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ANOTACE

Tato prace se zabyva pouzitim rizné modifikovanych oligonukleotidii jako specifickych
blokatortt PCR. Oligonukleotidy tvofi soucast PCR reakcni smési a je sledovan jejich vliv na
prabéh PCR reakce. Studovanymi modifikacemi jsou fosforothioaty, 2‘-O-Me-RNA, peptidové

nukleové kyseliny a oligonukleotidy s 5°C18 spacerem.

KLIiCOVA SLOVA

PCR reakce, oligonukleotidy, modifikace, inhibice, fosforothioaty, 2°-O-Me-RNA, pepidové
nukleové kyseliny, 5’C18 spacer

TITLE

Application of modified oligonucleotides as specific PCR blockers

ANNOTATION

The work deals with modified oligonucleotides as specific PCR blockers. Oligonucleotides are
contained in PCR reaction mix and their effect during PCR reaction is monitored. Studied
modifications are phosphorothioates, 2°‘-O-Me-RNA, peptide nucleic acids and

oligonucleotides with 5°C18 spacer.

KEY WORDS

PCR reaction, oligonukleotides, modifications, inhibition, phosphorotioates, 2°-O-Me-RNA,

peptide nucleic acids, 5’C18 spacer
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0 UVOD

Polymerazova tetézova reakce (PCR) predstavuje jeden ze zdkladnich nastroji nejen
molekularni biologie. Od jejiho objevu Karym B. Mullisem v roce 1983 prosla fadou inovaci a
obmeén. Jednou z nejvyznamnéjS$ich modifikaci PCR je reakce je tzv. kvantitativni real-time
PCR, ktera krom¢ namnozeni vybrané sekvence nukleové kyseliny umoznuje i kvantitativni

hodnoceni v realném case.

PCR reakce je do urcité miry velmi specificka. Pfi pouziti ¢istého vzorku templatové
DNA, spravnych primert a polymeraz a probihajici za optimalnich podminek dokaze velmi
ucinné namnozit vybrané sekvence. Ne vZdy je ale tato podminka splnéna, vzorky jsou casto
tvofeny slozitymi matricemi, a tak je PCR ovliviiovana riznymi dal§imi latkami, a to pfevazné
ve smyslu negativnim, inhibujicim.

PCR mize byt inhibovana specificky nebo nespecificky. Specifickou inhibici se rozumi

takova inhibice, kterd je zdvisld na sekvencich templatové DNA nebo primerd. V piipadé

nespecifické inhibice pak nehraji sekvence tamplatu nebo primerti zadnou roli.

Tato préce se zabyva modifikovanymi oligonukleotidy, které maji potencial slouzit jako
specifické inhibitory PCR. Na riznych systémech bude ovéteno, zda-li opravdu dokdzi PCR

reakci inhibovat a pokud ano, tak jestli se jedna o inhibici specifickou.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR; z angl. Polymerase-Chain Reaction) je uéinny
nastroj pouzivany k rychlému namnozeni (amplifikace) konkrétni nukleotidové sekvence DNA
Vv prostiedi in vitro. Svétu byla predstavena v roce 1983 Karym B. Mullisem, ktery za ni v roce
1993 obdrzel Nobelovu cenu (Smarda, 2005; Mullis, 1994). V dnesni dobé je nezastupitelnou

a jednou z nejpouzivanéjSich metod molekularni biologie.

1.1.1 Princip a provedeni PCR

Metoda PCR vychazi z ptirozeného procesu bunééné replikace DNA, pticemz ,,podstatou
PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcli vybranych useki
dvoufetdzcové DNA ve sméru 5° — 3¢ prostiednictvim DNA-polymerazy (Smarda, 2005, s.

73).

Vybrana nukleotidova sekvence je ohranic¢ena dvéma kratkymi (obvykle nukleotidovymi
sekvencemi, tzv. primery, kdy kazdy z primert naseda na protilehlé vlakno matetské DNA. Na
primery jsou pak pomoci DNA-polymerazy ptfipojovany dalsi nukleotidy a dochéazi k syntéze

novych vlaken dle templatové sekvence.

