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1
Vynélez se tyksé zpisobu pFipravy polydesoxynukleotidd z 2'-desbxynukleotid-5'—trifos—
4t enzymem DNMA-polymerase, ktery mé vice nef jednu volnou merkaptoskupinu, nepat®ici
k ektivnimu centru, v pritomnosti dvojmocného lrationtu s popiipedd vzorového primérntho
komplexu ve vodném pufroveném prostfedi o hodnot¥ pH 6,5 a% 9,5, odpovidajicim pouZfvanému
enzymu, p¥i teplot¥ 15 aZ 42 °c,

Vzorovym primérnim komplexem je vzorovéd molekula, kterd je identickd s vyrdb&nymi,
Zddenymi polydesoxynukleotidy.

Je znémo, Ze se enzymatické syntézy polydesoxynukleotidd provdd¥ji zpaisobem s homogenni
fdz{, Takovy zpisob je popsdn nap¥ikled v t¥chto publikacich: J. F, Burd & R. D. Wells,
J. Mol. Biol. 53, str. 435 a% 459 (1970); F., J. Bollum, Procedures in Nucleic Acid Resesarch,
str. 591, vydavatel Cantoni, G. L. @ Davies, D, R., New York, Harper & Row (1966); J. Ségi,
A, Szabolcs, A, Szemz6 a L., Otvds, Nucleic Acid Reseerch, 4, str. 2 767 a% 2 777 (1977).
Pri t¥chto zplisobech obsshuje pufrovand reekdni sm¥s substrdt, vzorovy primdrni komplex,
enzym a kationty, které zaji3lujf optimélnf funkci enzymu. Reak&ni sm&s se inkubuje, po
ukonfeni reeskce se enzym densturuje (nap¥iklad zah¥dtim resk&n{ sm&si), pek se vyloudend
enzymatickd bilkovina ze sm&si odstranf. Ze ziskané polydesoxynukleotidové sm&si se polyme-
ry s vysokou molekulovou hmotnostnf ziskej{ &i¥tdnim dialyzou.

Tekto pfipravenych polydesoxynukleotidd se pouffvéd jeko%to DMA-modelu pro fyzikdlni,
chemické, biochemické.a biologické studium nukleovych kyselin,

Obecn¥ pouZiivanym DNA-modelem je nap¥ikled kopolymer 2'—desoxyedenosin—S'-monofosfétu
(dAMP) e thymin-5 -monofosfétu (dTMP) s prisn& se sti¥f{dajici sekvenci a se dvojitou Sroubo-
viet,
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o o o =dANP-3dTNP~dAKP-dTHP-,, .,
ktery wd zkratku: poly d(a-T).

YV pripead® od DNA odvozenych DNA-polymeraes je nukleotidovy sled nového DNA-vldkna urdo-
vdn nukleotidovym sledem vzorové DNA, vnesené do smdsi, Pro syntézu poly d(4-T) je tedy ze~
potFebi takového poly d(A-T) vzorového primérniho komplexu. Vnesenim odpovidejiciho vzoro-
vého primdrniho komplexu Jje moZno vyrdb&t rizné polydesoxynukleotidy, jeko napbiklad
poly/dk/.poly/dT/, poly 4/G-C/, poly 4/I-C/, poly/dG/.poly/dC/, poly/dI/.poly/C/, piidem%
A znemend adenin, T thymin, G guenin, I inosin acC cytosin.

Jednotlivé DNA~polymerssové enzymy jsou naproti tomu schopny také bez z venku vnese-
ného vzorového primdrnfho komplexu tek zvené "denovo" syntézy poldy d/A-T/. Tekovym enzymem

-

je nap¥iklad enzym E.coli DNA-polymerssa I. :

Nedostatkem zndmych zpisobd pro enzymetickou p¥ipravu polydesoxynukleotidd je sku-
te¥nost, Ze¢ se enzymu miZe pouZit toliko jednou a Z%e p¥i zpracovdni resk&ni sm&si je odstre-
novdn! enzymu spojeno s jeho densturelizaci.

