterovou skupinu (viz obr. 2). Mezi
nejbeéznéji uzivana kondenzacni ¢inidla patii pivaloylchlorid (PvCl),
adamantankarbonylchlorid ~ (AdCl),  5,5-dimethyl-2-ox0-2-chloro-1,3,2-dioxafosforinan
(DMOCP) a bis(2-oxo-3-oxoazolidinyl)-fosfinchlorid (OXP). Nejvétsi vyhodou H-
fosfonatové metody je, ze vychozi latka, tedy H-fosfondtovy nukleosidovy monoester, je
hydrolyticky stabilni a jednoduchy na pfipravu i manipulaci. Nevyhodou je vznik vedlejSich
produkti v disledku reaktivity H-fosfondtu s aktivatnim cinidlem a tvorba fosfitovych

anhydridd. [16-18]
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Obrazek 2: H-fosfondatova metoda syntézy oligonukleotidu. Prevzato a upraveno z [18].

1.2.2 Fosfodiesterova metoda

Fosfodiesterovd metoda, diive znamé jako Khoranova metoda - pojmenované po jejim
objeviteli Har Gobindu Khoranovi, byla prvné ptedstavena kratce po H-fosfonatové metodé.
Na vychozim nukleosidu byla 5°-hydroxylova skupina blokovéna robustni tritylovou
acidosenzitivni skupinou (napf. trifenylmethylovou), 3°-hydroxylové skupina byla volna.
Druhou reakéni komponentou kondenzace je mononukleotid s 3‘-hydroxylem blokovanym
jednoduchou alkalilabilni skupinou. Pfi syntéze se 5°-fosfomonoestereova skupina nukleotidu
aktivovala p-toluensulfonylchloridem, nebo preferovanéjsim dicyklohexylkarbodiimidem a
kondenzovala s 3‘-OH skupinou nukleosidu za vzniku fosfodiesterové vazby (viz obr. 3).
Nevyhodou je reaktivita fosfatové skupiny, ktera soutézi s 3°-OH skupinou za vzniku
vedlejsich produktd. [19, 20]

Obrazek 3: Fosfodiesterova metoda syntézy oligonukleotidu. Prevzato a upraveno z [20].
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1.2.3 Fosfotriesterova metoda

Fosfotriesterovy ptistup k syntéze oligonukleotid byl zkouman v druhé poloviné 60.
let hned v nékolika laboratofich. Nejlépe na tom byly tym Letsingera a tym Ecksteina a
Rizka, které byly schopny syntetizovat delsi fetézce. Letsinger nejprve zkoumal metodu
syntézy na pevném nosici, ale nakonec pfeSel na syntézu v roztoku. V prvnim kroku syntézy,
fosforylaci, reaguje nukleosid, ktery ma volnou 3°-OH skupinu, s 2-kyanoethylfosfatem
v prostiedi mesitylen-2-sulfonylchloridu (MS-CI). Produkt této reakce je poté podroben
kondenzaci  snukleosidem,  ktery  mavolnou  5°-hydroxyskupinu, Vv prostiedi
triisopropylbenzensulfonylchloridu (TPS-CI) viz. obr. 4. Naslednou amonolyzou je
odstranéna protektivni 2-kyanoethylova skupina. Eckstein a Rizk pouZili jako zdroj fosfatu
trichlorethylfosfat nebo trichlorethylfosforodichloridat. Obdobné postupovala i skupina Reese
a Saffhilla. Nevyhodou této metody je Casova narocnost kondenzace, nizka vytéznost a

nestabilita reagencii. [21, 22]
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Obrazek 4: Fosfotriesterovda metoda syntézy oligonukleotidu. Prevzato a upraveno z [22].

1.2.4 Fosfit-triesterova metoda

Fostfit-triesterovou metodu vyvinula skupina vedena Marvinem H. Caruthersem.
5¢-O-chranény nukleosid je podroben sekvenci reakci. Nejprve reaguje s esterem
dihalogenfosfitu (ROPXz), poté s 3°-O-chranénym nukleosidem, jodovou vodou a nakonec
s reagentem pro uvolnéni 5°-OH- skupiny za vzniku fosfotriesterdinukleosidu. Retézec lze
prodluzovat reakci vzniklého dinukleosidu s dal§im aktivnim fosfitem a opakovat tak cyklus.
[23]

1.2.5 Fosforamiditovd metoda
Fosforamiditova metoda navazuje na fosfit-triesterovou syntézu. Poprvé byla
pfedstavena roku 1981 tymem Sergem L. Beaucagem a Marvinem H. Caruthersem, ktery je

zaroven autorem vySe zminéné fosfit-triesterové metody. Jejich ¢lanek popisoval vyuZiti
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fosforamiditt jako dalezitych meziproduktii syntézy deoxypolynukleotidii. Fosforamidity jsou
monoamidy fosfitovych diestertt s obecnou strukturou RsRsNP(R2)-O-Ri. Na rozdil od
predchozich metod neprobiha syntéza v roztoku, ale nukleosid je vazany na pevné fazi, ktera
zarucuje, ze piebytecné reagencie mohou byt odstranény jednoduchou filtraci. Momentalné se
jedné o nejpouzivanéj$i metodu napfti¢ laboratofemi, protoze proces je pln¢ automatizovany,
je mozné syntetizovat i dlouhé oligonukleotidy (do délky cca 200 bazi) a predevsim poskytuje

vysoké vytézky, ¢imz snizuje i samotnou cenu vyroby. [24, 25]

4

Mezi nejnovejsi inovace pro tuto metodu, které jsou zatim ve fazi vyzkumu, patii
moznost syntetizovat fosforamidity zjejich odpovidajicich alkohold, kdy je dosaZzeno
kratkych reakénich Casti, vytézky jsou témet kvantitativni a neni potieba jejich purifikace pred
automatizovanou syntézou oligonukleotidu, pfiemz cilem je samoziejmé piima integrace
metody do DNA syntetizatort, kdy se zcela vynecha jak manualni syntéza, tak skladovani a

manipulace samotna s redoxn¢ nestabilni fosforamidity. [26]

1.2.5.1 Pevna faze

Béhem let se studovalo nepieberné mnozstvi druht pevné faze pro syntézu
oligonukleotidli, mezi nimi napt. Sephadex, silikagel, polydimethylakrylamidova pryskyfice,
polyakrilmorfolid, celuloza, Kieselguhr-polydimethylakrylamidové kompozity, sklo a rtizné
polystyrenové pryskyfice, pti¢emz nejvice se odsvéd¢ily posledni dva jmenované. Konkrétné
se pouziva porézni sklo (CPG, controlled pore glass) a makroporézni polystyrén (MPPS).
Momentalné existuje vice nez 280 pevnych fazi pro syntézu modifikovanych 1

nemodifikovanych oligonukleotidi. [27, 28]

Déle se pro syntézu vyuzivaji univerzalni supporty (podpéry), u kterych se vyuziva
linkert (napf. 3-amino-1,2-propandiol), jez formuji s amidovou skupinou pouze slaby
vodikovy miistek, coz v zésaditém prostfedi vede k amidem asistované defosforylaci, které
uvolni 3‘-OH-oligonukleotid do roztoku, zatimco produkty postrannich reakci ziistanou
vazané na pevné fazi. Vyhodou téchto supportil je moznost vyuziti jedné kolony pro jakykoliv

oligonukleotid, nezalezi tedy, jaky je nukleosid na 3°-konci. [29, 30]

1.2.5.2 Synteticky cyklus
Syntéza probihd smérem od 3’konce k 5¢ konci a sklada se ze ¢tyf zdkladnich kroki.
Na samotném zacatku syntézy je prvni chranény nukleosid navazan na pevnou fazi. V ptipadé

vyuziti univerzalnich supportt se prvni nukleosid vaze az béhem kondenzace. [30]
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Detritylace

Synteticky cyklus zafina odstranénim acidolabilni 5°-DMT (4,4‘-dimethoxytrityl)
protektivni skupiny, kterd ma za ukol zabranit polymerizaci nukleosidu pfi navazovani na
pevnou fazi. Toho je docileno pfidanim kyselého roztoku jako je 2% trichloroctova nebo 3%
dichloroctova kyselina v dichlormethanu. Pfi pouziti pfili§ koncentrovaného ¢inidla ¢i pfilis
dlouhé dobé¢ expozice kyselinou mlize dochéazet k depurinaci latek, a tedy ke snizeni vytézku.
Toto 1ze monitorovat spektrofotometricky ve VIS oblasti, nebot’ DMT-karbokationt absorbuje
pii 495 nm a je tudiz oranzovy. Vysledkem detritylace je odkryti reaktivni 5°-hydroxy
skupiny, na kterou se mize vazat nukleosidovy fosforamiditovy monomer (viz obr. 5). [16,
31-33]
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Obrazek 5: Detritylace.

Coupling (kondenzace)

Pfi kondenzaci je nejprve adovany monomer upraven protonaci kondenzacnim
¢inidlem. K velkému piebytku ptislusného nukleosidového fosforamiditu je ptidan aktivator
1H-tetrazol (nebo jeho derivaty) rozpusStény v acetonitrilu jakozto vhodném rozpoustédle pro
nukleofilni vytésiovaci reakce, ¢imz dojde k protonaci aminoskupiny. Timto zpasobem
protonovany amin da vzniku meziproduktu tetrazolylfosforamiditu, ktery nasledné vytvori
internukleotidovy triesterfosfit s volnym 5°‘-hydroxylem nukleosidu vazaného k pevné fazi
(viz obr. 6). Diisopropylaminoskupina bézné¢ vyuzivanych fosforamiditt poskytuje diky

sterickému efektu idealni rovnovahu mezi stabilitou a snadnosti aktivace. [16, 31-33]
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Obrazek 6: Kondenzace.
Capping (acylace)

Dals$im krokem syntézy je capping. Piesto, Ze kondenzacni krok je velmi piesny co se
reak¢niho mechanismu a kvantitativniho pribéhu reakce tyce, zlistdva malé procento (fadovée
desetiny az jednotky) 5‘-hydroxylové skupiny nezreagované. Navolny aktivni hydroxyl by se
v dal$im cyklu pfi kondenzaci mohl standardné vazat fosforamidit, coz by mélo za nasledek
zkraceni o jeden nukleotid oproti ptedpokladu. Pokud by tyto volné hydroxylové skupiny
nebyly po kazdé kondenzaci oSetieny acylaci, vedlo by to ve vysledku ke smési
oligonukleotidu lisicich se délkou o ne€kolik malo nukleotidii. Takovou smés by bylo velmi
tézké purifikovat a samoziejmé by byla snizovana samotna hodnota produktu. Zablokovani
téchto  volnych hydroxyli se provadi acetanhydridem a N-methylimidazolem
v tetrahydrofuranu s pyridinem, ktery zajist'uje bazicitu roztoku, aby nedochazelo k piipadné
detritylaci nukleosidového fosforamiditu (viz obr. 7). [16, 31-33]
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Obrdzek 7: Capping.
Oxidace
Finalni reakci cyklu je oxidace fosfittriesteru na fosfat. Vznikld internukleosidova

fosfittriesterova vazba je acidolabilni a kvili moznosti opakovani syntetického cyklu je tfeba

ji pfevést na stabilni fosfdtovou vazbu. Toho je docileno oxida¢nim ¢inidlem, zpravidla jodem
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Vv ptitomnosti pyridinu (viz obr. 8). Takto upraveny dinukleotid je pfipraven na dalsi

detritylaci a opakovani cyklu. [16, 31-33]
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Obrazek 8: Oxidace.

1.2.5.3 Posyntetické upravy

Jakmile je syntéza kompletni a oligonukleotid dosahne pozadované délky, je uvolnén
hydrolyzaci z pevné faze. K nise pouziva vodny roztok amoniaku, ktery zaroven odstrani
protektivni amidové skupiny na nukleovych bazich a piipadné i protektivni kyanoethylové
skupiny na fosfatu. Nasleduje purifikace za pouziti elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
(PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis) ¢i dnes spiSe vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC, high-performance liquid chromatography). [16, 33]

1.2.6 Enzymaticka metoda

Ackoliv fosforamiditovd metoda je stale zlaty standard mezi syntézami nukleotidd a
aktivné se vyuziva jiz 40 let, ma i své limity, mezi které patii predev§im mozna syntetizovana
délka, ktera se pohybuje do cca 200 bazi. Tato délka je sice naprosto dostacujici pro syntézu
primert ¢i sond, pro potifeby napt. RNA vakcin ¢i pro CRISPR technologii uz zcela nestaci.
Myslenka enzymatické syntézy nukleovych kyselin pfisla uz zacatkem 60. let minulého
stoleti, poté co byl identifikovan enzym terminalni deoxynukleotidtransferdza (TdT), coz je
enzym schopny syntézy DNA fetézce bez nutnosti templatu. Jeho konkrétni funkce zahrnuje
zavadeéni nukleotidii do genové sekvence kodujici receptory T a B-lymfocyti pro rozsifeni
rozmanitosti rozpozndvanych epitopi. Pfi enzymatické syntéze TdT zprostiedkovava
postupné ptidavani upravenych nukleotidii obsahujicich terminatory, které syntézu zastavi.
Syntéza tedy probiha krokové po jednotlivych nukleotidech. Vedle TdT se objevuji i dalsi
enzymy, piipadné se uvazuje o jejich kombinaci. Oproti fosforamiditové metod¢ se vedle

moznosti delSich nukleotidii ukazuje 1 o néco vysSi vytéznost. Zatim touto metodou
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syntetizuje nukleové kyseliny pouze nékolik malo firem ptfedevsim z USA a Velké Britanie a

je stale pfedmétem vyzkumu. [34-36]

1.2.7 Modifikace oligonukleotidii

Samotny oligonukleotidovy fetézec je ¢asto syntetizovan pouze za ucelem modifikace,

pfi¢emz Gipravy mohou byt jak béhem samotné syntézy, tak po ni.

1.2.7.1 Enzymatické znaceni

Pro enzymatické techniky se vyuziva Casto polymeraz, transferaz a ligdz, pii kterych
dochdzi kpfidani wurcit¢tho mnozstvi modifikovanych nukleotidd  k samotnému
oligonukleotidovému fetézci. Z konkrétnich enzym se vyuzivd napt. TdT nebo T4 RNA

ligaza 1. [37]

1.2.7.2 Chemické modifikace

Chemické modifikace nukleovych kyselin umoziiuji pfedev§im inkorporaci riznych
znatek do DNA a RNA préb (sond). Mezi bézné modifikace oligonukleotidl patii piidani
spaceru s funk¢éni skupinou, napf. aminem, pies ktery se muze vazat dal$i molekula jako je
fluorescenéni znacka ¢i néjaké zesitovaci Cinidlo. V nékterych piipadech lze znacku
umistovat piimo na oligonukleotid bez potieby spaceru. Jednd se o rizné fluorescencni
molekuly nebo biotinové znacky. Velmi vyuZivané jsou dualn€ znacené sondy, které na 5°-
konci obsahuji fluorescencni znaCku a na 3‘-konci pak zhasec, a slouZzi pfedevsim pro qPCR

(kvantitativni polymerazova fetézova reakce). [37]

Dal8im divodem pro chemickou modifikaci syntetického oligonukleotidu mize byt
ptiprava fetézce odolavajiciho endonukleazam, dale zvyseni stability, hydrofobicity a teploty
tani. Upravy &asto zahrnuji inkorporaci fluoro- nebo methoxy-skupiny na pozici 2’cukerné
slozky. Déle to muze byt fosforthioatova modifikace na fosfatové kostie fetézce, tedy nahrada

nevazebného atomu kysliku za atom siry. [38]

1.3 Kvantifikace oligonukleotidii

Kvantifikace oligonukleotidli nebo obecné nukleovych kyselin vyuzivad ptredevS§im

vvvvvv

informaci o produktu.