DNA-polymerazy pouzivané pro PCR jsou izolované z termofilnich mikroorganismii
kvtli jejich stabilité a odolnosti vi¢i vysokym teplotdm. Nejznaméjsi takovou termostabilni
polymerazou je Taq Polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus, jejiz teplotni
optimum je 80 °C a odolava tak teploté, pii které dvoutetézcova DNA denaturuje (Chien, 1976).
Dalsi hojné pouzivanou termostabilni polymerazou je Pfu DNA-polymeraza izolovana

z organismu Pyrococcus furiosus (Dorak, 2006).

Cely proces PCR je rozdélen do opakujicich se cykli, béhem kterych dochézi
k exponencialnimu nartistu mnozstvi PCR produktu (2", kde n je pocet cykli). Kazdy z cyklu
je tvotfen 3 zdkladnimi kroky odrazejici jednotlivé reakéni déje s jinym teplotnim optimem

(Smarda, 2005):

1. Denaturace. Pii teploté pfiblizné pii 94 °C dochazi k rozvolnéni dvousroubovice
DNA a vznikaji 2 samostatnd vldkna. Diilezitou roli hraje denaturace béhem prvniho

cyklu, proto je DNA zahtivana na vyssi teplotu po delsi dobu (cca 2-5 min). Béhem
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dal$ich cykla je doba denaturace zkracena na nékolik sekund, ¢imz se tolik nezatézuje

DNA-polymeraza a je mozné provést vétsi pocet cyklu.

2. Nasednuti primeru (tzv. annealing). Primery jsou komplementarné navazany na
rozvolnéna vldkna DNA. Teplota annealingu je volena v zavislosti na pouzitych
primerech (nesmi byt vétsi, nez je bot tani primert). V dneSni dobé existuje fada
nastrojii umoznujicich podle riiznych algoritmti vypocitat idedlni teplotu annealingu
piimo pro konkrétni primery. Obvykle se tato teplota pohybuje ptiblizn¢ mezi 30-
65 °C (Rychlik, 1990).

3. Syntéza DNA (tzv. elongace). DNA-polymeraza naseda na vlakno s hybridizovanym
primerem a dle templatu syntetizuje nové vlakno DNA. Teplota tohoto kroku by m¢la
odpovidat teplotnimu optimu pouZzit¢é DNA-polymerazy, pficemz byva mezi 65-

75 °C.
STEP 3
DNA SYNTHESIS
STEP sy STEP2 5/ El
HEAT TO COOL TO q ‘ 3,w5,
SEPARATE ANNEAL + DNA polymerase
o y  STRANDS PRIMERS + dATP products of
B :ggﬁ first cycle
region of +dTTP ,
double-stranded e — —;w 3’Mg:
m
DNA to be
amplified pair of
=_ - primers
FIRST CYCLE OF AMPLIFICATION
Obrazek 1 Prvni cyklus PCR amplifikace (Alberts, 2014, s. 337).
1st cycle 2nd cycle 3rd cycle 30th cycle
—  — |
—— ~ =
I
[ = ]
[
e = [==—=7l
Template DNA M— S~ e
(single copy)  —
= ]
=———— :
—— o — 2% = 10° copies
—i ~ 7
——
|y w = [/
|
= it [—=!
[ Derourion )+ pvesing > exenaon | -
2' = 2 copies 22 = 4 copies 23 = 8 copies

Obrazek 2 Exponencialni nariist PCR produkti (Thermo Fisher Scientific, nedatovano)
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Vyslednym produktem PCR rekce jsou tzv. amplikony, coz jsou tseky DNA o piesné

definované délce (desitky az tisice part bazi).

Reakéni smési pro PCR obsahuji kromé jiz zminiovanych primerti, polymeraz a templatu
také nukleotidy, které slouzi jako zakladni stavebni jednotky pro syntézu DNA vlaken, a ionty,
predevsim Mg?" slouzici jako kofaktor DNA-polymeraz. Vodné prostiedi je poté zajisténo

pufrem.

Vlastni PCR reakce probihaji ve specialnich zafizenich zvanych termocykléry. Jsou to
jakési teplotni inkubatory umoziujici velmi rychlé a presné zméeny teploty v raznych casovych

intervalech dle nastaveného programu.