Je proto t¥eba vypracovat tekovy zplsob pPFipravy, ktery by nem&l tento nedostatek.

Zdkledem vyndlezu je poznatek, Ze shora uvedeny cil je dosaZitelny, jestliZe se syntéza
polydesoxynukleotidd provaadl za pomoci enzymu védzeného na pevny nosi¥. Tek se miZe.enzym
odstrenit z reckdni smési jednoduchym odfiltrovdnim s wiZe se ho op&tovn& pouiivat.

Dal¥im zédkladem vyndlezu je poznatek, Ze se na pevny nosi& mohou vézet a tek pro tento
Gdel pouzivat tekové DNA-polymerasové enzymy, kteréd majf vice neZ jednu merkaptoskupinu,
kterd netvor{ &dst sktivniho centra enzymu. T¥mito skupinami se totiZ miZe enzym substituci
protonu vdzst ne vhodny nosi&, eniZ tato vezbe zplsobuje ztrdtu sktivity nebo pokles skti-
vity.

Ne zdklad®& shora uvedeného se tedy wyndlez tykd zplsobu p¥{prav polydesoxynukleotidd
z 2 -desoxynukleosid-5 -trifosfétd s DNA-polymerasovym enzymem, ktery mé vice nef jednu
merkeptoskupinu, které nepet¥i k aktivnimu centru, v pFftomnosti dvojmocného kationu
a popripadd vzorového primdrniho komplexu ve vodném pufrovém prost¥ed! o hodnot¥ pH 6,5
a¥ 9,5, odpovidajicim pounZitému enzymu, pfi teplotd 15 a% 42 ¢, Podle vyndlezu se postupuje
tek, %e se jakoZto DNA-polymerssového enzymu pouZi{véd enzymu s merksptoskupinsmi schopnymi
vezzby na pevny nosi¥ kovalentni vazbou.

P¥i provedeni zpisobu podle vyndlezu se jakoZto pevného noside pouZivd imobilizoveného
¢inidla, které md thiolové skupiny.

K védzdni ehzymu Jjsou vhodné tekové pevné nosie, které jsou schopny védzat merkaptosku-
pinu. K takovym nosidim pat¥i imobilizovand thiolovd &inidle s modifikovenou agarosovou badzi,
jeko jsou nap¥fklad Thiopropyl-Sepherosa 6B (Pharmecia Informetion Booklet, 1977) nebo
sktivovand Thiol-Sepharosa 4B (Pharmacia Information Booklet, 1974).

Strukturs Thiopropyl-Sepharosy 6B je

%o-%m_m-s-s@
) 2 N

OH

pPidenZ matricf je modifikovend sgarosa.Thiopropyl-Sepheross 6B obseshuje 20 mmol 2-thiopy-
ridylovych skupin na 1 ml zbotnelého gelu; 1 g lyofylizoveného gelu zaujimé ve zbotnalém
stovu objem p¥ibli%n& 3 ml. 2~Thiopyridylovou skupinou meskovanéd a sktivovand imobilizovend
thiolovd skupina se miZe uvolnit rdznym zplsobem, mife se v3ak také uvédd&€t do reekce p¥imo
s merkaptoskupinou za vytvo¥eni disulfidové vazby. Podle informe&niho meteridlu Phermacie



3 ‘ 224618

Jje moldrnf extink¥ni koeficient p¥itom od¥t¥peného 2-thiopyridonu p¥i 343 nm 8,08 x
1

x 103 em™ .
Zvoleny pevny nosi¥ se zbotnd v kaliumfosfdtovém pufru /hodnota pH 7,4/, pek se plnf
do kolony a pek se vnese v pufru rozpudtény emzym.