1.3.1 UV absorpcni spektroskopie
Zcela jisté nejpouzivanéjsi a nejjednodussi metodou pro kvantifikaci oligonukleotidu

je UV absorpéni spektroskopie, ktera vyuziva schopnosti nukleotidii absorbovat zafeni

26



Vv ultrafialové (UV) oblasti. Za tuto vlastnost muze piitomnost heterocykld, konkrétné
rezonancni struktury purinovych a pyrimidinovych bazi. Absorpéni spektrum se méti vétSinou
mezi 200 a 320 nm, pii¢emz absorpéni maximum je zpravidla pii 260 nm a odrazi tak vlastni
koncentraci nukleové kyseliny, je vSak zavislé na pH roztoku a poméru obsazenych bazi. Dale
se pocitaji poméry absorbanci Azeo/Azs0 @ Aze0/A230 pro zjisténi Cistoty vzorku; absorbance pii
280 nm znaci pfitomnost proteind, pii 230 nm se pak jedna o dal$i kontaminanty, jako jsou
organickd rozpoustédla (ethanol), EDTA, fenol, soli & detergenty (Triton™ X-100)
Vv zavislosti na piredchozim nakladani s méfenym vzorkem. Idedlni hodnoty pro Cisté latky se
pak pohybuji do ~ 1.8 u DNA a ~ 2,0 RNA v piipad¢ prvniho poméru, druhy pomér by pak
mél vychazet v rozmezi piiblizné od 2,0 do 2,2. [39-41]

Zajimavou vlastnosti nukleotidi je hyperchromicita, tedy nartist absorbance materialu.
Konkrétné dvouvlaknovd DNA ma niz$i absorbanci nez jeji denaturovana forma, tedy 2
fetézce jednovladknové DNA. Diky tomuto jevu je mozné méfit bod tani DNA
spektrofotometricky za konstantniho zvySovani teploty, kdy Tm odpovida pfesné poloviné

ktivky vzestupu absorbance. [42]

1.3.1.1 Moldrni absorpcni koeficient

Molarni absorpéni (n€kdy téZ extinkéni) koeficient € je ¢islo vyjadiujici schopnost
latky tlumit, resp. absorbovat prochazejici svétlo pfi dané vinové délce. SI jednotkou tohoto
koeficientu je m?/mol, ale v praxi se pouziva spise Mt-cm™. Tato veli¢ina je zavisla na délce
nukleotidu, jeho sekvenci a pH roztoku a muze byt spocitana bud’ pomoci prostého souctu
extink¢nich koeficienti jednotlivych nukleotidi, které se nasobi s ohledem na base-stacking
faktorem 0,9, nebo pomoci o néco presnéjsi metody nejblizsiho souseda, ktera se vypocita

podle rovnice 1.

N-1 N-1 N
S260 = § ENearest Neighbor ~— § Slndividual Bases T E EModification
1 2 1

Pti vyuziti druhého postupu se na fetézec pro vypocet diva spiSe jako na soubor
nékolika dinukleotidd ve sméru od 5°-konce k 3‘-konci a hodnoty jsou tedy dané pro
jednotlivé sousedni dvojice. Hodnoty pro oba druhy vypocti jsou uvedeny v tabulce 1,
porovnani teoretickych hodnot s namétenou experimentalni hodnotou pak v tabulce 2. Pro

dlouhé nukleotidové fetézce se extinkéni koeficient urCuje experimentdlné porovnanim
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absorbance vzorku pfed a po totdlni enzymatické digesci pifipadné se vyuzivd pouze

aproximace s typickymi hodnotami pro jednotlivé nukleové kyseliny. [40, 41, 43]

vy

souseda (B). Hodnoty jsou uvedeny v mM-icm. Prevzato a upraveno z [44, 45].

A
Baze Sondy Zhasece
A 15,4 FAM 20,9 BHQL 8
C 73 HEX 31,58 BHQ2 8
G 11,7 Cy5 10 BBQ 15,07
T 8,8
B 3 “-pozice
Baze A C G T
2 A 27,4 21,2 25 22,8
8 c 21,2 14,6 18 15,2
. G 25,2 17,6 21,6 20
T 23,4 16,2 19 16,8

Tabulka 2: Hodnoty moldarniho absorpcniho koeficientu pro 100-mery ziskané prostym souctem (¢ — BC), metodou nejblizsiho
souseda (¢ — NN) a experimentdiné (¢ — EX). Hodnoty jsou uvedeny v mM-cm. Hodnoty pievzaty z [46].

Méreny vzorek e-BC €-NN e-EX
AT (100-mer) 1 140,75+ 5,7 1082,7+54 927,4+4,6
GC (100-mer) 8415+42 846 + 4,2 896,8 + 4.9

1.3.1.2 Lambert-Beeriiv zdkon

zakonem optické spektroskopie. Beertiv nebo Bouguer-Beerliv zakon jakoZto rozSitfeni
Bouguerova zakona na roztoky tika, ze pii prichodu svétla skrz vrstvu absorbujiciho roztoku
0 koncentraci c, intenzita prochazejiciho svétla lys se pii linearnim rastu koncentrace snizuje
exponencialng. Toto lze zapsat rovnici jako I, = Iye ¢, kdy lo je intenzita dopadajiciho
svétla a k je konstanta. Do jaké miry je elektromagnetické zafeni absorbovano vzorkem, se

vyjadifuje pomoci absorbance A nebo transmitance T, pficemz vztah téchto veli¢in k intenzité

zéfeni lze vyjadiit jako T(%) = 100 - fLers resp. A = —logyg (Ijﬁ) = —log(T). Kombinaci
0

Iy’

s poznatky némeckého védce Johanna Heinricha Lamberta vznikl Beer-Lambert-Bougueruv
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zakon, ktery je bézné zapisovan jako A = ecl, kdy | je tloustka vrstvy, resp. délka priichodu

paprsku vzorkem. [25, 47]

1.3.2 Dalsi metody stanoveni koncentrace nukleotidu

1.3.2.1 Fluorescencni znaceni

Dalsi moznou spektrofotometrickou metodou pro kvantifikaci nukleotidt je vyuziti
fluorescencnich barviv, které se specificky vazou na urcity typ nukleové kyseliny, na jedno-
¢1 dvouvlaknovou DNA nebo RNA, coz je vyhoda oproti UV absorp¢ni spektroskopii.
K dispozici je Siroké mnozstvi komercné dodavanych fluorescencnich barviv, pficemz se
vzdy voli vhodné barvivo pro dany ucel a instrumentalni moznosti. Barviva se 1isi jak svymi
excitaénimi a emisnimi spektry, tak i senzitivitou ¢i stabilitou. Mezi nejb&znéji pouzivana
fluorescenéni barviva se fadi ethidium bromid, PicoGreen® ¢i SYBR Green®. Fluorescenénich
sond je vyuzivano i pii kvantitativni real-time PCR ¢i pti gelové nebo kapilarni elektroforéze,
kdy je v obou piipadech moznost kvantifikace ¢i alesponi semikvantifikace nukleové kyseliny.
[40]

1.3.2.2 Izotopova zied ovaci hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni  spektrometrie s izotopovym  ziedovanim  (IDMS) je
pravdépodobné nejptesnéjsi metoda pro kvantifikaci oligonukleotidi a vyuzivd se proto u
referencnich materidlli ¢i primarnich standard. Vzorek je smichéan s izotopicky znaCenym
analogem, software pak pomoci plochy pod pikem a znamého mnozstvi znacené¢ho analogu

dopocita mnozstvi vzorku. [40, 48]

1.3.2.3 Alternativni metody

Enzymaticka metoda

Alternativnim pfistupem ke kvantifikaci nukleové kyseliny je vyuziti enzymu
luciferazy. Nejprve je na 3‘-konec DNA navazdn pyrofosfdt za vzniku
deoxyribonukleotidtrifosfatu  (dNTP), ktery nasledné¢ pienese terminalni fosfat na
adenosindifosfat (ADP) dodany do reakce. Luciferdza poté spotiebovava ATP za vzniku
svétla, jehoz mnozstvi je pfimo umérné mnozstvi ptitomné DNA. Tohoto se vyuziva

predevsim ve forenzni analyze. [40]

Stanoveni pomoci difenylaminu
Deoxyrib6za  purinovych  bazi v DNA  vkyselém  prostiedi  tvofi

B-hydroxylevulinaldehyd, ktery pfi reakci s difenylaminem vytvaii modry produkt, ktery ma
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absorpéni maximum pii 595 nm. Vyslednd absorbance odpovida poloviénimu mnozstvi

ptitomné deoxyribozy. [49]

1.4 Purifikace

Nejrozsifenéj$i metodou pro purifikaci oligonukleotidi je chromatografie, ktera se
beze sporu fadi mezi zakladni separa¢ni metody; jednou znejvice vyuZzivanych je
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, high-performance liquid chromatography).
Principem metody je zadrzovani analytu unaseného mobilni fazi na stacionarni fazi kolony,
kam je vhanén pod tlakem, piicemz zadrzovani probihd na zadklad¢ fyzikalné-chemickych
vlastnosti analyzovanych slozek. Davkovani vzorku probiha pomoci vicecestného (vétSinou
Sesticestného) davkovaciho ventilu. Soucasti zatizeni je i opticky, hmotnostni nebo vodivostni
detektor. Obecny nakres kapalinového chromatografu je zobrazen na obr. 9. V prubéhu let

doslo k vyvoji mnoha podob této metody.

PC
Davkovaé A
©- 1
i Detektor
Pumpa Kolona
Zasobnik MF
Odpad

Obrazek 9: Obecny nakres kapalinového chromatografu.

1.4.1 Rozdélovaci chromatografie

Rozdé&lovaci chromatografie, nékdy zvana i jako liquid-liquid chromatografie,
patii mezi historicky nejstar$i metody HPLC. Faze jsou tvofeny dvéma kapalinami, pficemz
stacionarni fazi tvoii kapalina imobilizovana v pdrech kolony. Samotné dé¢leni slozek tak
probiha na zakladé rozdilné distribuce latek vV jednotlivych, navzijem nemisitelnych
kapalinach. Obrovskou vyhodou této metody je témét neomezeny pocet fazovych systémi a
dale mozZnost velmi dobie termodynamicky definovat chovani systému; mezi nevyhody se

pak zcela jisté fadi nemoznost pouzit kontinualni gradient. [50]

30



1.4.2 HPLC s normalnimi fazemi

HPLC s normalnimi fazemi (normal-phase HPLC, NP-HPLC) oznacuje metodu, kdy
stacionarni faze je polarni a mobilni faize méné polarni ¢i nepolarni. Tato metoda byla také
vyvinuta jako jedna z prvnich a oznaceni normalni slouzi ptredev§im pro odliSeni od
chromatografie sreverznimi fazemi, kterd vznikla o néco pozdéji. Kolona je naplnéna
zpravidla silikagelem ¢i aluminou, pfipadné se silikagel modifikuje amino-, nitro- nebo
diolovou skupinou. Jako mobilni faze se vyuziva n-hexan, diethylether, aceton, ethanol,
isopropanol a dalsi. Nevyhodou metody je z chemické podstaty vysoka citlivost k pfitomnosti
vody, kdy i1 stopové mnozstvi se vdze na kolonu a ma za nésledek nereprodukovatelnost
meéfeni, proto se metoda pfili§ nevyuziva. Hlavni oblasti pouziti metody je separace lipidu,

vitaminl a polyaromatickych uhlovodiku. [51]

1.4.3 Iontové vyménnd chromatografie

Mechanismus separace pfi iontové vyménné, nékdy nazyvané téz ionexové,
chromatografii zavisi na elektrostatick¢ interakci iontd vzorku a opacné nabitych iontl
funk¢nich skupin stacionarni faze. Mobilni fazi je vzdy pufrovany vodny roztok o fixnim pH,
pricemz pti pouziti vice mobilnich fazi o rozdilnych pH muze separace probihat i v
pH gradientu. Naplni kolony byvaji chemicky upravené pryskyfice napf. vysoce zesitovany
polystyren s chemicky navazanymi ionizovanymi ¢i ionizovatelnymi funkénimi skupinami,
kdy velikost separovanych iontli odpovida mife zesiténi. Jako dalsi napli kolon se vyuziva i

celuldza ¢i Sephadex (zesitovany dextran). [38, 52]

1.4.4 Bioafinitni chromatografie

Bioafinitni chromatografie je vyznamnou technikou v purifikaci sloucenin Siroce
vyuZzivanou pro svou specifitu. Prvni bioafinitni chromatografie byla provedena roku 1910 a
slouzila k purifikaci a-amylazy imobilizovanym S$krobem. Principem tohoto typu
chromatografie je vazba biologického prvku na stacionarni fazi; u purifikace enzymu muize
byt ligandem koenzym, kofaktor, substrat nebo inhibitor enzymu. Piikladem muze byt
imobilizovana DNA nebo RNA pro purifikaci nukledz. Dale se jako ligandy vyuzivaji lecitiny

nebo v pripadé imunoafinitni chromatografie protilatky. [38, 53]

1.45 Rozmérové vylucovaci HPLC
Bézné vyuzivanou metodou pro analyzu polymeri je rozmérové vylucovaci
chromatografie (size-exlusion HPLC, SE-HPLC), ktera pro separaci vyuziva kombinaci

velikosti, difuzniho koeficientu a povrchovych vlastnosti molekuly, pfi¢emZ metoda vychazi
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z gelové permeacni chromatografie. Pfi prichodu vzorku kolonou s inertni porézni néplni
(nejcastéji agardza, dextran ¢i polyakrylamid na silice) dochazi k vét§imu zadrzovani mensich
molekul v pérech stacionarni faze, vét§si molekuly prochazeji snaz, eluce probiha tedy od
nejvetsi molekuly po nejmensi. Na rozdil od pfedchozich metod neprobihd zadna chemicka
interakce mezi analytem a stacionarni fazi, separace probiha ¢isté na zaklad¢ velikosti a tvaru,
rozmérové vylucovaci chromatografie je tak vhodna pro separaci multimerti nebo pfi pouZiti

vhodného detektoru, k determinaci molekulové hmotnosti. [38, 54, 55]

1.4.6 HPLC s reverznimi fazemi

Vedle NP-HPLC zminéné vyse existuje HPLC s reverznimi fazemi (reversed-phase
HPLC, RP-HPLC), n¢kdy nazyvana téz HPLC na nepolarnich absorbentech, kdy stacionarni
fazi tvoti hydrofobni latka navdzana na nosici kolony a mobilni fazi pak zpravidla vodny
roztok, pufr, nebo polarni organicky roztok, napf. acetonitril, methanol, isopropanol nebo
tetrahydrofuran. Analyt bude eluovat od nejpolarnéjsi latky po méné polarni. Bézné je tato
metoda doplnéna o iontové-parové interakce. NejcCastéji se metoda vyuZzivad pro separaci
peptidd nebo kratkych oligonukleotidii, kdy poskytuje vysokou miru rozliSeni a
reprodukovatelnosti. [56, 57]

1.4.6.1 Kolony a stacionarni faze

Typickou naplit kolony pro RP-HPLC tvoii silika s kovalentné¢ navazanym oktylem
(C8), oktadecylem (C18), methylem (C1), butylem (C4), nebo fenylem, kdy delsi fetézec
bude mit za nasledek vysSi hydrofobicitu. Pro iontoveé-parové interakce mezi kolonou a
analytem je navic navazan i protiion. Rozdily v kolonach budou velmi patrné pii potiebé
preparativni a analytické HPLC. Zatimco u analytické chromatografie je Zadouci vysoky
pocet pikl a nizky objem nasttiku, u preparativni HPLC je dilezity predev§im pik zddouciho
produktu a vyssi pratok pro co mozna nejvyssi a nejrychlejsi mozny vytézek na kolektoru
frakci. Z tohoto divodu jsou preparativni kolony o mnoho vétsi s mensi rozliSovaci
schopnosti, pfi¢emz preparativni kolona mize piesahovat i metrovou délku. Kompromisem
byvaji semipreparativni kolony. Samoziejmosti u preparativni HPLC je nedestruktivni

detektor. [57, 58]

1.4.7 Isokraticka a gradientova eluce
Davkovani mobilni faze je mozné provadét ve dvou riznych modech; isokratickou ¢i
gradientovou eluci. Pfi isokratické eluci se sloZeni mobilni faze neméni a po dobu celé¢ho

méteni tak zlstdva stejnd. Pouziva se predevSim pifi malém mnozstvi vzorku, u n¢hoz se
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neptredpoklada velky pocet pikt. Retencni Casy byvaji delsi a reprodukovatelnost metody je
velmi jednoducha. Gradientova eluce, kdy se v ¢ase méni slozeni mobilni faze, se miize
potykat s vétSim Sumem na zékladni linii, cemuz se lze alespon ¢astecné vyvarovat pouzitim
velmi Cistych chemikalii. Dalsi nevyhodou je také vEtsi ndro¢nost na instrumentaci. Co tyto
nedostatky ovSem pied¢i, je o mnoho vé&tsi kapacita pikd, ktera umoziuje Separovat i
n¢kolikaslozkové vzorky a i zkraceni Casu separace v porovnani s isokratickou metodou.