PCR predstavuje univerzalni metodu pro takové sekvence DNA, u nichz zname alespoii
pocatek a konec. Nicméné je nutné, vzhledem k riznorodosti pouZzitych primerd a DNA-
polymerdz, optimalizovat jednotlivé reakéni podminky, jako je teplota a doba jednotlivych
krok® cyklu, koncentrace vstupniho templatu, koncentrace hofeénatych iontt atd (Smarda,

2005).

1.1.2 Real-Time PCR

Real-Time PCR, pro své nejcastéjsi pouziti nazyvana také kvantitativni PCR (QPCR),
umoznuje Sledovat mnozstvi vznikajiciho produktu béhem jednotlivych cykla v redlném case

bez nutnosti analyzovat vytézek napt. gelovou elektroforézou, jako je tomu u klasické PCR.

Detekce v real-time PCR:

V soucasnosti existuje mnoho metod, jak detekovat mnozstvi vznikajici DNA. Jak uvadi
Smarda (2005) ,,Pro kvantitativni detekci produktu v priibdhu PCR existuji tii obecné metody

zalozené na pouziti:

¢ interkala¢niho barviva vazajici se na DNA,
e fluorescencné znacenych sond vazajicich se na stiedni ¢ast amplifikovaného produktu,

e fluorescencné znacenych primert.

Ptikladem interkala¢niho barviva je fluorescen¢ni kyanové barvivo SYBR® Green I
(Molecular Probes Inc., Life Technologies Corporation), jez emituje zelené svétlo
(Amax = 520 nm). Barvivo se vaze na maly zlabek dsDNA molekuly a fluorescencné aktivni je
az po navazani na DNA. Jak roste mnozstvi amplikond, zvySuje se i mnoZzstvi barviva

vazajicitho se na DNA a tim roste mnozstvi emitované fluorescence. DalSim interkala¢nim
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barvivem je dfive pouzivany ethidium bromid. Interkalaéni barviva, na rozdil od
fluorescencnich znacek, se vazi na DNA nespecificky, cozZ mize negativn¢ ovlivnit vysledek

PCR. Naopak, jejich vyhodou je univerzalni pouziti a lepsi cenova dostupnost.

Jako fluorescenc¢ni znacky primerti a sond se pouzivaji molekuly fluoroforii. Tyto molekuly
jsou po predchozi absorpci svétla urcité vinové délky schopné emitovat do svého okoli zareni
jiné (vyssi) vinové délky.

Primer nebo sonda muze byt znacena samotnym fluoroforem nebo dvojici fluorofor a
tzv. zhasec, spojené kratkou sekvenci DNA. Ta drzi obé molekuly blizko u sebe, pficemz
zhasec¢ prejima energii fluoroforu a rozptyluje ji do okoli ve formé tepla nebo svétla. Pokud je
ale jedna z molekul od druhé oddalena (napf. spojovaci sekvence je degradovana 5°-3°
exonukleazovou aktivitou Taq polymerazy, ptipadné je hybridizaci s templatem rozvolnéna do
jiné konformace), zhaseni fluoroforu je ukonéeno a dochazi k emisi fluorescence. Piikladem
takovych systému jsou sondy TagMan® (Roche Molecular Diagnostics a Applied Biosystems,
nyni soucast Thermo Fisher Scientific), sondy Molecular Beacons (,,molekuldrni majaky*),
nebo napft. bifunkéni molekuly Scorpions® (Sigma-Aldrich, nyni Merck). Zhéaseni fluoroforu
probiha ve vzdalenostech 10 — 100 A, coZ odpovida vzdalenosti 1 — 5 nukleotidd. (The
Polymerase Chain Reaction, 2005; Smarda, 2005; Navarro, 2015; Mackay, 2002)

Kinetika gPCR reakce:
Pribéh PCR je mozZné rozdélit do nasledujicich fazi:

1. Faze zékladni linie. Béhem této faze dochazi k prvnim amplifikacim DNA, nicméné

mnozstvi fluorescence je stale jesté nizké a nepiesahuje troven pozadi.