Podle vyndlezu se pouZivd takovych enzymd, které obsshujf volné merkaptoskupiny schopné
reekce. K nim pet¥f z bekterie Escherichie coli izoloveny enzym DNA-polymersse typ I
(Kornbergove polymersse). Je to kulovitd molekula bez podjednotky o molekulové hmotnosti
109 000 g/mol obsehujfci 975 eminokyselin. Jeji aktivn{ centrum obsshuje té&% lysinovdu
& arigininovou molekulu. V molekule je jedna jedind sulfidovd vezba a jedna sulfhydrylové
skupine, Sulfhydrylovd skupine se miZe bez sniZeni aktivity uv4d¥t do reskce s jodscetdtem
a se solemi rtuti. ;

Podobn& jeko enzym z E.coli se inhibujfl také z jinych bekterif (Bacillus subtilis,
Micrococcus lisodeicticus a Kycobacterium tuberculosis) izolovené DNA-polymerované enzymy
typu I nikoliv sulfhydrylovymi &inidly, tedy podobn¥ jako se imobilizuje enzym z E.coli.
Soufasng se viak ze &tyl druhd bekterii isolovené DMA-polymerasové enzymy typu II e III
inhibuj{ sulfhydrylovymi ginidly, tekZe se nemohou vézet shors uvedenym zplsobem na pevny
nosi&, Z organismd sevcd dosud izolovanych DMA-polymeras (EC.2:7.7.7.) se rovnd% alfe-po-
lymeresy e geme-polymerasy inhibuji, zeti{mco bets-polymerasa se sulfhydrylovymi &inidly
neinhibuje.

Ne kolonu vneseny, v pufru rozpultény enzym se daldim enéymem splédchne do kolony e pak
se sm& pro co moZnd dokonalou vezbu desetkrdt pre¥erpd peristeltickym Serpadlem. Reakce pro-
bihd podle reakéniho schématu.

R=5-5 {O) + E-SH—> RS-SE + § :{@
N N
kde znamend

E enzym DNA-polymerasu typu I a
R Sepherosa-O-CH2~CH-CHZ-.

OH

MnoZstvi védzeného enzymu se mdZe pfimo stenovit m&Penim moldrn{ aebsorpce sv&tla odstd-
pené 2-thiopyridonové skupiny, nepfimo m&¥enfm mno¥stvi DNA, kterd se vyrobf syntézou kete-
lyzovenou enzyuem.

Po ukonéeni reakce vézdni enzymu se pufr vypustf, gel se promyvéd deldim &erstvym
pufrem zprvu tek dlouho, % spektrum odtékajicfho pufru nenf stejné jsko ¥istého pufru,
coZ je ssi 10 ml., Pak se promyvad deldimi 40 ml rychlostf{ 1| ml/min. Pro spektrofotometr}i
se pouZivéd registradnfiho spektrofotometru.

Takto vdzeného enzymu se pak pouZivéd pro syntézu polydesoxynukleotidd. Pro syntézu
pouZitéd resk&ni sm¥s obseshuje ve vodném prostied! jeko%to substrdt poufité desoxynukleo-
tidy & vzorovy primdrni komplex.

Reak&ni sm&s se nestavi pufrem, jehoZ mnoZstvi a kvelite museji zajistit optimdln{
funkei pouZitého enzymu, na hodnotu pH 6,5 e% 9,5, Do reskin{ sm¥si se krom¥ toho pFiddvé
kovovéd sl zaji¥fujfed optimélnf funkci enzymu, nejlépe hoFednatd sil, v odpovidejfci
koncentraci.