Z téchto duvodu je metoda hojné vyuzivana. [53, 59]

1.4.8 Purifikace oligonukleotidi

Pro dalsi vyuziti oligonukleotidi je po syntéze potieba produkt zpurifikovat, tedy
odstranit z roztoku v§e nezadouci, jako jsou soli ¢i nedosyntetizované zbytky. Prvnim krokem
byva odsoleni, ptfi kterém je roztok zbavovan organickych sloucenin, jako jsou napf.
benzamidy, isobutyramidy, octan amonny nebo akrylonitril, které vznikaji jako vedlejsi
produkty syntézy. Nejjednodussi metodou odsolovani je dialyza. Pti odsolovani nedochazi
K odstranéni nedosyntetizovanych zbytkl, lze tedy takto vypurifikované oligonukleotidy

pouzit pouze v robustnich technikach, jakou je napi. PCR. [60]

Dalsi moznosti je vyuziti cartridge (oligonucleotide purification cartridge, OPC), ktera
navic vedle soli odstraniuje 1 kratké nedosyntetizované fetézce na zékladé rozdilné
hydrofobicity mezi kompletnim oligonukleotidem a kratkymi fetézci, kdy je kompletni
fetézec zachycen na koloné¢ pomoci 5°-DMT skupiny a ostatni produkty jsou eluovany.
Vysledkem je negarantovatelna, avSak zpravidla dostatecna cistota oligonukleotidu pro

vétsinu aplikaci. [61]

vvvvv

HPLC, nejcastéji se jedna o RP-HPC a iontové vyménnou HPLC. Pii RP-HPLC se vyuZiva
stejného principu jako pti OPC, tedy separace zavislé na hydrofobnich vlastnostech DMT
skupiny. Nejbéznéji vyuzivané kolony jsou typu C18 naplnény 2,5um poréznim sorbentem a
jako mobilni faze slouzi TEAA (triethylamoniumacetatovy) puftr. Iontové vyménna HPLC pro
purifikaci oligonukleotidi vyuziva nej€astéji jako napln kolony pdrezni materidl s navazanou
terciarni ¢i kvartérni amoniovou soli. V obou pfipadech je vhodné ptedejit tvorbé
sekundarnich a terciarnich struktur ¢i dimert denaturaci teplotou (50 — 65 °C) nebo pfidanim
organického rozpoustédla (ethanol, acetonitril). V obou pfipadech klesa selektivita s délkou
oligonukleotidu. [62—64]
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Dalsi metodou purifikace, ktera nezahrnuje HPLC, je PAGE, jez je téz hojné
vyuzivana. Moznou novou metodou je vyuziti kombinace interakce biotin-Streptavidin a

fotostépitelné skupiny. [63, 64]

1.5 Fyzikalné chemické vlastnosti oligonukleotidii

Fyzikaln¢ chemické vlastnosti oligonukleotidii vyplyvaji jako v piipadé ostatnich
chemickych latek primarné€ z jejich molekulového slozeni. Charakterizovat vlastnosti dané¢ho
oligonukleotidu je dualezité predevsim pro urcitou moznost predikce chovani, napt. pii HPLC

analyze nebo i designu primerd.

15.1 Fyzikalni viastnosti

Mezi zakladni vlastnosti z fyzikalniho hlediska patii zcela jisté délka, tedy absolutni
pocet bazi dan¢ho oligonukleotidu, a obsah GC bazi udavany v procentech, kdy vyssi
procenta znaci leps$i stabilitu duplexu, coz se projevi na teploté tani Tm, ktera je dilezita
predevSim pro PCR primery a jejich teplotu nasedani. Déle se u oligonukleotidi determinuje
jejich relativni molekulova hmotnost pomoci prostého souctu relativnich hmotnosti vSech
obsazenych atomi. Mezi dal$i fyzikalni vlastnost patii i molarni absorp¢ni koeficient zminény
v samostatné podkapitole (kapitola 1.3.1.1 Moldrni absorpcni koeficient) ¢i termodynamické
konstanty. [65-67]

1.5.2 Chemické vlastnosti

Chemické vlastnosti nukleotidi jsou spjaty piedevsim s tvorbou vodikovych mistkd,
resp. amino- a ketoskupiny mohou pisobit jako donory ¢i akceptory diky tendenci disociovat
atomy a vytvorit tak na dané skupin€ naboj. Toto chovani popisuje disociacni konstanta pKa.
Pt1 fyziologickém rozhrani pH jsou baze 1 cukernd sloZka nenabité, z fosfatovych skupin ma

naboj pouze terminalni fosfat. Hodnoty pKa pro jednotlivé majoritni baze jsou uvedeny

v tabulce 3. [68]
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Tabulka 3: Hodnoty pKa majoritnich badzi pii 20 °C a nulové koncentraci soli. Prevzato z [68].

Bdze (misto protonace) Nukleosid 3 “nukleotid 5 “nukleotid
Adenin (N1) 3,52 3,7 3,88
Cytosin (N3) 4,17 4,43 4,56
Guanin (N7) 3,3 3,5 3,6

Guanin (N1) 9,42 9,84 10

Thymin (N3) 9,93 - 10,47
Uracil (N3) 9,38 9,96 10,06

1.5.3 Konformacni vlastnosti

Obdobn¢ jako vSechny molekuly maji i oligonukleotidy tendence zaujimat co

nejstabilné;jsi konformaci v prostoru. Stability je dosazeno pomoci hned né€kolika faktori a sil,

jako je vertikalni stohovani sousednich bazi a elektrostatické interakce zplisobené negativné

nabitymi fosfatovymi skupinami. Pyrimidiny i puriny, resp. heterocykly, jsou planarni

molekuly, konformace je tedy definovana sérii torznich uhli vazeb mimo tyto heterocykly,

kdy jsou preferovany takové, které vyhovuji stérickému omezeni. Definice torznich uhli

nukleotidi je uvedena na obrazku 9 a vtabulce 4. V nékterych ptipadech mohou

oligonukleotidy tvofit i sekundarni struktury ¢i strukturni motivy. [68, 69]

Obrdzek 10: Definice torznich vhlii nukleotidii. Prevzato z [68].
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Tabulka 4: Definice torznich vhlii nukleotidii. Prevzato z [68].

Torzni uhel — Atomy definujici uhel

o (n - 1)03‘-P-05‘—C5*

B P—O5—C5—C4°

y O5°-C5°—C4°—C3¢

0 C5-C4‘-C3°-03¢

€ C4‘-C3-03‘-P

¢ C3-03‘-P-05°(n + 1)

X 04‘—C1°-N1-C2 (pyrimidiny)
X 04‘~C1°‘-N9-C4 (puriny)
Vo C4-04°‘—C1°-C2°¢

V1 04‘—C1°-C2°-C3°¢

V2 Cl-C2:-C3*-C4*

V3 C2°-C3°—C4°-04¢

V4 C3—C4-04°-C1°

Konformace nukleotidu se projevi na vysledné struktuie fetézce, je tedy dileZitou
vlastnosti pro predikci vlastnosti DNA a ma dale i1 vliv na separaci. Mezi konkrétni ptiklady
vlivu konformace patii napt. levotociva Z-DNA, ktera je vysledkem stiidavé konformace GC
dinukleotidu, kdy baze zaujimaji antikonformaci pro cytosinové nukleotidy s cukry v C2'-
endo (x = 208°) konformaci a synkonformaci pro guaninové nukleotidy s cukry v C3’-endo (y
= 67°). Za priklad vlivu na separaci 1ze uvést base-flip izomery, kdy baze v B-DNA zaujima
extrahelikalni postaveni, u kterého byly pfi iontové parové chromatografii s reverznimi

fazemi prokazany rozdilné retencni Casy. [70, 71]

Determinace konformace daného oligonukleotidu 1ze provést experimentalné pomoci
nuklearni magnetické rezonance (NMR), pii které se vyuziva interakce atomovych jader
s nenulovym jadernym spinem a magnetickym polem, nebo pomoci techniky SAXS (small-
angle X-ray scattering), ktera vyuziva difrakce rentgenovych paprski na molekule, pficemz
vzorek neni potfeba mit Vv krystalické formé€, coz je benefitem oproti bézné rentgenové
krystalogrfii. Tato vyhodna je v urCitém smyslu ovSem vykompenzovana o néco niz$im
rozlisSenim. Alternativou k témto metodam je pak kryoelektronova mikroskopie (cryo-EM).
[72-74]
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1.5.4 Predikce viastnosti

Pro bézné pouziti se vySe zminéné vlastnosti nestanovuji experimentalné, ale predikuji
se pomoci softwaru. Jednim z volné dostupnych programti na webu je OligoCalc, ktery je
schopny na zaklad¢ primarni struktury DNA ¢i RNA, pfipadné jejich modifikace a mnozstvi,
zobrazit délku, procentudlni obsah GC bazi, molekulovou hmotnost, teplotu tani, absorpcni
koeficient nebo intermolekularni vazby a struktury ¢i termodynamické konstanty. Telpota
tani je v tomto piipadé urena tfemi zptisoby vypoCti. Mezi dal$i softwary pak patii Biomath
Calculator ¢i OligoEvaluator. K predikci sekundarni struktury a nésledného zobrazeni
vysledné kompozice se pouziva program RNAstructure, ktery vyuziva Ctyfi algoritmy pro
pfedpokladanou piesnosti. Pro predikci tercidrni struktury DNA ¢i RNA slouzi UNAFold.
Komplexnim zdrojem pro biologickd data je iniciativa INSDC (International Nucleotide
Sequence Database Collaboration), kterd funguje mezi NCBI (National Center for
Biotechnology Information), DDBJ (DNA Data Bank of Japan) a EMBL-EBI (European
Molecular Biology Laboratory’s European Bioinformatics Institute). [45, 65, 75-77]

1.5.5 Vlivna HPLC separaci

vvvvvv

rozlideni ovlivnit tfemi faktory: u¢innosti, selektivitou a retenci. Uinnost Ize zvysit délkou
kolony, zmenSenim castic néplné kolony, odstranénim ¢i redukci chvostovani piku (napf.
upravou pH, zvySenim mrtvého objemu, snizenim davkovaného objemu atd.), zvySenim
teploty ¢i zvySenim extra-kolonového objemu. Selektivitu je mozno upravit vhodnym
vybérem stacionarni faze, Gipravou pH mobilni faze i jeji vyménou za jiny roztok. Upravu
samotné retence lze provést pfedev§im zménou polarity, at’ uz pouzitim slabSiho rozpoustédla,
siln¢j8i staciondrni faze nebo zménou ionizace analytu pomoci pH. Pfiklady ovlivnéni

separace oligonukleotidi zmé&nou riznych faktorti jsou zobrazeny na grafu 1, 2 a 3. [78]
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Graf 1: Viiv upravy kifivky gradientu na rozliSeni separace oligonukleotidii. Pievzato z [75].
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Graf 2: Vliv teploty na rozliseni separace oligonukleotidii. Prevzato z [75]
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Graf 3: Vliv pritoku a rychlosti dosazeni gradientu na rozliseni separace oligonukleotidii. Prevzato z [75].
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HPLC separaci ovliviiuje z pohledu oligonukleotidii hned nékolik faktor. Primérné je
to samotna délka - delsi oligonukleotidy maji vyssi retencni ¢as nez ty krat§i. Dale hraje roli
pH mobilni faze, které ovliviiuje naboj baze i kostry a vhodné zvoleny pufr tedy mize
separaci zlepS$it. 1 pii teploté separace okolo 50-60 °C nemusi dochazet k denaturaci
vodikovych vazeb a mohou zistat zachovany sekundarni struktury; nejbéznéjsi typ vlasenky
ma vyssi distribuci naboje nez linearni fetézec. Nejvétsi vliv mé ovSem primarni struktura a
to, zda se jedna o RNA nebo DNA. Obecné se RNA sorbuje diive kvili extra hydroxylovym
skupinam, které maji za nasledek o trochu vétsi polaritu fetézce. Samotné baze se vyznacuji
rozdilnou hydrofobicitu: C < G < U < A < T. To znamend, ze oligonukleotid s vétSim
obsahem GC se bude sorbovat diive nez oligonukleotid se stejnou délkou a niz§im procentem
GC. Celkova hydrofobicita je dana souc¢tem hydrofobicity jednotlivych bazi a bude ji
znacenych sond, kdy se ve vzorku nachdzi nezadouci Castecné znacené sondy a absolutné
neznacené oligonukleotidy, které vznikly jako nechténé produkty syntézy. V tomto piipade se
vyuziva detekce pii dvou vinovych délkach (absorpéni maxima obou znacek) nebo dudlni
HPLC purifikace (iontové vymeénna néasledovand reverzni). Ptiklad separace dualné znacené
sondy je na grafu 4. Pro predikci vysledného retencniho ¢asu je mozno vyuzit existujicich
modell, jez mohou vychazet pouze ze samotné sekvence oligonukleotidu. Zakladni model
pocitd se sumou retencnich pfispévkid jednotlivych nukleotid, které byly ziskany
experimentalné analyzou homooligonukleotidli. VylepSeni pak spociva v zapocitani i vzniklé

sekundarni struktury. [71, 79-81]
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Graf 4: Chromatograf purifikace dudlné znacené sondy a absorpcni spektra jednotlivych latek. Prevzato z [71].
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je analyzovat moznou zavislost mezi plochou pod pikem a
koncentraci stanovovanych oligonukleotidi a dualn¢ znacenych sond s ohledem na jejich
délku, obsah GC a piipadnou modifikaci, tuto zavislost definovat a pokusit se o stanoveni
koeficientu predikce pro dalsi oligonukletidy a sondy. Tohoto cile bude dosazeno pomoci

nasledujicich dil¢ich kroku:

- vybér oligonukleotidii a sond a definice jejich zdkladnich vlastnosti, jako je délka,

obsah GC, molarni absorp¢ni koeficient a teplota tani,

- stanoveni koncentrace zéasobnich roztokli vypoctem znaméfené absorbance pfi

260 nm,
- optimalizace replikatl nastiik,
- vybér vhodnych koncentracnich bodii pro analyzu,
- provedeni HPLC analyzy s odbérem frakci,
- mgéfeni absorbance purifikati,
- zpracovani dat,

- stanoveni zavislosti mezi vystupem HPLC analyzy a molarnim mnoZstvim

stanovenym pomoci méefeni absorbance.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla realizovana ve spolecnosti GENERI

BIOTECH s.r.o. v Hradci Kralové. Terminem oligonukleotid je v nasledujici ¢asti zamyslen

neznaceny oligonukleotidovy fetézec, termin

oligonukleotid.

3.1 Metodika

3.1.1 Vybér oligonukleotidii a sond

sonda pak oznacuje dudln€¢ znaCeny

Pro experimentalni ¢ast bylo vybrano celkem 27 oligonukleotidd v délce od 18 do 43

nukleotidit S obsahem GC bazi od 23 do 92 %. Pro zjednoduSené oznaceni jednotlivych

oligonukleotidi se vyuzival format X/Y, kdy X znaéilo procentualni obsah GC bazi a Y

celkovou délku. V piipad¢ shody délky a mnozstvi GC bylo za znaeni pfidano pismeno.

Piehled jednotlivych oligonukleotidi, jejich sekvence a oznaceni je v tabulce 5.

Tabulka 5: Vybrané oligonukleotidy.