2. Exponencialni fdze. Dochazi k exponencidlnimu nartstu DNA a mnozstvi fluorescence

nad prah pozadi. Fluorescence je jiz zaznamendvana detektorem. V idedlnim ptipadé
(100% ucinnost reakce) vznikaji z kazdé molekuly templatu 2 nova vladkna DNA.
Redlné ale neni toto pravidlo splnéno a amplifikaéni kiivka se tak postupné meéni

z exponencialni na linearni (viz Obrazek 3).
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Real versus ideal amplification
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Obrazek 3 Porovnani ideélni a realné amplifikace béhem qPCR (Dorak, 2006, s. 8).

3. Linearni faze. Béhem této faze dochazi ke strmému narastu fluorescence, mnozstvi

DNA je na vysoké urovni.
Féze platd. Z reakéni smési jsou postupné vycerpavany jednotlivé komponenty, coz ma
za nasledek vyrazné zpomaleni reakce. Vzhledem k tomu, Ze mnozZstvi udavané

fluorescence nemusi odpovidat redlnému mnoZzstvi pfitomné DNA, je tato faze

nevhodna pro kvantifikaci.

(gmarda, 2005; Dorak, 2006; Real-time PCR, 2014)

JPlateau” faze

Linearni faze

Fluorescence

Exponencialni faze
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A
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Ct Pocet cykll
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Obrizek 4 Priibeh a kinetika qPCR (Real-time PCR, 2014)

Ditlezitym bodem v priibéhu PCR reakce je Cislo cyklu, béhem kterého fluorescence

piekrocila prah pozadi a je jiz snimana detektorem. Tento bod oznacujeme jako Ct hodnotu
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(z angl. ,,cycle threshold), neboli prahova fluorescence. Ct hodnota ¢asteéné odrazi mnozstvi
DNA, které bylo ptivodné ve vzorku. Cim vice templatu je piitomno, tim rychleji nartista
fluorescence a tim dfive ji detektor zaznamena. Obecné tedy plati: ¢im nizs§i Ct hodnota, tim
vice vstupni DNA bylo ve vzorku a naopak. DNA s Ct hodnotou vétsi jak 38 mizeme

povazovat za kontaminaci. (What Is a Ct Value?, 2017)
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1.2 Oligonukleotidy, jejich syntéza a modifikace

Oligonukleotidy jsou kratké a piesné definované sekvence nukleotida (ptiblizné 20 az 30
bazi) spojené fosfodiesterovou vazbou. Ta vznikd kondenzaci hydroxylu fosfatové skupiny na
5¢ konci cukru jednoho nukleotidu a hydroxylu na 3¢ konci druhého nukleotidu. Jedna se o
kratké useky DNA, které postradaji koncové fosfatové skupiny. Struktura oligonukleotidu
tvofeného 4 bazemi A (adenin), C (cytosin), G (guanin) a T (thymin) je zndzornéna na

Obrazku 5.
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Obrazek 5 Struktura oligonukleotidu (Standard oligo structure, 2010)

Oligonukleotidy jsou pouzivany napfi¢ technologiemi molekularni biologie, kde se
uplatiiuji predevS§im jako primery pro PCR. Kromé& védy a vyzkumu se oligonukleotidy
uplatiuji také v medicing, a to pfedevsim v diagnostice a genové terapii, dale pak v genovém
inzenyrstvi, farmacii nebo ve forenznich védach. Oligonukleotidy jsou syntetizovany tak, aby
ve vzorcich prostfednictvim hybridizace rozpoznavaly komplementarni sekvence nukleovych
kyselin. VyuZzivaji se jak samotné oligonukleotidy, tak i nukleotidy s riznymi modifikacemi.

(Rehmann, 2004; Chemical Synthesis of Oligonucleotides, b.r.)

1.2.1 Syntéza oligonukleotidi

Prvni syntézy oligonukleotidli probihaly ve vodném prostiedi, pozdéji pak na pevné fazi
a byly zaloZené na fosfotriesterovych, nebo H-fosfonatovych reakcich. Ackoliv jesté stile
mohou nachazet uplatnéni (pfedev§im pfi syntézach rtznych analogi), vétSina modernich

syntéz je zalozena na reakcich s fosforamidity (fosforamiditova syntéza). (Rehmann, 2004)
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V dnesni dobé je velmi oblibend komer¢ni syntéza oligonukleotidli dle ptani a potieb
zakaznika, kdy je zdkaznikovi syntetizovana pozadovana sekvence, ptipadné i dalsi modifikace.
V soucasnosti se na trhu nachazi mnoho spolecnosti zabyvajici se individudlni syntézou
oligonukleotidu, jako je napt. Integrated DNA Technologies (IDT), Invitrogen, Merck (diive
Sigma-Aldrich) a dalsi (Rehmann, 2004). Zastupcem na ¢eském trhu je pak Generi Biotech.