Kolone se temperuje na 37 °C @ nanese se ns ni resk¥n{ sm&s o teplot¥ rovn&Z 37 °C;
pek se pPelerpdvd odpovidejicim peristaltickym Serpadlem.
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Postup reskce se miZe sledovat riznymi zpdsoby, nep¥iklad m&¥enim rediozktivity létky
nerozpustné v kyselin¥, papirovou chromatogrefif, analyzou konedného produkiu nebo kontrolnf
reakci,

V p¥fipedd m¥Feni redioaktivity musi resk&ni sm&s obsshovat taské znadeny substrit.
K tomuto d&elu se miZe pouZit napiikled [HJJ AATP, M&Fen{ se provad{ tek, Ze se z kolony
vytékejici sm3si odebird v ur¥itych &asovjich obdobich vzorek vidy o objemu 25 pl Hemilto-
novou mikropipetou a slikvoty se m¥¥{ ne sklen¥nych filtrs&nich destilkéch typu GF/C
{primér.2,5 cm, Whatmen), Vklddej{ se do roztoku (10 ml roztoku ne sklendny filtr, 0 oZ 5 °C.
10 minut) ze studené 5% trichloroctové kyseliny o teplot® ¢ &% ) 9C (TCA) & 1% natriumpy-
rofosfdtu, promyjf se dvekrdt 3% roztokem trichloroctové kyseliny & pak dvekrdt 96% ethylal-
koholem a nakonec dvekrdt diethyletherem a su3{ se na vzduchu. Redioektivita v kyselin&
nerozpustinych polymernfch molekul (polymeru sestdvejictho z vice ne? 10 monomernich molekul)
se m&FL ve sm&si s toluenem Packardovym spektrometrem., Timto zplsobem se mdZe sledovet teké
kontrolnf reskce.

Papirovd chromatografie je vhodnd v pPipsd¥ redioaktivnich substrdtd ke kvantitstivni-
mu & u nesktivnich substrédtd nsopsk ke kvalitativnimu sledovdni reskce. Na ! cm 3iroky
2 15 e 18 cm dlouhy pepirovy proufek DE 81 (DEAE-celuldzs, Whatmsn) se nenese J &% 2) ul
reakdni sm@si., JekoZto prost¥edku se pouZiva 0,15 li roztoku hydrogenuhliiitanu =zmonného:
Rf hodnoty nukleotidd jsou 0,3% e% 0,55, polynukleotidy zlstivaji na vychozim bodu.

Do z gelu vypudtdné a vymyté (pri 260 nm kontrolovenéd) resk&ni smdsi se pPiddvd rouatok
obsahujici 2,5 molu chloridu sodného & 0,038 molu ethylendizmintetraoctové kyseliny ns litr
roztoku v objemovém pomdru 1 : 0,65 a pak se smds udrfuje pc dobu 1¢ minut ne teplotd 7¢ °C.
Po ochlezenl se vytPfepe tPFikrdt stejnymi objemy sm&si chlorcformu a isocemylalkcholu v pom¥ru
24 ; 1., DvE fdze se 0dd¥lf (odstieddnim nebo na pepiru k d¥leni fdzi, Whatmen) & vodnd féze
se dialyzuje dvekrdt destilovenou vodou zs (mfchédni, teplote 4 °¢, kontinudln¥), HEF{ se
vodivost dialyzovaného roztoku. KdyZ vodivost po pritoku (,8 1 dvekrdt destilovené vidy
dosdhne hodnoty dvakrét destilovené vody (0,2 8% 0,6 uS) Cislyzije se deldiui 0,4 a% C,
litry dvekrdt destilovenéd vody. Pek se produkt lyofilizuje &2 k suchu o vyjme se dc (7
molu TRIS.HC1 (o hodnot¥ pH 7,4), = 1674 molu ethylendiarintetrsoctové kyseliny; roztok
md objem 500 ml, Ze ziskaného roztcku odebrené alikvoty se podrobuji stenoveni koncentracs,
ultrafielového epektra, tepelné hyperchromicity e ektivity vzoru. Polymerni roztok se
skleduje p¥i teplotd -25 °C.

Kontrolnf reskce: Do 165 ul reekdni sm&si (stejného sloZsnf, joko md sm&s pouZitd pPi
reekei s imobilizovenym enzymem) se pPidd mnoZstvi enzymu objemovd odpuvidsjici a inkubuje

1

se pfi teploté 37 ®c. Vzorek se odebird ve stejnych &esovych otdobich joko v pFipad® kontro-
lovené reskce & shora popsanym zpisobem se nand3i na sklen&ny Tiltr (GF)C, zprazovivd se
a provede se méfeni.