Sekvence % GC Délka ID

AAAAAAGGCAAGATGCTG 39 18 39/18
GATGGTTCGGATAATGCG 50 18 50/18
GCCACCCTGCGGGACTTC 72 18 72/18
TACTCACAAAGCATTCCTTA 35 20 35/20
CGCCAACACAGAAATTATTG 40 20 40/20
GGTTCCGCTGCGAGGCTTGC 70 20 70/20
AAAAATAGCTTATCAGACTGATG 30 23 30/23
GCTGGAAGCCTGTCAAAGAGAGA 52 23 52/23
GGGGTACCGTGTAGACCTGGAGC 65 23 65/23
GATCCAAGACTCTGTTTTCTAAATC 36 25 36/25
ACTCGCTCAACGGCCCGCTGCACGC 72 25 72/25
CCGCCGCCGTCGCACCCGGCCCCGC 92 25 92/25
GTTTTTTCTCTTTCTGGTAGGACAAATA 32 28 32/28
ATCTTAAGTCACACTGGCACGTCCAGAC 50 28 50/28
ACGCTAGCCGCCATGACAACCAGTCACC 61 28 61/28
AAGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT 23 31 23/31
GAAGATCTACCACCATCACCATCACCATCAC 48 31 48/31
GCTAGCCACCATGCGGCTCTGGAGTTGGGTG 65 31 65/31
AAAAACAGGAAAAATGTACTTAGACCCTACAATG 32 34 32/34
GCTCTAGAGCCATGGAACTCTGGGTGTCTGCATT 53 34 53/34
GGCCCAGCCGGCCGACCTGGGCCCGCAGATGCTTC 77 35 77/35
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGTAAAACGACGGCCAGT 24 38 24/38
CAGGAAACAGCTATGACCACTGTAAGTGGTTTCTCAGGA 46 39 46/39
ACCCAAGCTGGCTAGCCACCATGGTTCGCCTCGGGGCTC 67 39 67/39
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Sekvence % GC Délka ID

TGTAAAACGACGGCCAGTAATTATTGTTTTCTCTTAGATATGC ‘ 35 43 35/43
GCGATCGTCACTGTTCTCCACTCCTGATATTTTTGCCTTGATC ‘ 47 43 47/43/A
CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA ‘ 47 43 47/43/B

Pro analyzu sond byly vybrany dudln¢€ znacené sondy s fluorescencni znackou FAM,
HEX a Cy5 v délce od 16 do 33 nukleotidli a obsahu GC v rozmezi 35-82 %. Identifika¢ni
koéd sondy byl tvofen obdobné jako u oligonukleotidd s pfidanim znaceni. Piehled vybranych

sond je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6: Vybrané sondy.*Pro HPLC méfeni byla z ditvodu nedostatecného mnozstvi piivodni sondy vyuZita i sonda se
stejnou znackou i sekvenci lisici se pouze ve zhdSeci, proto jsou udaje k tomuto ID dvoyji.

Sekvence Sonda % GC Délka ID

FAM

TCTATGATCATGAGAGT FAM-BHQ1 35 17 35/17_FAM

ATCATGAGAGTCGCCGT FAM-BHQ1 53 17 53/17_FAM

CCCCACCAGCCTGCCC FAM-BHQ1 81 16 81/16_FAM

HEX

CCTCCAATGGGTCCTCCAGGG HEX-BHQ1 67 21  67/21_A_HEX

ACACTGGCAAAACAATGCAGAC HEX-BHQ1 45 22 45/22 HEX

CCGACACCACGcccccc HEX-BHQ1 82 17 82/17_HEX*
HEX-BBQ

Cy5

GTTCTGGTTACTATAATGATCCACTGGTCTGT | Cy5-BHQ2 41 32 41/32_Cy5

TTCTGGTTACTATAATGATCCACTGGTCTGTA | Cy5-BHQ2 38 32 38/32_Cy5

GTTCTGGTTACTATAATGATCCACTGGTCTGTA | Cy5-BHQ2 39 33 39/33_Cy5

3.1.2 Definice zakladnich vlastnosti vybranych vzorkii

Molérni absorp¢ni koeficient byl definovan prostym souctem absorpcnich koeficientii
jednotlivych nukleotidii fetézce, kdy se pro méfeni pii 260 nm pocitalo s hodnotami
uvedenymi v kapitole 1.3.1.1 Moldrni absorpcni koeficient. Prosty soucet byl vyuzit
piedev§im diky dobrym zkuSenostem stouto metodou v laboratofich, kde vyzkum k
diplomové praci probihal. Teplota tani byla stanovena pomoci kalkulace vychazejici ze

sekvence. Piehled vlastnosti oligonukleotidti a sond je v tabulce 7.
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Tabulka 7: Zdkladni fyzikaini viastnosti vybranych oligonukleotidii.

ID Twm [°C] e [mMicm™]
39/18 58,6 229,3
50/18 61,1 202,1
72/18 72,2 1741
35/20 58,2 216,1
40/20 60,1 230,0
70/20 74,9 196,8
30/23 58,2 275,5
52/23 68,8 272,4
65/23 73,5 250,3
36/25 61,5 265,9
72/25 81,8 245,8
92/25 90,8 222,9
32/28 63,1 294,5
50/28 71,7 300,2
61/28 77,7 295,7
23/31 61,4 354,7
48/31 71,7 331,7
65/31 80,7 322,0
32/34 66,7 416,9
53/34 76,5 355,8
77/35 89,6 346,7
24/38 67,3 514,5
46/39 74,8 439,4
67/39 86 392,2
35/43 70,9 470,3
47/43/A 76,1 418,8
47/43/B 76,4 495,8
35/17_FAM 52,3 220,1
35/17_FAM 52,3 220,1
53/17 FAM 62,8 213,4
81/16_FAM 73,2 172,2
67/21_A_HEX 72,4 249,58
45/22 HEX 66,6 301,78
82/17 HEX 75,4 196,78

75,4 203,85
41/32_Cy5 68,6 350,5
38/32 _Cy5 67,4 354,2
39/33_Cy5 68,2 365,9

44



3.1.3 Stanoveni koncentrace zasobnich roztoki

Pouzité roztoky a chemikalie:
- zasobni roztoky oligonukleotidl a sond,
- IWA voda (voda pro analytické tcely).
Laboratorni vybaveni:

- laminarni box,

automatické mikropipety, kalibrované, rizné objemy,

sterilné balené $picky pro mikropipety, rizné objemy,

- mikrozkumavky, riizné objemy,

centrifuga pro mikrozkumavky,

mikrotitracni desticka S plochym dnem, 96 jamek,

ttepacka vortex,
- absorpcni spektrofotometr Tecan Infinite 200Pro.
Pracovni postup:

1. Pro méfeni bylo do jamek napipetovano po 200 pl IWA vody a 2 ul vzorku
oligonukleotidu, pficemz kazdy vzorek byl méfen v duplikatu. Jako slepy
vzorek bylo pouzito 200 ul IWA vody.

2. Desticka s napipetovanymi a promichanymi vzorky byla proméfena na

pfistroji Tecan Infinite 200Pro pti vinové délce 260 nm.

3. Byl proveden manualni odecet vyslednych hodnot naméfenych absorbanci

roztokt a slepych vzorkda.
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3.1.4 HPLC analyza

Pouzité roztoky a chemikalie:

zasobni roztoky oligonukleotidl a sond,
mobilni faze pro analyzu oligonukleotidii
- 0,IM TEAA,
- acetonitril,
mobilni faze pro analyzu sond
- smés methanolu a acetonitrilu v poméru 1:1,

- 50mM TEAA.

Laboratorni vybaveni:

béZzné laboratorni vybaveni viz kapitola 3.1.3 Stanoveni koncentrace

zasobnich roztokui,

filtra¢ni aparatura s 0,45um PVDF (polyvinylidenfluoridovou) membranou

Durapore®,
Agilent 1260 Infinity II LC systém,

kolona Clarity® 5 um Oligo-RP, LC Column 150 x 4,6 mm — stacionarni faze
C18 na plné porézni silice (velikost ¢astic 5 um, velikost port 110 A) pro

analyzu oligonukleotidu,

kolona Arion® Plus C18 HPLC Column 100 x 4,6 mm — stacionarni faze C18
na plné porézni silice (velikost ¢astic 5 pm, velikost porti 100 A) pro analyzu

sond,

centrifugacni koncentrator.

Software:

analyza byla sledovana za vyuziti softwaru Agilent Instrument Control

Framework dodaného vyrobcem pfistroje,

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel.
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Pracovni postup — validace opakovatelnosti:

1. pro validaci opakovatelnosti vysledkii byl zvolen oligonukleotid, ktery nebyl

zafazen do testovanych vzork.
Sekvence: ATCATTGCTATGTCCACCACGGGAG, GC =52 %, Tm = 70,66
°C.

2. Bylo pfipraveno celkem Sest zasobnich roztoki; tii o teoretické koncentraci

100 uM a tfi o koncentraci 50 uM.

3. Byla pfipravena mobilni faze pro analyzu oligonukleotidli, ktera byla

prefiltrovana pod tlakem na 0,45um PVDF membrané Durapore®.

4. Zkazdého roztoku byly provedeny tfi nastiiky 0 objemu 15 ul. Analyza
probihala v gradientu mobilni fdze 0,1M TEAA a Cistého acetonitrilu. Teplota
na kolon¢ byla 55 °C, pratok 1,1 ml/min, doba analyzy 13 min, signal byl
detekovan pti 260 nm - tedy stejné nastaveni jako pii samotné analyze

vybranych vzork.

Pracovni postup — vybér vhodnych koncentracnich bodu:

cvwvr

nejvyS$im molarnim absorpénim koeficientem. V ptipadé sond byl zvolen

jeden zastupce daného znaceni.

2. Ze zvolenych vzorku byla pfipravena dvanactibodova kalibracni fada s

fedicim faktorem 1,5 s nejvys$sim teoretickym bodem koncentrace 100 uM a

cv v

3. Byly pfipraveny mobilni fdze pro analyzu oligonukleotidi a sond, které byly
ptefiltrovany pod tlakem na 0,45pum PVDF membran€ Durapore®.

4. Pripravené kalibracni fady byly proméfeny na HPLC, nastfik 0 objemu 15 pl
probihal vzdy v duplikatu. Podminky pro méfeni oligonukleotidl jsou popsany
vySe. Pro analyzu sond byl zvolen gradient mobilni faze smési methanolu a
acetonitrilu (v poméru 1:1) a 50mM roztoku TEAA. Nastaveni analyzatoru

pro sondy se ménilo dle jednotlivého znaceni nasledovné:

- FAM: teplota na kolon¢ 50 °C, prutok 0,9 ml/min, doba analyzy 12,5 min,

47



- HEX: teplota na koloné 50 °C, prutok 1,7 ml/min, doba analyzy 16,5 min,
- Cyb5: teplota na kolon¢ 50 °C, pratok 1,5 ml/min, doba analyzy 19,1 min.
Pracovni postup — HPLC analyza:

1. byly pfipraveny roztoky vzorkti oligonukleotidi a sond ve zvolenych
teoretickych koncentracich, pticemz kazdy koncentracni bod byl pfipraven ve
dvou alikvotech a ptiprava byla provedena vzdy tésné pied samotnym
méfenim.

2. Z kazdého alikvotu byly provedeny dva nastfiky na kolonu.

3. Vysledky méfeni byly zaznamenéany do tabulky a dale zpracovany.

4. Zkazdého nastiiku byl automatickym kolektorem odebran do sbérné
zkumavky  purifikovany vzorek. Tyto purifikaty byly  vysuseny
v centrifuga¢nim koncentratoru a nasledné rozpustény ve 400 ul IWA vody,

¢imz bylo dosazeno shodného objemu pro vSechny ziskané vzorky.

3.1.5 M¢éieni absorbance purifikati

Me¢fteni absorbance ziskanych purifikatd probihalo obdobné jako pii stanoveni
koncentrace zasobnich roztokl. Z popsanych sbérnych zkumavek bylo do dvou jamek
96jamkové desticky s plochym dnem pipetovano po 200 ul vzorku, méfeni tedy bylo v
duplikatu. Absorbance na desti¢ce byla zméfena na pfistroji Tecan pfi 260 nm s korekci na

jeden centimetr. Vysledné absorbance vzorku je uvedena jako primér dvou jamek.

3.1.6 Zpracovani a analyza dat

Pro prvotni zpracovani dat a jejich zakladni vizualizaci byl vyuzit software Excel
z balicku Microsoft Office; §lo pfedevsim o vypocty koncentraci z absorbanci. Pro nasledné
zpracovani dat byl zvolen programovaci jazyk R v grafickém rozhrani RStudio, ktery je
primarné zaméfen na statistické a grafické zpracovani dat a ve kterém byla tvofena vétSina
bylo dale uzito balickt readxl a tidyverse, které slouzily pro import dat z MS Excel, jejich
upravu a analyzu. Grafické zpracovani dat bylo provedeno za pomoci bali¢ki scales,

gridExtra, ggplot2, ggforce a nlme. [82-90]
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3.1.6.1 Obecna a popisna statistika
Jako jednoduchy orienta¢ni néstroj pro ovéfeni normality dat, byl vyuzit hruby odhad,

v ramci které¢ho by se aritmeticky primér nemél lisit oproti medianu o vice nez 10 %.

Pro validaci opakovatelnosti nastiikii byl vyuzit néastroj Popisna statistika z dopliku
Analytické nastroje pro Excel, kterd poskytuje informace o celkovém trendu a variabilité dat
vybrané oblasti, pro niz byla zvolena hladina spolehlivosti 95 %. Vypoéty byly provedeny

v Microsoft Excel.

3.1.6.2 Smeérodatna odchylka
Zakladnim matematickym nastrojem, ze kterého vychéazely i1 pokrocilejsi statistické
analyzy, byla smérodatnd odchylka, coz je odmocnina zrozptylu vyuzivand pro popis

soubort. Pro vypocet byl pouzit nasledujici vztah:

SD ...... smérodatna odchylka

X ........ hodnota

SD =
X i aritmeticky prameér
N....... pocet hodnot souboru

Rovnice 2: Vypocet smérodatné odchylky.

Relativni smérodatna odchylka, nékdy téz variacni koeficient, porovndva smérodatnou

odchylku s primérem a zpravidla se udava v procentech.

rSD = g .100 rSD ...... relativni smérodatna odchylka

X
Rovnice 3: Vypocet relativni smérodatné odchylky.
Jako SDR je vpraci oznaCovana smérodatnd odchylka rezidui. Reziduum je

definovano jako rozdil mezi pozorovanou a predikovanou hodnotou.

Vypoéty SD a rSD byly provedeny v Microsoft Excel, vypocet SDR byl soucasti

regresni analyzy zékladniho balicku RStudio.

3.1.6.3 Grubbsiiv test odlehlosti bodii
Grubbsuv test piitomnosti odlehlych bodi slouzi k vylouceni extrémnich hodnot u
souborit s Gaussovym rozloZzenim dat. Pro vypocet testovacich kritérii byly pouzity tyto

rovnice:
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X=X X —Xp
Tl = SD Tn = SD T........ testovaci kritérium

Rovnice 4: Vypocet parametrii Grubbsova testu.

Jako kritickd hodnota pro porovnani pii hladiné spolehlivosti 99 % a velikosti
vybéru 9 byla stanovena na 2,387. Tato byla pfevzata ztabulky kritickych hodnot pro
Grubbsuv test. Vypocty byly provedeny v Microsoft Excel. [91]

3.1.6.4 F-test
F-test byl vyuzit k testovani vyznamnosti rozdilu mezi soubory. Vypocet testovaciho

kritéria se provadél podle vzorce:

2 PR
S Dl Fo.... testovaci kritérium
- SD?
2

Rovnice 5: Vypocet parametru F-testu
Ze ziskaného testovaciho kritéria byla nasledné s ohledem na stupné volnosti a hladinu
spolehlivosti vypoéitana p-hodnota. V ptipadé, kdy je p-hodnota nizs§i nez koeficient

spolehlivosti a, je nulova hypotéza zamitnuta a plati hypotéza alternativni. [92]

Sou¢asné byl uveden odhad sily hypotézy koeficientem determinace R? a
adjustovanym Kkoeficientem determinace R2. Koeficient determinace R? nabyva hodnot od 0
do 1, zaroven s hodnotou roste mira zavislosti veli€in, tedy jak dobife data odpovidaji predikci
pribéhu funkce a udava tedy informaci o kvalité modelu. Adjustovany koeficient determinace
R? se pak vyuziva u vicenasobnych regresnich modeld, ktery na rozdil od R?, zohlediiuje vliv

poctu prediktort.

3.1.6.5 Stanoveni koncentrace zasobnich roztokii

Pro vypocet koncentrace byl vyuzit Lambert-Beerdv zakon, viz rovnici 6.

(o koncentrace
Abs ..... absorbance
Abs
c= 1 I opticka vzdalenost
€260

€260 .... molarni absorp¢ni koeficient

Rovnice 6: Rovnice popisujici Lambert-Beeriiv zdkon transformovand pro primy vypocet koncentrace.

Vysledna koncentrace oligonukleotidii byla stanovena prumérem hodnot z obou
pfistroji. Vysledna koncentrace zasobnich roztokt sond byla stanovena primérem ziskanych

hodnot.
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3.1.6.6 Linearni regrese a konecna uprava dat
Predpokladem pro spravnou interpretaci vysledki je postupnd Uprava rovnic

vychazejici z rovnice Lambert-Beerova zakona (rovnice 7) v obecném stavu.

Abs = € ¢+l
Rovnice 7: Rovnice popisujici Lambert-Beeriv zdkon.
S ohledem na to, Ze pfi méteni absorbance probehla vzdy korekce tloustky absorbujici

vrstvy na jeden centimetr, 1ze pro dalsi upravu vzorce veli¢inu | zanedbat, ¢imz lze ziskat

upravenou rovnici 8.
Abs = ¢ -c

Rovnice 8: Zjednodusend rovnice Lambert-Beerova zdkona.

Dalsim krokem upravy vzorce je vyjadieni koncentrace jako podilu poctu mola ku

objemu. Mirnou transformaci vznikne rovnice 9.

Abs 'V
n:—
£

Rovnice 9:Transformovand rovnice s dosazenim koncentrace jako podilu poctu molii a objemu.

Obecnou rovnici pro linearni regresi ziskanych hodnot, tedy vlivu koncentrace na

vysledné plose piku, 1ze vyjadfit rovnici 10, kde ptimka prochazi po¢atkem a k je smérnice.
Abs -V =k - Area

Rovnice 10: Rovnice linedrni regrese.
Vyslednym spojenim rovnice 9 a 10 je poté zavislost, ktera vede k vypoctu molarniho
mnozstvi oligonukleotidu ¢i sondy na zaklad€ jeho namétené plochy a molarniho absorpéniho

koeficientu, viz rovnici 11, dle které 1ze pak spocitat i koncentraci.

k- Area
n= ——
£

Rovnice 11: Vypocet mnozstvi oligonukleotidu ¢i sondy ze ziskané plochy piku.

Vzhledem k tomu, ze se pro linearni regresi vychazelo z teze, ze nulova koncentrace
bude vykazovat nulovou absorbanci, je pro vypoclty aproximace piimkou vedena skrz
pocatek. Vypocty byly provedeny v jazyku R s vyuzitim zakladniho balicku funkci. Mira

zavislosti regrese piimkou byla stanovena koeficientem determinace R2. [93, 94]
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V absolutnich ¢islech bylo pro jeden vzorek o ¢tyfech riznych koncentracich, kdy
kazdy koncentra¢ni bod byl po dvou alikvotech a kazdy alikvot byl aplikovan ve dvou
nastficich, ziskano celkem 16 udaji o ploSe piku a jeho vySce. Pro vSech 27 vzorki
oligonukleotidd a 9 sond to déla 576 raznych pika jakozto vychozich hodnot pro datovou
analyzu a tvorbu predikéniho modelu. Z divodu vétsi presnosti informace o piku byla

zpracovana pouze ziskana data ploch, nikoliv vysek.

Protoze odbér purifikované frakce vzorku byl predevsim u nizSich koncentraci méné

pfesny, byla provedena manuélni korekce plochy tak, aby odpovidala redlné odebrané frakci.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni koncentrace zasobnich roztoku

Vysledky méfeni z piistroje Tecan jsou zobrazeny v tabulce 8 a 9.

Tabulka 8: Koncentrace zasobnich roztokii oligonukleotidii.

ID Koncentrace[uM] ID Koncentrace [uM]
39/18 115,44 61/28 100,95
50/18 124,22 23/31 102,71
72/18 109,64 48/31 116,59
35/20 118,76 65/31 102,88
40/20 106,72 32/34 107,19
70/20 109,95 53/34 111,43
30/23 105,55 77/35 119,73
52/23 112,35 24/38 112,21
65/23 100,54 46/39 104,59
36/25 109,98 67/39 107,28
72/25 103,38 35/43 113,98
92/25 110,85 47/43/A 100,04
32/28 105,32 47/43/B 91,79
50/28 109,65

Tabulka 9: Koncentrace zasobnich roztokii sond.

ID Koncentrace
[uM]
35/17_FAM 216,31
53/17 FAM 166,54
81/16_FAM 83,25
67/21_A_HEX 81,91
45/22_HEX 94,81
82/17_HEX 111,46
122,79
41/32 _Cy5 94,81
38/32_Cy5 93,91
39/33_Cy5 90,00




4.2 HPLC analyza

4.2.1 Validace opakovatelnosti

Validace opakovatelnosti byla provedena predevsim kvili zavadéni metody, tedy pro
ovéfeni miry shody ploch a vysek pikil jednotlivych néstfikli a moznou dalsi optimalizaci
samotné analyzy. Ziskana data byla podrobena popisné statistice (tabulka 10 a 11), kdy
procentudlni rozdil priméru a medianu byl mensi nez 10 % (mensi nez 1 %), tudiz nejsou
predpokladany asymetrie a odlehlé hodnoty. Dale byl proveden i Grubbstv test odlehlosti
bodu, ktery opét potvrdil neptitomnost odlehlych hodnot, a test vyznamnosti rozdilu. Veskeré
provedené statistické testy naznacuji, ze mira shody mezi jednotlivymi nastfiky je vysoka
(hladina spolehlivosti byla 95 %). Celkova relativni smérodatna odchylka ziskana z praméra
odchylek z tabulky 10 u roztokt o teoretické vstupni koncentraci 100 uM je 1,36 pro plochu a
0,24 pro vysku. U koncentrace 50 puM pak 1,57, resp. 1,26. Celkova mira variability
vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou je 1,11, tedy nizsi nez 5 %. Na zakladé téchto dat
lze stanovit, Ze pro spolehlivou analyzu sta¢i vyuzit pouze néstiikll v duplikatu, jelikoz mira

shody mezi jednotlivymi nastfiky je pro potieby prace vyhovujici.

Tabulka 10: Namérené plochy a vysky piku pro validaci opakovatelnosti.

Plocha

c [umM] Priimeér A SD rSD [%]
100 1,74E+04 238,16 1,36

50 1,02E+04 161,59 1,57
Vyska

c [um] Priimér A SD rSD [%]
100 2,62E+03 6,32 0,24

50 1,78E+03 22,50 1.26
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Tabulka 11: Vysledky validace opakovatelnosti.

Orientacni test Plocha Vyska
Koncentrace Prameéer Medidn Rozdil [%] | Prumeér Medidn Rozdil [%]
100 um 17535,5 17558,4 0,13 2624,4 2635,52 0,42
50 um 10245,6 10319,1 0,72 1778,44 1830,63 2,93
Grubbstiv test Plocha Vyska
Koncentrace 100 um 50 um 100 um 50 um

Aritm. priimér 17535,50 2624,40 10245,60 1778,44

SD 260,43 24,35 313,48 101,31
Minimum 17149,20 2582,67 9749,77 1625,59

T; 1,48 1,71 1,58 1,51

Maximum 17925,30 2648,09 10685,20 1877,39

Th 1,50 0,97 1,40 0,98

4.2.2 Vybér vhodnych koncentracnich bodui:

Vysledky méfeni jsou zobrazeny na grafu 5 a 6. Pro niZsi vstupni koncentrace, a¢ byly
detekovatelné, nebylo mozno odebrat z divodu nizkého signalu frakci, proto nebyly zafazeny
do hodnoceni kalibra¢ni fady. Na zaklad¢ téchto vysledkil byly pro samotnou analyzu vzorki
vybrany body o teoretické koncentraci 5,85 uM, 16,16 pM, 29,60 uM a 100 uM pro
oligonukleotidy a 5,85 uM, 19,73 uM, 444 uM a 100 uM pro sondy, kdy prvni bod
zasobnich roztokl. Prostfedni dva body jsou poté rozlozeny napti¢ Skalou. U vsech téchto
vybranych bodi byla zjisténa linearni odezva absorbance na koncentraci. Jelikoz se jedna o

vstupni koncentrace pred nastiikem, neni nutné, aby korelace prochazely bodem 0.
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Graf 5:Kalibracni rady oligonukleotidii, logaritmické méritko. Uvedené koncentrace odpovidaji redlnym koncentracim

pripravenych roztokii.
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Graf 6: Kalibracni fady sond, logaritmické méritko. Uvedené koncentrace odpovidaji redlnym koncentracim pripravenych

roztokil.
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4.3 Analyza oligonukleotidu

4.3.1 Hromadna analyza dat

Namétené hodnoty ploch a absorbanci vynasobenych vyslednym objemem (400 ul)
byly vyneseny do grafu (graf 7) s logaritmickym méfitkem a rozliSenim jednotlivych vzorkl a
alikvott. Z tohoto grafu je jasné patrna linearni zavislost méfenych hodnot. Byly provedeny

nasledujici statistické analyzy:
F-test oboustranny:
Cilem testu bylo zamitnuti nulové hypotézy a potvrzeni hypotézy alternativni.
Ho = regresni koeficient je roven nule
Ha = regresni koeficient neni roven nule
a=0,05
hladina jistoty = 95 %
F-test: 7233 a 431 stupiii volnosti, p-hodnota < 2,2 - 107
Nulova hypotéza se zamitd, plati alternativni hypotéza.
Pro vypocet byl vyuzit jazyk R, zakladni balicek, funkce Im().
Linedrni regrese (prochdzejici pocdtkem):
Cilem testu bylo ziskat rovnici linearni regrese a jeji koeficient determinace.
Abs -400 = 0,0163 - Area
koeficient determinace R? = 0,9438
adjustovany koeficient determinace R?= 0,9436
Pro vypocet byl vyuzit jazyk R, zékladni bali¢ek, funkce Im().

Z vysledkt analyz 1ze usuzovat, Ze zavislost je opravdu linearni, hodnoty koreluji a l1ze

tedy pfimku linearni regrese pouzit k hrubému odhadu vysledné absorbance, resp. mnozstvi.
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Graf 7:Zavislost absorbance vyndsobené objemem na plose piku pro vSechny oligonukleotidy. Jednotlivé vzorky jsou odliseny

barvou, jednotlivé alikvoty pak tvarem.

58



4.3.2 Analyza jednotlivych oligonukleotidui

Pro kazdy oligonukleotid byl vytvofen graf zavislosti absorbance vynasobené
celkovym objemem a plochy (graf 8). Dale byla provedena linearni regrese spolu
s oboustrannym F-testem pii zachovani stejnych vychozich podminek a hodnot jako u
souhrnného grafu 7. Trojice oligonukleotidii s nejniz§im korelacnim koeficientem byla
z dalsiho statistického zpracovani vyiazena. Ptehled vysledku statistickych analyz je zobrazen
v tabulce 12. Ve vSech ptipadech byla p-hodnota niz$i nez hladina vyznamnosti, plati tedy

hypotéza alternativni.
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Tabulka 12: Prehled vysledkii statistickych nastrojii oligonukleotidii. o. = 0,05 * Vyrazené oligonukleotidy.

ID Smérnice k R? Adj. R? F-test P-hodnota

39/18 0,0154 0,9929 0,9924 2103 <2,2E-16
50/18 0,0147 0,9949 0,9946 2925 <2,2E-16
72/18 0,0135 0,9967 0,9965 4553 <2,2E-16
35/20 0,0137 0,98 0,9786 733,4 3,76E-14
40/20 0,0157 0,9891 0,9883 1358 3,96E-16
70/20 * 0,0106 0,7992 0,7858 59,69 1,32E-06
30/23 0,0160 0,9776 0,9761 653,8 8,75E-14
52/23 0,0164 0,9923 0,9918 1944 <2,2E-16
65/23 0,0149 0,995 0,9947 2999 <2,2E-16
36/25 0,0163 0,9859 0,985 1052 2,63E-15
72/25 0,0150 0,9956 0,9953 3388 <2,2E-16
92/25 0,0128 0,9965 0,9963 4290 <2,2E-16
32/28 0,0179 0,9836 0,9826 901,9 8,18E-15
50/28 0,0159 0,9712 0,9693 505,9 5,72E-13
61/28 0,0150 0,9791 0,9777 701,4 5,22E-14
23/31 0,0198 0,9797 0,9784 725,5 4,07E-14
48/31 0,0160 0,9918 0,9912 1804 <2,2E-16
65/31 0,0150 0,9179 0,9125 167,8 1,51E-09
32/34 0,0194 0,9807 0,9794 761 2,87E-14
53/34 0,0165 0,9866 0,9857 1101 1,87E-15
77/35 0,0137 0,9913 0,9907 1701 <2,2E-16
24/38 * 0,0151 0,8174 0,8053 67,16 6,39E-07
46/39 0,0151 0,9957 0,9954 3475 <2,2E-16
67/39 0,0181 0,9877 0,9869 1206 9,53E-16
35/43 0,0186 0,9839 0,9828 917,8 7,19E-15
47/43/A 0,0164 0,8965 0,8896 129,9 8,69E-09
47/43/B * 0,0180 0,8883 0,8809 119,3 1,55E-08

Ziskané hodnoty smérnice k byly vyuzity k tvorbé predikéniho modelu. Za prediktory

byly zvoleny tii ze zakladnich vlastnosti oligonukleotidu, tedy jeho délka, procentualni obsah

GC bazi a molarni extinkéni koeficient.

Na zéklad¢ ziskanych hodnot smérnice Kk linearnich regresi s ohledem na pfitomné

prediktory (obsah GC, délka a moléarni extinkéni koeficient) byly vytvofeny ctyfi predikéni

modely: A, B, C a D. Tyto modely byly porovnany z hlediska jejich p-hodnoty,

adjustovaného R"2 a smérodatné odchylky rezidui (SDR).
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Nejkomplexnéjsim predikénim modelem je model A, ktery vyuziva vSech tfech

prediktort a jejich vzajemnych interakci. Model 1ze zapsat rovnici:

k,=3,580-10"*-GC+1,050-10"*-ext + 7,221-107*: Ing — 1,457-107°
-GC-ext—1,176-107%-GC-Ilng — 2,539-107% - ext - Ing + 3,996 - 1072 - GC
-ext-Ing — 1,065 - 1072

Rezidua:

Min ‘ 1Q ‘ Median ‘ 3Q ‘ Max

-2,472 - 1073 ’ -4,844 - 10* ‘ 1,505 - 107 ‘ 5,730 - 10 ‘ 2,315 - 107

p-hodnota = 9,759-10*
SDR = 1,107-10" pti 16 stupnich volnosti

Adj. R? = 0,626

Model B vznikl odstranénim interakci mezi prediktory:
kg = —4,937-107°-GC +1,640-1075-ext — 5,575-1075- Ing — 1,500 1072
Rezidua:

Min ‘ 1Q ‘ Median ‘ 3Q ‘ Max

-2.642 - 103 -3,329 - 10 ‘ 3,204 - 105 ‘ 4,078 - 10% ‘ 2,177 - 103

p-hodnota = 7,81 - 10°
SDR = 1,143 - 10" pfi 20 stupnich volnosti

Adj. R = 0,601
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Naésledné vylouceni nejméné specifického prediktoru, délky, da vzniku modelu C:

k¢=—-5,464-10"5-GC+1,103-1075-ext + 1,500 - 1072

Rezidua:

Min ‘ 1Q ‘ Median ‘ 3Q ‘ Max

-2,536 - 10 ’ -2,991 - 10 ‘ 3,265 - 10°° ‘ 4,928 - 10 ‘ 2,140 - 103

p-hodnota = 1,614 - 10
SDR =1,119 - 10 pfi 21 stupnich volnosti

Adj. R? = 0,617

Poslednim vytvofenym modelem, je model D, ktery operuje pouze s délkou a obsahem

GC bazi:

kp, =—6,558-10"%-GC +1,074-10"*-Ilng + 1,619 - 1072

Rezidua:
Min ‘ 1Q ‘ Median ‘ 3Q ‘ Max

-2,323-10°° ‘-2,547-10-4 ‘-2,366-10'5 ‘5,734-10-4 ‘2,141-10-3

p-hodnota = 2,786 - 10°
SDR =1,149 - 107 pfi 21 stupnich volnosti

Adj. R? = 0,597

Pii porovnani p-hodnot lze oznadit za nejlépe vyhovujici model C, z pohledu R? sedi
linearni kfivka nejpiesnéji u modelu A. Modely B a D vykazuji horsi hodnoty nez predeslé
zminéné. Model A, piestoze je oproti modelu C mnohem komplexné&jsi, nevykazuje velké

rozdily. Na zaklad¢ téchto udaji byl pro porovnani s redlnymi daty vybran predikéni model C.
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4.3.3 Porovndni modelu predikce s realnymi vysledky

Na zaklad¢ predikéniho modelu C bylo vypocitino predikované mnozstvi
oligonukleotidu a nasledn¢ porovnano s realné¢ ziskanym mnozstvim (graf 10). Na zaklad¢
dvouvybérového parového t-testu na stfedni hodnotu byla potvrzena nulova hypotéza, tedy ze

sttedni hodnoty datovych soubort jsou shodné.