L4

Skladovédnl a op&tné pouZit{ imobilizovaného enzymu se provaddji timtc zpdsobem:

Pb\vypuﬁténi a vymytf reakini smési se gel promyje daldimi €0 ml €0 mll keliuvwfosfd-
tového pufru e pek 20 ml 0,02% roztoku natriumazidu a v n¥m se ve sloupel nebo po odstrundni
z n&ho sklsduje pri teplotd 3 ai 6 ®c. Po vymyti natriumszidového roztoka se enzymu nlZe
znovu pouZit; p¥i op&tovném pouziti jeho pivodni aktivite klesd sotve o 0 aZ 5 %. Hejvice
znovu zkoumenym s stabilizovenym imobilizovenym enzymem byle E.coli DNA-polymerass I, stupen
II: v prdbdhu dvou m&sich se jejf ektivite pfi Zestkrét opekoveném pouZitil nezmdnils.

Zpisob podle vyndlezu mé tyto ddleZité pFednosti:

a) Ne pevny nosi¥ kovalentn{ vezbou vézany enzym DNA-pclymerass se podili ne syntéze
desoxypolynukleotidu reskci s heterogenr{ fdz{, po ukondeni reskce se mliie bez densturslizrce
z reskdni sm&si odstranit,
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b) Védzeného enzymu se md%e opakovan¥ pouZivat.

¢) Védzaného enzymu se také miZe pouzivet pfi kontinudlnim provoiu. Zplisob podle vyndlezu
lezu blf%e objasnuji p¥iklady provedeni.

P¥1Lfiklad 1
8) Zplsob pPipravy Thiopropyl-Sepharosy 6B

1 g lyofilizoveného obchodniho thioclového ¥inidla Thiopropyl~Sepharosa 6B se nechdvd
zbotnat po dobu 15 minut p¥i teplotd mistnosti v 60 wi keliumfosfdtového pufru (hodnote
pH 7,4), pak se plni do sklen¥né kolony s pld¥tdm & se sklendnym filtrem (1,5 x 15 cm)

a promyje se 200 ml hora uvedeného pufru, aby se obchodni ptidany stebilizesdni prostPedek

vymyl.

b) do pFibliZng 0,5 ml pufru ned usazenym, bublin prostjm gelem se piridd 100 jednotek

(20 m1) E.coli MRE 600 DNA-polymerasy I, stupeh I s m&rnou sktivitou 3 85C jednotek/mg
bilkoviny Hemiltonovou mikropipetou. (Jedna jednotka enzymu DNA-polymerasa vestavi 10 nmolu
celkového nukleotidu p¥i teplotd 37 °c v prib&hu 30 minut do v kyselin® nerozpustného poly-
meru v p¥itomnosti odpovidejfciho vzorového primdrniho komplexu v uréitém pufru). Pomalym
odkapdvénim se vpusti do gelové vrstvy (0,1 % C,2 ml/min) e spldchne se do n{ dal8fmi ¢ ml
pufru pPi teplotd mistnosti a pek se preferpd desetkrat peristaltickym Zerpedlem,

¢) Syntéze poly d(A-T)

Sloupce se temperuj{ termostetem ne 37 ° a pek se do gelu vpustf 10 ml reakéni smdsi
tohoto slofenf: 60 mmol/l ksliumfosfétu hodnots pH 7,4), & mmol/l chloridu hoFe&nstého,
i mmo1/1 [#3] AATP jehoZ m¥rné ektivite je 10,9 rozpadd/min ne mel , 1 mmol/l aTTP,
100 umolu [P] /1 sktivovaného poly d/A-T/ vzorového primdrnfho komplexu rozpuit¥ného dvakrdt
destilovanou vodou na objem 10 ml, Mrtvému prostoru odpovidejicich 2 s% 3 ml pufru (kontro-
lovéno spektrofotometricky) se vylije, pek se reakdni sm&s peristaltickym &erpadlem pfe-
gerpavé rychlost{ 0,5 ml/min. Postup reekce se mi%e sledovat m¥Fenim radiosktivity.