1,2 ;s v , . . , ,
Porovnani mnozstvi oligonukleotidu ziskaného a
predikovaného
1
S
:5 0'8
o
[
\E y=0,987x + 0,0034
2 06 R?=0,9931
S
o
=
D04
& Predikce C
0,2
Linearni (Predikce C)
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Redlné mnoizstvi

Graf 10: Porovnani mnozstvi oligonukleotidu ziskaného purifikaci a predikovaného dle predikéniho modelu C.
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4.4 Vysledky analyzy sond

4.4.1 Hromadna analyza dat

Obdobn¢ jako v ptipadé oligonukleotidl byla provedena graficka a statisticka analyza
méienych hodnot dualné znacenych sond. Celkové grafické zobrazeni absorbance vynasobené

objemem vzorku a plochy piku vSech dualné znacenych sond je v grafu 11.
Linearni regrese (prochéazejici pocatkem):
Cilem testu bylo ziskat rovnici linearni regrese a jeji koeficient determinace.
Abs 400 = 0,0135 - Area
koeficient determinace R? = 0,9065
upravené R2=0,9059
Pro vypocet byl vyuzit jazyk R, zédkladni bali¢ek, funkce Im().
F-test oboustranny:
Cilem testu bylo zamitnuti nulové hypotézy a potvrzeni hypotézy alternativni.
Ho = regresni koeficient je roven nule
Ha = regresni koeficient neni roven nule
o =0,05
hladina jistoty = 95 %
F-test: 1387 a 143 stupiiti volnosti, p-hodnota < 2,2 - 107°
Nulova hypotéza se zamita, plati alternativni hypotéza.
Pro vypocet byl vyuzit jazyk R, zédkladni bali¢ek, funkce Im().

Z vysledkt analyz 1ze usuzovat, ze zavislost je opravdu linearni, hodnoty koreluji a
ptimku linearni regrese lze tedy pouzit k hrubému odhadu vysledné absorbance, resp.

mnozstvi.
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Graf 11: Zavislost absorbance vyndsobené objemem na ploSe vSech sond. Jednotlivé vzorky jsou odliSeny barvou, jednotlivé
alikvoty pak tvarem.
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Abs *V

Pro kazdou sondu byl sestrojen samostatny graf (graf 12), vypocitan korelacni

koeficient a provedena linearni regrese prochazejici poc¢atkem. Ptehled vyslednych hodnot je

uveden v tabulce 13. Ve vsech ptipadech byla p-hodnota niz$i nez hladina vyznamnosti, plati

tedy hypotéza alternativni.

35/17_FAM 53/17_FAM 81/16_FAM
300-
A
200~ : A
100- A 9
0 -
67/21/A_HEX 45/22_HEX 82/17_HEX
300-
200~
100- A’/
0- k4 *
41/32_Cy5 38/32_Cy5 39/33_Cy5
300 -
200 -
100 -
0 i 1 L} L} 1 1 1 I/ 1 1
- g g - g g - g g
g S g g g g
Area
Graf 12: Zavislost absorbance vyndsobené objemem na plose jednotlivych sond.
Tabulka 13: Prehled vysledkii statistickych nastrojii sond.
ID Smérnice Adj. R? F-test P-hodnota
35/17_FAM 0,0119 0,9962 0,996 3972 <2,2E-16
53/17_FAM 0,0118 0,9952 0,9949 3095 <2,2E-16
81/16_FAM 0,0106 0,9891 0,9884 1363 3,84E-16
67/21/A_HEX 0,0196 0,9406 0,9367 237,6 1,32E-10
45/22 HEX 0,0214 0,9911 0,9905 1664 <2,2E-16
82/17_HEX 0,0234 0,9897 0,989 1442 2,53E-16
41/32 Cy5 0,0143 0,9155 0,9099 162,6 1,88E-09
38/32_Cy5 0,0134 0,8299 0,8186 73,19 3,73E-07
39/33 Cy5 0,0200 0,9726 0,9707 531,7 3,98E-13

Alikvot

68



Na zaveér byly hodnoty smérnice K vyuzity k tvrobé predikéniho modelu obdobné jako

Vv piipad¢ oligonukleotidii, v ivahu byla vzata délka sondy, obsah GC a molarni extink¢ni

koeficient.

Predikéni model As pocitd se vSemi prediktory a jejich vzdjemnymi interakcemi a lze

vyjadfit rovnici:

kys=—5,655-10"3-GC—6,731-10"*-ext — 2,730-1072- Ing + 1,477-107°>
-GC-ext+3,849-107*-GC-Ing + 6,610-10"° - ext - Ing — 1,018 - 107° - GC

-ext-Ilng +3,635-1071

Rezidua:
1 2 3 4 5
1,741-10°° -2,186-10° | -1,887-10° |-1,221-10° | -1,989-10*
6 7 8 9
3,441-10°° 1,732-10°3 -7,637-10* | 6,591-10™*

p-hodnota = 0,7045

SDR = 5,363-10° pii 1 stupni volnosti

Adj. R? = -0,235

Predik¢ni model Bs je oprostén od vzajemnych interakci prediktora:

kgs =3,178-107%*-GC +2,389-10"* - ext — 1,801-1073- Ing — 2,365 1072

Rezidua:
1 2 3 4 5
2,420-10°° -1,794-10° | -3,774-10° | 1,563-10* -1,707-10°
6 7 8 9
4,639-10°° 1,161-10° -2,022-:10° | 3,243-10°
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p-hodnota = 0,121
SDR = 3,570-10° pti 5 stupnich volnosti

Adj. R? = 0,453

Model Cs bere v potaz pouze obsah GC a molarni absorp¢ni koeficient:
kes =1,892-107%-GC +4,639-1075-ext —6,345-1073
Rezidua:

Min ‘ 1Q ‘ Median ‘ 3Q ‘ Max

-6,333 - 103 ‘ -3,355 - 103 ‘ 1,368 - 103 ‘ 1,956- 1073 ‘ 5,246 - 107

p-hodnota = 0,3582
SDR = 4,696-10° pfi 6 stupnich volnosti

Adj. R? = 0,053

Predikce Ds pocita s délkou a obsahem GC:
kps =1,154-10"*-GC — 2,555-10"*: Ing + 4,222-1073
Rezidua:

Min ‘ 1Q ‘ Median ‘ 3Q ‘ Max

-7,019 - 10°® -2,918 - 10°® -7,467 - 10 ‘ 2,812 -10°® ‘ 6,381 - 10°°

p-hodnota = 0,6443
SDR =5,178:10°3 pii 6 stupnich volnosti

Adj. R? = -0,152
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Hodnoceni sond analogicky k neznac¢enym oligonukleotidiim oznacuje za preferovany
predikéni model B, ktery mé nejnizsi p-hodnotu a zarovei i nejvy$si adjustované R?, aviak je
patrné, ze ani jeden z predik¢nich modela sond nedosahuje kvalit modelt pro oligonukleotidy.
Je zde velké interference pouzité znacky a ani jeden z modeli nespliuje predpoklady pro

vyuziti.

4.4.2 Porovnani modelu predikce s redalnymi vysledky
Podle vybraného modelu Bs bylo vypocitano predikované mnozstvi sond, které bylo

nasledné porovnéno s redln¢ odebranym mnozstvim (graf 13).

Porovnani mnozstvi sondy ziskaného a predikovaného

y =0,9899x + 0,0276

2 R?=0,9188

1,8
1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6 Predikce Bs
0,4
0,2 Linearni (Predikce Bs)

0
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000 11,2000 11,4000 11,6000 1,8000

Redlné mnoizstvi

Predikované mnozstvi

Graf 13: Porovndani mnozstvi sondy ziskaného purifikaci a predikovaného dle predikéniho modelu Bs.

4.4.3 Hodnoceni vlivu znaceni oligonukleotidu

Pro zhodnoceni vlivu znacky na sondé¢ byly zobrazeny hodnoty predikce mnozstvi
dané sondy vybranym modelem pro obecné oligonukleotidy (model C) a pro samotné sondy
(model Bs). Graf 14 potvrzuje, Ze pro predikci sond neni vhodné pouzivat predikéni model
pro oligonukleotidy, protoze dosahuje niz§iho koeficientu determinace. Nizs$i vykonnost
modelu je dana zejména tim, ze vznikl na jinych datech nez na posuzovanych sondach,

z tohoto ditvodu nelze ani vyvodit vliv samotného znaceni.
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Vliv znaceni oligonukleotidu
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Graf 14: Zobrazeni viivu znacent sond u vybranych predikcénich modelii.
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5 DISKUZE A ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo analyzovat moznou zavislost mezi plochou piku a
koncentraci stanovovanych oligonukleotidii a dualné¢ znacenych sond s ohledem na jejich
délku, procentudlni zastoupeni GC bazi a modifikaci fluorescencni znackou. V piipadé
vysledkil svéd¢icich pro korelaci poté stanovit korelacni koeficient, na zakladé kterého by
bylo mozno predikovat vysledky znaméfené plochy. Tohoto mélo byt dosazeno
analyzovanim 27 vybranych oligonukleotidi a 9 dudlné znacenych sond. Tyto vytycené cile
byly splnény tak, Ze ze ziskanych predikénich modelt byl pro kazdou skupinu vybran jeden

nejlépe vyhovujici uréenym parametriim.

Prvnim krokem diplomové prace bylo stanoveni koncentrace zasobnich roztoki. Pied
samotnou analyzou vzorkl byla provedena optimalizace replikétii nasttika, kterd méla za cil
vyzkumu Kk diplomové praci testovat ptesnost chromatografu napii¢ nastiiky, resp. ovéfit
vhodny pocet nastfikti pro dal$i analyzu. Shoda mezi naméfenymi hodnotami byla velmi
vysoka, z ¢ehoz bylo vyvozeno optimalni mnozstvi dvou nastiikd na roztok. Nasledné¢ byly
pfipraveny pro kazdy vzorek 4 kalibra¢ni body v rozmezi od cca 5,85 uM do cca 0,1mM,
které byly méteny ve dvou alikvotech a dvou nastiikach pro kazdy alikvot. Tyto roztoky byly
purifikovany na HPLC, purifikat byl vysuSen, rozpustén ve 400 ul IWA vody a meéifen
v dubletu na absorbanci pti 260 nm. Ziskana data byla vlozena do tabulky a zpracovéana
Vv prostiedi R, coZ je vhodny nastroj pro statistickou analyzu. Vysledkem je prokdzana
korelace mezi plochou piku a absorbanci oligonukleotidii, kde plati linedrni zavislost.
Vystupem prace bylo objasnéni vlivu obsahu GC, délky a molarniho absorpéniho koeficientu
oligonukleotidu na smérnici linearni regrese plochy piku a absorbanci. Zjisténym zavislostem
odpovidaji nejlépe rovnice k. = —5,464 - 107> - GC + 1,103 - 107> - ext + 1,500 - 10~2 pro
oligonukleotidy a kg, =3,178:107*-GC +2,389-10"*-ext — 1,801:1073 - Ing —
2,365+ 1072 pro sondy; k Ize oznacit jako koeficient predikce. Ob& tyto rovnice pomérné

dobte zpétné predikuji ziskana data.

Piestoze byl vybér vzorka oligonukleotidti dostatecné Siroky pro potieby prace, byl
limitovéan jak délkou, tak pomérem GC. Nejsou tedy pfitomna data pro nukleotidy kratsi nez
18 bazi, delsi nez 43 bazi a pro obsah GC pod 23 % a nad 92 %. Dale by bylo vhodné pokryt
Sirsi pasmo obsahu GC bazi pro jednu délku oligonukleotidu, tedy idealn¢ 0-100 % GC pro
kazdou analyzovanou délku, ackoliv zvolené vzorky spadaji parametry mezi bézné vyuzivané

primery.
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Vybér vzorka sond byl oproti oligonukleotidiim tfetinovy, pfi¢emz ve vybéru mély
zastoupeni tfi druhy znaceni. Pocet sond bylo limitovano jak vysokou ¢asovou a materialni,
tak 1 finan¢ni ndro¢nosti. Toto mnozstvi vSak nebylo dostatecné. Rozsifeni Skaly vzorki by

jisté vedlo ke komplexnéjsim datim.

Pro optimalizaci replikati nastfika byl vyuzit vzorek oligonukleotidu, ktery parametry
zapadal mezi vybér vzorkl, avSak tento proces nebyl proveden i s vyuzitim sondy. Presto se

nastiiky navzajem mezi sebou shodovaly ve stejné mife jako u oligonukleotidi.

Vliv na HPLC analyzu mohlo mit i stafi vzorkd ¢i opakované rozmrazovéani a
manipulace s nimi. V nékterych ptipadech byly pfitomny dalsi piky, pravdépodobné zcasti
rozpadlé oligonukleotidy. Zaroven byla velmi nizka navratnost vzorku po purifikaci oproti
predpokladu. V ptipad¢ nizSich koncentraci roztokd nebyl vzdy proveden spravny odbér
frakce a bylo tedy zapotiebi plochu piku manudalné integrovat tak, aby odpovidala odebrané

frakci. Vhodnéjsi by bylo vyuzit vys$si koncentrace roztokli a tomuto problému ptedejit.

Statistické zpracovani dat bylo rozdéleno na hodnoceni oligonukleotidli a sond, dale
pak do podkapitol s hromadnym stanovenim ziskanych dat a s jednotlivymi vzorky. Ve vSech
ptipadech byla prokdzana linearni zdvislost mezi plochou piku a mnozstvim oligonukleotidu.
U této linearni zavislosti byl stanoven Pearsoniiv korelacni koeficient, pfi¢emz tfi
smérnice linearni regrese vyuzita k tvorbé predikénich modelt vztahujicich se k obsahu GC,
délce a molarnimu absorpénimu koeficientu. Ze ziskanych predikénich modeld byl vybran

jeden parametrové nejvhodnéjsi.

Vzhledem Kk rozdilnym rovnicim pro vypocet koeficientu predikce lze usuzovat
interferenci pouzitého znaceni, avSak s ohledem na nizké mnozstvi dat nelze stanovit miru
ovlivnéni znackou v obecné roving, natoz s ohledem na konkrétni fluorescencni znaceni. Opét
by bylo vhodné provést analyzu pro kazdou pouzitou znacku v mnozstvi alespoit obdobném,
jaké bylo vybrano pro oligonukleotidy, idedlné€ rozsiteném o Sirsi pokryti Skaly predevsim GC
bazi, eventueln¢ i délky. Pro konkrétni zhodnoceni vlivu samotné znacky by byla tfeba
analyza sond o stejné sekvenci jako U samotnych oligonukleotidii. Praveé rozdil mezi vysledky

téchto dat by mohl dat pozadovanou informaci.