Po resként dobs 24 hodin je vzniklé mnoZstvi polymeru ne zékladd vestevdn{ [HO| dAMP
do v kyselin¥ nerozpustné ldtky 3,04 mg. Spotfebuje se 45 % substrdtu.

Z tokto ziskendho poly d/A-T/ se odd&li dialyzou létky s nizkou wolekulovou hmotnosti.
MnoZstvi &istého e nativnfho poly 4/A-T/ s vysokou molekulovou hmotnosti 200 CC0 g/mol je
2,2 ng. )

P¥{kled 2

Zptisobem popsanym v prikladu 1 se védZe 15C jednotek (100 ml) enzymu E,coli MRE DNA-po-
lymerass I, stupen IT s mérnou sktivitou 116 jednotek/mg bilkoviny ne imobilizované thiclo-
vé %inidlo. Syntéza se provadi zpGsobem popsenym v p¥fkledu 1. JakoZto substrdtu se pouZivd
2 mmol/1 H3- dATP 8 2 mmol/l dATTP. MnoZstvi tekto v prdb&hu 4 hodin syntetizovaného poly-
meru Je podle mdfeni rediosktivity 2,37 mg, spotPebs substritu je 18 %. Molekulovéd hmotnost
jzoloveného a &i%t¥ného polymeru je nfzkd (3 a¥ 200 000 g/mol), jeho mnoZstvi je 1,78 mg.

P¥{f{klad 3

Ne imobilizovené thiolové ¥inidlo se vé%e zpisobem popsenym v pPfkladu ! 45 jednotek
{50 mi} enzymu ¥, coll MRE 600 DMNA-poclymerasaz I ve formé& fragmentu {enzym 4 podle Klenowa)
s marnou diinunosti 6 940 jlednotek ne mg bilkoviny. Tzké syntéze se provad{ zpiscbem popsenym
v pFikledu 1, Jekoitc suhstrdtu se pouivd 0,5 mmol/1 [#3] aATP 2 0,5 mmol/1 GTTP, Podle m&Fent

rediosktivity ie mnoZsivi takto v pribghu 24 hodin syntetizovaného vefkerého polymeru 22,74 mg,
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spotfebs substrdtu je 82 %. Izolovany, &i3tZny poly 4/A-T/ mé vysokou molekulovou hmotnost
(vEt3L ne% 260 00C g/mol) a jeho mnoZstvl je 2,12 mg.

:

PREDVET VYNALEZU

Zplsob syntézy polydesoxynukleotidd z 2'-desoxynukleotid-i'-trifosféta, Jako je
2 -desoxyedenosin-3’-trifosfdt a thymidin-j ‘~trifosf4t nebo 2-desoxyguanosin=5"=trifosfat
& 2 -desoxycytidin-)‘~trifosfat, DNA-polymeresovym enzymem, ktery mé alespoR jednu merkap-
toskupinu, kterd nepatii k sktivnimu centru, v p¥{tomnosti dvojmocného kationtu e poptipadd
vzorovéuu primdrnimu komplexu v pufrovaném vodném prost¥ed! o hodnot® pH 6,5 a% 9,5, odpovi~
dajfcim pouZitému enzymu, p¥l teplotd 15 a3 42 °C, vyznedujicl se tim, Ze se jako DNA-po-
lymerossvého enzymu poulfvd enzymu vézandho kovalentnf vezbou ns pevny nosi¥ schopny vézet
merkeptoskupiny, kterjm je imobilizovené ¥inidlo obsshujfcf thiclovou skupinu.
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