Predikce jakozto hlavni cil regresni analyzy zaostava v nékolika ohledech. Predev§im
nelze extrapolovat mimo rozsah pouzitych dat, jsou platné, s ohledem na jejich nepiesnost,

jen v takovém rozmezi dat, ze kterych se pivodné vychazelo. Nelze je tedy uplatnit napt. pro
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oligonukleotidy s niz§im ¢i vy$sim obsahem GC nebo v jinych délkach, nez které byly v praci
analyzovany. To zna¢n¢ snizuje celkovy vyznam predikci. Déle bylo z diivodu rozsahu prace
zcela zanedbéano piipadné skladani do sekundarnich struktur, které by mohly mit vliv i u
takhle kratkych fetézct na jejich HPLC analyzu, ¢emuz by se dalo pfedejit zvySenim teploty
na kolon¢ na 60 °C. Vychazelo se vSak z kladné zkuSenosti pracovisté. Pravdépodobné vSak
nejvetSim nedostatkem, ktery by bylo vhodné feSit v ramci nadvaznosti prace, je validace
predik¢nich modeli na nezavislych datech, tedy na vzorcich jinych, nez které byly uzity pro
tvorbu modelu. Ovéteni nebylo provedeno s ohledem na jeho ¢asovou naro¢nost a bylo by

vhodné tuto oblast pokryt v ramci navaznosti prace. [94]

Tvorbou predikénich modela v oblasti HPLC analyzy oligonukleotidl se zabyval Gilar
M. a kol. vroce 2002, jehoz cilem bylo vytvofeni matematického modelu pro predikci
retenéniho ¢asu syntetického oligonukleotidu. Za zakladni prediktory zvolil délku a sekvenci
a vychazel z predpokladu, Ze riizné typy nukleotidii pfispivaji pfi retenci riiznym dilem. Na
jeho praci navazal o pét let pozdéji Sturm M. a kol. s modelem pocitajicim S regresnim
parametrem, ktery vychédzi ze sekvence a predikované sekunddrni struktury, ¢imz se mu
podarilo dosdhnout lepsi predpovédi pro nizsi teploty, a tim demonstrovat vliv sekundarni

struktury. [81, 95]

S ohledem na datové zpracovani, jednoduchou explorativni datovou analyzu a
naslednou tvorbu predikce z linearnitho modelu, jednalo se spiSe o klasicky, mozZna az
konzervativni, a¢ stale funkéni zpisob. V idedlnim ptipadé pro vhodnéjsi predikci by bylo
lépe vyuzit umélé inteligence (Al z ang. artificial intelligence) a strojového uéeni (ML z ang.
machine learning). Ptedpokladem pro aplikaci téchto nastroji je pouziti velkého mnozstvi dat
Vv jejich surové podobné. ML, ptipadné subkategorie hluboké uceni (DL z ang. deep learning),
je v oblasti bioinformatiky zna¢né rozsifenym fenoménem, ktery je schopny si s vysokou
pravdépodobnosti poradit 1 s komplexnéjsimi Ulohami, jakymi je napf. protein folding.
Prakticky pro moznost ovéfeni by se ¢ast nasbiranych dat vyuzila pro u€eni programu, zbytek
pak pro ovéfeni platnosti predikce. Soucasti jazyka R je 1 n€kolik balicki vhodnych pro tyto

ucely.

Celkem bylo v této praci analyzovano 27 oligonukleotidii a 9 dualné€ znacenych sond
na moznou korelaci mezi plochou a koncentraci a vlivem sekvence a modifikace. Byla
prokazana linearni zavislost plochy a absorbance ¢istého produktu, na zaklad¢ které se poté

zkoumal vliv sekvence a modifikace na smérnici této linedrni zavislosti. Z dat vyplyva
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korelace mezi plochou pod pikem a koncentraci oligonukleotidu, kterd byla nésledné vyuzita

Kk tvorbé predik¢énich modeld, jez byly porovnany s realné¢ namétenymi daty.

76



POUZITA LITERATURA

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

DEVLIN, Thomas M., ed. Textbook of biochemistry: with clinical correlations. 7th ed.
Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, 2011. ISBN 978-0-470-28173-4.

COBB, Matthew. 60 years ago, Francis Crick changed the logic of biology. PLOS
Biology [online]. 2017, 15(9), €2003243. ISSN 1545-7885.  Dostupné
z: doi:10.1371/journal.pbio.2003243

Nucleic Acid Bases. In: George P. REDEIENcyclopedia of Genetics, Genomics,
Proteomics and Informatics [online]. Dordrecht: Springer Netherlands, 2008 [vid. 2020-
10-30], s. 1371-1371. ISBN 978-1-4020-6753-2. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4020-
6754-9 11634

BERG, Jeremy M., John L. TYMOCZKO, Lubert STRYER a Lubert STRYER.
Biochemistry. 5th ed. New York: W.H. Freeman, 2002. ISBN 978-0-7167-3051-4.

ZOCCHI, Giovanni. Molecular machines: a materials science approach. 2018.
ISBN 978-1-4008-9006-4.

CREIGHTON, Thomas E. The biophysical chemistry of nucleic acids. Eastbourne, East
Sussex: Helvetian Press, 2011. ISBN 978-0-9564781-1-5.

LODISH, Harvey F., ed. Molecular cell biology. 4th ed. New York: W.H. Freeman,
2000. ISBN 978-0-7167-3136-8.

SURAM, Anitha, Jagannatha K. S. RAO, Latha K. S. a Viswamitra M. A. First Evidence
to Show the Topological Change of DNA from B-DNA to Z-DNA Conformation in the
Hippocampus of Alzheimer’s Brain. NeuroMolecular Medicine [online]. 2002, 2(3),
289-298. ISSN 1535-1084. Dostupné z: doi:10.1385/NMM:2:3:289

LAFER, E. M., R. P. VALLE, A. MOLLER, A. NORDHEIM, P. H. SCHUR, A. RICH
a B. D. STOLLAR. Z-DNA-specific antibodies in human systemic lupus erythematosus.
The Journal of Clinical Investigation [online]. 1983, 71(2), 314-321. ISSN 0021-9738.
Dostupné z: doi:10.1172/jci110771

HERBERT, Alan. Mendelian disease caused by variants affecting recognition of Z-DNA
and Z-RNA by the Zo domain of the double-stranded RNA editing enzyme ADAR.
European journal of human genetics: EJHG [online]. 2020, 28(1), 114-117. ISSN 1476-
5438. Dostupné z: doi:10.1038/s41431-019-0458-6

GARDNER, Paul P. a Hisham ELDAI. Annotating RNA motifs in sequences and
alignments. Nucleic Acids Research [online]. 2015, 43(2), 691-698. ISSN 1362-4962,
0305-1048. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gku1327

PARLEA, Lorena G., Blake A. SWEENEY, Maryam HOSSEINI-ASANJAN, Craig L.
ZIRBEL a Neocles B. LEONTIS. The RNA 3D Motif Atlas: Computational methods for
extraction, organization and evaluation of RNA motifs. Methods [online]. 2016, 103,
99-119. ISSN 10462023. Dostupné z: doi:10.1016/j.ymeth.2016.04.025

77



[13] CHOINOWSKI, Grzegorz, Tomasz WALEN a Janusz M. BUINICKI. RNA Bricks—a
database of RNA 3D motifs and their interactions. Nucleic Acids Research [online].
2014, 42(D1), D123-D131. ISSN 0305-1048, 1362-4962. Dostupné
Z: d0i:10.1093/nar/gkt1084

[14] PAN, Xiaoyong, Peter RIINBEEK, Junchi YAN a Hong-Bin SHEN. Prediction of RNA-
protein sequence and structure binding preferences using deep convolutional and
recurrent neural networks. BMC Genomics [online]. 2018, 19(1), 511. ISSN 1471-2164.
Dostupné z: doi:10.1186/s12864-018-4889-1

[15] ROBERTS, Thomas C., Robert LANGER a Matthew J. A. WOOD. Advances in
oligonucleotide drug delivery. Nature Reviews Drug Discovery [online]. 2020, 19(10),
673-694. ISSN 1474-1776, 1474-1784. Dostupné z: doi:10.1038/s41573-020-0075-7

[16] ROY, Subhadeep a Marvin CARUTHERS. Synthesis of DNA/RNA and Their Analogs
via Phosphoramidite and H-Phosphonate Chemistries. Molecules [online]. 2013, 18(11),
14268-14284. ISSN 1420-3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules181114268

[17] REESE, C. The H-phosphonate approach to the solution phase synthesis of linear and
cyclic oligoribonucleotides. Nucleic Acids Research [online]. 1999, 27(4), 963-971.
ISSN 13624962. Dostupné z: doi:10.1093/nar/27.4.963

[18] STAWINSKI, Jacek a Roger STROMBERG. Di- and Oligonucleotide Synthesis Using
<I>H</I>-Phosphonate Chemistry. In: Piet HERDEWIJNOIligonucleotide Synthesis
[online]. New Jersey: Humana Press, 2004 [vid. 2020-11-21], s. 081-100. ISBN 978-1-
59259-823-6. Dostupné z: doi:10.1385/1-59259-823-4:081

[19] GILHAM, P. T. a H. G. KHORANA. Studies on Polynucleotides. I. A New and General
Method for the Chemical Synthesis of the C s "-C 3 " Internucleotidic Linkage.
Syntheses of Deoxyribo-dinucleotides . Journal of the American Chemical Society
[online]. 1958, 80(23), 6212-6222. ISSN 0002-7863, 1520-5126. Dostupné
z: d0i:10.1021/ja01556a016

[20] KHORANA, H. Total synthesis of a gene. Science [online]. 1979, 203(4381), 614-625.
ISSN 0036-8075, 1095-9203. Dostupné z: doi:10.1126/science.366749

[21] REESE, Colin B. The chemical synthesis of oligo- and poly-nucleotides by the
phosphotriester approach. Tetrahedron [online]. 1978, 34(21), 3143-3179.
ISSN 00404020. Dostupné z: doi:10.1016/0040-4020(78)87013-6

[22] REESE, Colin B. Oligo- and poly-nucleotides: 50 years of chemical synthesis. Organic
& Biomolecular Chemistry [online]. 2005, 3(21), 3851. ISSN 1477-0520, 1477-05309.
Dostupné z: doi:10.1039/b510458k

[23] LETSINGER, R.L., E.P. GROODY, N. LANDER a T. TANAKA. Some developments
in the phosphitetriester method for synthesis of oligonucleotides. Tetrahedron [online].
1984, 40(1), 137-143. ISSN 00404020. Dostupné z: doi:10.1016/0040-4020(84)85112-1

[24] BEAUCAGE, S.L. a M.H. CARUTHERS. Deoxynucleoside phosphoramidites—A new
class of key intermediates for deoxypolynucleotide synthesis. Tetrahedron Letters
[online]. 1981, 22(20), 1859-1862. ISSN 00404039. Dostupné z: doi:10.1016/S0040-
4039(01)90461-7

78



[25] CAMMACK, Richard. Oxford dictionary of biochemistry and molecular biology. New
York: Oxford University Press, 2006. ISBN 978-1-61344-113-8.

[26] SANDAHL, Alexander F., Thuy J. D. NGUYEN, Rikke A. HANSEN, Martin B.
JOHANSEN, Troels SKRYDSTRUP a Kurt V. GOTHELF. On-demand synthesis of
phosphoramidites. Nature Communications [online]. 2021, 12(1), 2760. ISSN 2041-
1723. Dostupné z: doi:10.1038/s41467-021-22945-z

[27] DEVIVAR, Rodrigo V., Steve L. KOONTZ, William J. PELTIER, James E.
PEARSON, Todd A. GUILLORY aJill D. FABRICANT. A new solid-phase support for
oligonucleotide synthesis. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters [online]. 1999,
9(9), 1239-1242. ISSN 0960894 X. Dostupné z: doi:10.1016/S0960-894X(99)00177-8

[28] GUZAEV, Andrei P. Solid-Phase Supports for Oligonucleotide Synthesis. Current
Protocols in Nucleic Acid Chemistry [online]. 2013, 53(1) [vid.2020-12-15].
ISSN 1934-9270, 1934-9289. Dostupné z: doi:10.1002/0471142700.nc0301s53

[29] Universal Oligo Supports | Glen Research [online]. [vid. 2021-10-22]. Dostupné
z: https://lwww.glenresearch.com/products/universal-supports-and-synthesis-
supplies/universal-supports.html

[30] ATDBIo - Solid-phase oligonucleotide synthesis [online]. [vid. 2021-10-22]. Dostupné
z: https://atdbio.com/nucleic-acids-book/Solid-phase-oligonucleotide-
synthesis#Oligonucleotide-synthesis-with-universal-supports

[31] RUSSELL, Mark A., Andrew P. LAWS, John H. ATHERTON a Michael I. PAGE. The
mechanism of the phosphoramidite synthesis of polynucleotides. Organic &
Biomolecular Chemistry [online]. 2008, 6(18), 3270. ISSN 1477-0520, 1477-0539.
Dostupné z: doi:10.1039/b808999j

[32] WEI, Xia. Coupling activators for the oligonucleotide synthesis via phosphoramidite
approach. Tetrahedron [online]. 2013, 69(18), 3615-3637. ISSN 00404020. Dostupné
z: doi:10.1016/j.tet.2013.03.001

[33] CARUTHERS, Marvin H. Chemical synthesis of DNA. Journal of Chemical Education
[online]. 1989, 66(7), 577. ISSN 0021-9584,  1938-1328.  Dostupné
z: d0i:10.1021/ed066p577

[34] EISENSTEIN, Michael. Enzymatic DNA synthesis enters new phase. Nature
Biotechnology [online]. 2020, 38(10), 1113-1115. ISSN 1087-0156, 1546-1696.
Dostupné z: doi:10.1038/s41587-020-0695-9

[35] PERKEL, Jeffrey M. The race for enzymatic DNA synthesis heats up. Nature [online].
2019, 566(7745), 565-565. ISSN 0028-0836, 1476-4687. Dostupné
z: doi:10.1038/d41586-019-00682-0

[36] HOFF, Kendall, Michelle HALPAIN, Giancarlo GARBAGNATI, Jeremy S.
EDWARDS a Wei ZHOU. Enzymatic Synthesis of Designer DNA Using Cyclic
Reversible Termination and a Universal Template. ACS Synthetic Biology [online].
2020, 9(2), 283-293. ISSN 2161-5063, 2161-5063. Dostupné
Z: d0i:10.1021/acssynbio.9b00315

79



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

HERMANSON, Greg T. Nucleic Acid and Oligonucleotide Modification and
Conjugation. In: Bioconjugate Techniques [online]. B.m.: Elsevier, 2013 [vid. 2021-01-
26], s.959-987. ISBN 978-0-12-382239-0. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-
382239-0.00023-6

POOLE, Colin, Salvatore FANALI, P. R HADDAD, C. F POOLE a Marja RIEKKOLA.
Liquid Chromatography (Second Edition). Amsterdam: Elsevier., 2017. ISBN 978-0-12-
805392-8.

OLSON, Nathan D a Jayne B MORROW. DNA extract characterization process for
microbial detection methods development and validation. BMC Research Notes [online].
2012, 5(1), 668. ISSN 1756-0500. Dostupné z: doi:10.1186/1756-0500-5-668

KEER, Jacquie T. a Lyndsey BIRCH, ed. Essentials of nucleic acid analysis: a robust
approach. Cambridge, UK: Royal Society of Chemistry, 2008. ISBN 978-0-85404-367-
5.

GERSTEIN, Alan S. Nucleotides, Oligonucleotides,and Polynucleotides. In: Alan S.
GERSTEIN, ed. Molecular Biology Problem Solver [online]. New York, USA: John
Wiley & Sons, Inc., 2001 [vid. 2020-10-28], s.267-289. ISBN 978-0-471-37972-0.
Dostupné z: doi:10.1002/0471223905.ch10

NWOKEOQJI, Alison O., Peter M. KILBY, David E. PORTWOOD a Mark J.
DICKMAN. Accurate Quantification of Nucleic Acids Using Hypochromicity
Measurements in Conjunction with UV Spectrophotometry. Analytical Chemistry
[online]. 2017, 89(24), 13567-13574. ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné
z: doi:10.1021/acs.analchem.7b04000

ATDBIo - Ultraviolet absorbance of oligonucleotides [online]. [vid. 2021-11-03].
Dostupné z: https://atdbio.com/nucleic-acids-book/Ultraviolet-absorbance-of-
oligonucleotides

Oligonucleotide Quantification [online]. [vid. 2021-07-14]. Dostupné
z: https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/technical-documents/technical-
article/genomics/pcr/quantitation-of-oligos

KIBBE, W. A. OligoCalc: an online oligonucleotide properties calculator. Nucleic Acids
Research [online]. 2007, 35(Web Server), W43-W46. ISSN 0305-1048, 1362-4962.
Dostupné z: doi:10.1093/nar/gkm234

BANIHASHEMIAN, Seyedeh, Vengadesh PERIASAMY, Seyed MOHAMMADI,
Richard RITIKOS a Saadah RAHMAN. Optical Characterization of Oligonucleotide
DNA Influenced by Magnetic Fields. Molecules [online]. 2013, 18(10), 11797-11808.
ISSN 1420-3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules181011797

COOPER, Alan. Biophysical chemistry. Cambridge: Royal Society of Chemistry, 2004.
Tutorial chemistry texts, 16. ISBN 978-0-85404-480-1.

O’CONNOR, Gavin, Carol DAWSON, Alison WOOLFORD, Kenneth S. WEBB a Tim
CATTERICK. Quantitation of Oligonucleotides by Phosphodiesterase Digestion
Followed by Isotope Dilution Mass Spectrometry: Proof of Concept. Analytical

80



Chemistry [online]. 2002, 74(15), 3670-3676. ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné
Z: doi:10.1021/ac0255375

[49] JAIN, Aakanchha, Richa JAIN a Sourabh JAIN. Estimation of DNA by Diphenylamine
Reaction. In: Aakanchha JAIN, Richa JAIN a Sourabh JAINBasic Techniques in
Biochemistry, Microbiology and Molecular Biology [online]. New York, NY: Springer
US, 2020 [vid. 2021-03-23], Springer Protocols Handbooks, s. 69-71. ISBN 978-1-
4939-9860-9. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4939-9861-6_22

[50] ENGELHARDT, Heinz. Practice of High Performance Liquid Chromatography:
Applications, Equipment and Quantitative Analysis. ISBN 9783642692253

[51] VEKEY, Karoly, Andras TELEKES a Akos VERTES, ed. Medical applications of mass
spectrometry. 1st ed. Amsterdam ; Boston: Elsevier, 2008. ISBN 978-0-444-51980-1.

[52] ARMAREGO, Wilfred L. F. Purification of laboratory chemicals. Eighth edition.
Amsterdam Boston Heidelberg: BH, Butterworth-Heinemann, an imprint of Elsevier,
2017. ISBN 978-0-12-805456-7.

[53] Analytical Separation Science. Place of publication not identified: John Wiley & Sons,
Inc. ISBN 978-1-5231-1058-2.

[54] FANALI, Salvatore. Liquid Chromatography. Place of publication not identified:
Elsevier., 2017. ISBN 978-0-12-809345-0.

[55] DONG, M. W. HPLC and UHPLC for practicing scientists. ISBN 978-1-5231-2826-6.

[56] CREIGHTON, Thomas E. The physical and chemical basis of molecular biology.
Eastbourne: Helvetian Press, 2010. ISBN 978-0-9564781-0-8.

[57] HARRISON, Roger G, Paul TODD, Scott R RUDGE a Demetri P PETRIDES.
Bioseparations science and engineering. 2020. ISBN 978-0-19-756276-5.

[58] CHEN, Yuxin, Colin T. MANT a Robert S. HODGES. Preparative reversed-phase high-
performance liquid chromatography collection efficiency for an antimicrobial peptide on
columns of varying diameters (Imm to 9.4mm 1.D.). Journal of Chromatography A
[online]. 2007, 1140(1-2), 112-120. ISSN 00219673. Dostupné
Z: d0i:10.1016/j.chroma.2006.11.052

[59] SCHELLINGER, Adam P. a Peter W. CARR. Isocratic and gradient elution
chromatography: A comparison in terms of speed, retention reproducibility and
quantitation. Journal of Chromatography A [online]. 2006, 1109(2), 253-266.
ISSN 00219673. Dostupné z: doi:10.1016/j.chroma.2006.01.047

[60] Chapter 6 Desalting and concentrating oligonucleotide solutions. In: Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology [online]. B.m.: Elsevier, 1976
[vid. 2021-04-17], s. 295-301. ISBN 978-0-7204-4215-1. Dostupné
z: doi:10.1016/S0075-7535(08)70279-1

[61] SEMENYUK, Andrey, Matilda AHNFELT, Camilla ESTMER NILSSON, Xiao YONG
HAO, Andras FOLDESI, Yu-Shu KAO, Hong-Huei CHEN, Wei-Chen KAO, Konan
PECK a Marek KWIATKOWSKI. Cartridge-based high-throughput purification of

81



[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

oligonucleotides for reliable oligonucleotide arrays. Analytical Biochemistry [online].
2006, 356(1), 132-141. ISSN 00032697. Dostupné z: doi:10.1016/j.ab.2006.05.008

GILAR, Martin. Analysis and Purification of Synthetic Oligonucleotides by Reversed-
Phase High-Performance Liquid Chromatography with Photodiode Array and Mass
Spectrometry Detection. Analytical Biochemistry [online]. 2001, 298(2), 196-206.
ISSN 00032697. Dostupné z: doi:10.1006/abio.2001.5386

GILAR, Martin a Edouard S.P BOUVIER. Purification of crude DNA oligonucleotides
by solid-phase extraction and reversed-phase high-performance liquid chromatography.
Journal of Chromatography A [online]. 2000, 890(1), 167-177. ISSN 00219673.
Dostupné z: doi:10.1016/S0021-9673(00)00521-5

ZHANG, Qiulong, Huanhuan LV, Lili WANG, Man CHEN, Fangfei LI, Chao LIANG,
Yuanyuan YU, Feng JIANG, Aiping LU a Ge ZHANG. Recent Methods for Purification
and Structure Determination of Oligonucleotides. International Journal of Molecular
Sciences  [online]. 2016, 17(12),  2134. ISSN 1422-0067.  Dostupné
Z: d0i:10.3390/ijms17122134

CHAVALI, S, A. MAHAJAN, R. TABASSUM, S. MAITI a D. BHARADWAJ.
Oligonucleotide properties determination and primer designing: a critical examination of
predictions. Bioinformatics [online]. 2005, 21(20), 3918-3925. ISSN 1367-4803, 1460-
2059. Dostupné z: doi:10.1093/bioinformatics/bti633

STEIN, C.A., Chrisanthi SUBASINGHE, Kazuo SHINOZUKA a Jack S. COHEN.
Physicochemical properties of phospborothioate oligodeoxynucleotides. Nucleic Acids
Research [online]. 1988, 16(8), 3209-3221. ISSN 0305-1048, 1362-4962. Dostupné
z: doi:10.1093/nar/16.8.3209

JANIK, Borek. Physicochemical Characteristics of Oligonucleotides and
Polynucleotides [online]. Boston, MA: Springer US, 1971 [vid. 2021-05-20]. ISBN 978-
1-4613-4612-8. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/978-1-4613-4612-8

BOWATER, Richard P a Andrew J GATES. Nucleotides: Structure and Properties.
In: JOHN WILEY & SONS LTD, ed. eLS [online]. Chichester, UK: John Wiley & Sons,
Ltd, 2015 [vid.2021-05-20], s.1-9. ISBN 978-0-470-01590-2.  Dostupné
z: doi:10.1002/9780470015902.a0001333.pub3

KOIKE, Tatsuro a Yasuo INOUE. STRUCTURE AND REACTIVITY OF
OLIGONUCLEOTIDES. PART | KINETICS OF THE NON-ENZYMATIC
TRANSPHOSPHORYLATION OF ADENYLYL-(3'-5")-ADENOSINE 3'-
PHOSPHATE AND OTHER DINUCLEOTIDES. Chemistry Letters [online]. 1972,
1(7), 569-572. ISSN 0366-7022, 1348-0715. Dostupné z: doi:10.1246/cl.1972.569

LESCRINIER, E. Difference in conformational diversity between nucleic acids with a
six-membered ,,sugar" unit and natural ,,furanose" nucleic acids. Nucleic Acids Research
[online]. 2003, 31(12), 2975-2989. ISSN 1362-4962. Dostupné
z: doi:10.1093/nar/gkg407

BIBA, Mirlinda, Eileen JIANG, Bing MAO, Daniel ZEWGE, Joe P. FOLEY a
Christopher J. WELCH. Factors influencing the separation of oligonucleotides using
reversed-phase/ion-exchange mixed-mode high performance liquid chromatography

82



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

columns. Journal of Chromatography A [online]. 2013, 1304, 69-77. ISSN 00219673.
Dostupné z: doi:10.1016/j.chroma.2013.06.050

CANTARA, William A., Erik D. OLSON a Karin MUSIER-FORSYTH. Analysis of
RNA structure using small-angle X-ray scattering. Methods [online]. 2017, 113, 46-55.
ISSN 10462023. Dostupné z: doi:10.1016/j.ymeth.2016.10.008

BOTTARO, Sandro, Giovanni BUSSI, Scott D. KENNEDY, Douglas H. TURNER a
Kresten LINDORFF-LARSEN. Conformational ensembles of RNA oligonucleotides
from integrating NMR and molecular simulations. Science Advances [online]. 2018,
4(5), eaar8521. ISSN 2375-2548. Dostupné z: doi:10.1126/sciadv.aar8521

DJURANOVIC, D. a B. HARTMANN. Conformational Characteristics and Correlations
in Crystal Structures of Nucleic Acid Oligonucleotides: Evidence for Sub-states. Journal
of Biomolecular Structure and Dynamics [online]. 2003, 20(6), 771-788. ISSN 0739-
1102, 1538-0254. Dostupné z: doi:10.1080/07391102.2003.10506894

REUTER, Jessica S a David H MATHEWS. RNAstructure: software for RNA
secondary structure prediction and analysis. BMC Bioinformatics [online]. 2010, 11(1),
129. ISSN 1471-2105. Dostupné z: doi:10.1186/1471-2105-11-129

MARKHAM, Nicholas R. a Michael ZUKER. UNAFold. In: Jonathan M. KEITH, ed.
Bioinformatics [online]. Totowa, NJ: Humana Press, 2008 [vid. 2021-05-20], Methods in
Molecular Biology™, s. 3-31. ISBN 978-1-60327-428-9. Dostupné z: doi:10.1007/978-
1-60327-429-6_1

HENDLING, Michaela a Ivan BARISIC. In-silico Design of DNA Oligonucleotides:
Challenges and Approaches. Computational and Structural Biotechnology Journal
[online]. 2019, 17, 1056-1065. ISSN 20010370. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.csbj.2019.07.008

Factors Affecting Resolution in HPLC [online]. [vid.2021-07-14]. Dostupné
z: https://lwww.sigmaaldrich.com/CZ/en/technical-documents/technical-
article/analytical-chemistry/small-molecule-hplc/factors-affecting-resolution-in-hplc

GUO, X. Secondary structural characterization of oligonucleotide strands using
electrospray ionization mass spectrometry. Nucleic Acids Research [online]. 2005,
33(11), 3659-3666. ISSN 0305-1048, 1362-4962. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gki671

MIRLINDA BIBA, BING MAO, CHRISTOPHER J. WELCH, a JOE P. FOLEY.
Liquid Chromatography Methods for the Separation of Short RNA Oligonucleotides. Lc
Gc North America. 2014, 32(4), 42-50.

STURM, Marc, Sascha QUINTEN, Christian G. HUBER a Oliver KOHLBACHER. A
statistical learning approach to the modeling of chromatographic retention of
oligonucleotides incorporating sequence and secondary structure data. Nucleic Acids
Research [online]. 2007, 35(12), 4195-4202. ISSN 1362-4962, 0305-1048. Dostupné
z: d0i:10.1093/nar/gkm338

R CORE TEAM. R: A language and environment for statistical computing. [online].
Vienna, Austria: R Foundation for Statistical Computin. 2021. R: A language and
environment for statistical computing. Dostupné z: https://www.R-project.org/.

83



[83] WICKHAM, Hadley. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis [online]. 2nd ed.
2016. Cham: Springer International Publishing: Imprint: Springer, 2016. Use R!
ISBN 978-3-319-24277-4. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-319-24277-4

[84] WICKHAM, Hadley, Mara AVERICK, Jennifer BRYAN, Winston CHANG, Lucy
MCGOWAN, Romain FRANCOIS, Garrett GROLEMUND, Alex HAYES, Lionel
HENRY, Jim HESTER, Max KUHN, Thomas PEDERSEN, Evan MILLER, Stephan
BACHE, Kirill MULLER, Jeroen OOMS, David ROBINSON, Dana SEIDEL, Vitalie
SPINU, Kohske TAKAHASHI, Davis VAUGHAN, Claus WILKE, Kara WOO a
Hiroaki YUTANI. Welcome to the Tidyverse. Journal of Open Source Software
[online]. 2019, 4(43), 1686. ISSN 2475-9066. Dostupné z: doi:10.21105/j0ss.01686

[85] VERSION), José Pinheiro (S, Douglas Bates (up TO 2007), Saikat DebRoy (up
TO 2002), Deepayan Sarkar (up TO 2005), EISPACK AUTHORS (SRC/RS.F), Siem
Heisterkamp (Author fixed SIGMA), Bert Van Willigen (Programmer fixed SIGMA),
Johannes RANKE (VARCONSTPROP()) a R CORE TEAM. nlme: Linear and
Nonlinear Mixed Effects Models [online]. 25. biezen 2022 [vid. 2022-05-12]. Dostupné
z: https://CRAN.R-project.org/package=nime

[86] WICKHAM, Hadley, Jennifer BRYAN, RStudio (Copyright holder of all R. code and all
C/C++ code without explicit copyright ATTRIBUTION), Marcin Kalicinski (Author of
included RapidXML CODE), Komarov Valery (Author of included libxls CODE),
Christophe Leitienne (Author of included libxls CODE), Bob Colbert (Author of
included libxls CODE), David Hoerl (Author of included libxls CODE) a Evan Miller
(Author of included libxls CODE). readxl: Read Excel Files [online]. 28. biezen 2022
[vid. 2022-05-12]. Dostupné z: https://CRAN.R-project.org/package=readx|

[87] WICKHAM, Hadley, Dana SEIDEL a RSTUDIO. scales: Scale Functions for
Visualization [online]. 13. duben 2022 [vid. 2022-05-12]. Dostupné z: https://CRAN.R-
project.org/package=scales

[88] AUGUIE, Baptiste a Anton ANTONOV. gridExtra: Miscellaneous Functions for
., Grid" Graphics [online]. 9. zaii 2017 [vid. 2022-05-12]. Dostupné z: https://CRAN.R-
project.org/package=gridExtra

[89] WICKHAM, Hadley, Romain FRANCOIS, Lionel HENRY, Kirill MULLER a
RSTUDIO. dplyr: A Grammar of Data Manipulation [online]. 28. duben 2022
[vid. 2022-05-12]. Dostupné z: https://CRAN.R-project.org/package=dplyr

[90] PEDERSEN, Thomas Lin a RSTUDIO. ggforce: Accelerating ,,ggplot2” [online].
5. biezen 2021 [vid. 2022-05-12]. Dostupné z: https://CRAN.R-
project.org/package=ggforce

[91] 16.7: Critical Values for Grubb’s Test. Chemistry LibreTexts [online]. 10. leden 2019
[vid. 2022-04-10]. Dostupné
z: https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical_Chemistry/Analytical_Chemistry
2.1 (Harvey)/16%3A _Appendix/16.07%3A_Critical_Values_for_Grubb's_Test

[92] Appendix 05: Critical Values for the F-Test. Chemistry LibreTexts [online].
2. prosinec 2013 [vid. 2022-04-10]. Dostupné

84



z: https://chem.libretexts.org/Ancillary_Materials/Reference/Reference_Tables/Analytic
_References/Appendix_05%3A_Critical Values_for_the F-Test

[93] HIGSON, S??amus. Analytical chemistry [online]. Oxford: Oxford University Press,
2006 [vid. 2022-04-18]. ISBN 978-0-19-850289-0. Dostupné
z: http://app.knovel.com/web/toc.v/cid:kpAC000001

[94] PATIENCE, Gregory S. Experimental methods and instrumentation for chemical
engineers. Amsterdam: Elsevier, 2013. ISBN 978-0-444-53804-8.

[95] GILAR, Martin, Kenneth J. FOUNTAIN, Yeva BUDMAN, Uwe D. NEUE, Kurt R.
YARDLEY, Paul D. RAINVILLE, Reb J. RUSSELL Il a John C. GEBLER. lon-pair
reversed-phase high-performance liquid chromatography analysis of oligonucleotides:
Journal of Chromatography A [online]. 2002, 958(1-2), 167-182. ISSN 00219673.
Dostupné z: doi:10.1016/S0021-9673(02)00306-0

85