Fosforamiditova syntéza

Fosforamiditova syntéza je v soucasnosti nejpouzivanéjSi metodou pro chemickou
syntézu oligonukleotidi. Touto metodou je mozné syntetizovat jak nemodifikované, tak i

modifikované oligonukleotidy s délkou vice jak 200 nukleotidi. (Rehmann, 2004)

Podstatou fosforamiditové syntézy je prodluzovani fetézce postupnym pfipojovanim
fosforamiditovych monomerti. Jedna se o derivaty nukleotidd, jejichz reaktivni skupiny jsou
chranény proti pfipadnym vedlejSim reakcim a napomadhaji tak spravné syntéze ftetézce.
Postupem ¢asu bylo vyvinuto nékolik metod a moznosti, jak chranit reaktivni skupiny, ale dnes
se pouzivaji vyhradné ty, které navrhl Khorana a kolektiv v roce 1963 (Schaller, 1963;
Amarnath, 1977):

» Hydroxylova skupina na 5°‘C ribozy je chranéna 4,4-dimethoxytritylovou
skupinou (DMT), ktera je labilni v kyselém prostiedi.

» Exocyklické aminové skupiny jednotlivych bazi jsou chranény riiznymi ¢inidly:
benzoyl je pouzivan na ochranu adenin i cytosinu, acyl je vhodny pouze pro
cytosin a guanin je chranén isobutyrylem. Jelikoz thymin ve své struktufe
neobsahuje Zadny exocyklicky amin, neni potfeba jej chranit.

» Hydroxylova skupina na 3°C ribozy je fosforylovana, pficemz na ochranu

vzniklé fosfatové skupiny se nejlépe osveédcil diisopropylamin a 2-cyanoethyl.

Chrénici skupiny jsou odstranény v ramci syntézy (DMT), pfipadné aZ na konci, kdy je
jiz plné syntetizovany fetézec oligonukleotidii. Struktura fosforamiditi s ochrannymi

skupinami je znazornéna na Obrazku 6.
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dC-phosphoramidite T-phosphoramidite

Obrazek 6 Struktura fosforamiditovych monomert s ochrannymi skupinami (Standard oligo structure, 2010)

Syntéza oligonukleotidi probiha na pevné fazi. Tou je nejCastéji porézni sklo
(controlled pore glass — CPG) nebo makroporézni polystyren (MPPS). Na tuto pevnou je fazi
je pies molekularni linker napojen po¢ate¢ni (3-terminalni) nukleotid. (Rehmann, 2004) Vazba
je tvofena reaktivni skupinou linkeru a 3¢ hydroxylem, pfi¢emz celd syntéza probiha ve sméru

3¢ — 5. (Chemical Synthesis of Oligonucleotides, b.r.)

Cely proces fosforamiditové syntézy je mozné rozdélit do 4 krokd, které se cyklicky
opakuji. Jedna se o odblokovani (detritylace), coupling, capping a oxidace. Béhem odblokovani
dochdzi pisobenim kyseliny trichloroctové k odstranéni 5°-DMT protektivni skupiny z jiz
navazaného nukleotidu. Tim je odhalen reaktivni 5 hydroxyl, na ktery je mozné v dal§im kroku
(coupling) navazat dalsi nukleotid, resp. fosforamidit. Vazba fosforamiditu na volny hydroxyl
vyzaduje pfitomnost tetrazolu, diky kterému dochazi k vytvofeni tetrazolylového
meziproduktu, ktery pak reaguje s volnym hydroxylem za vytvoreni dvojice nukleotidl
spojenych fosfit-triesterovou vazbou. Nezreagované 5° hydroxylové skupiny jsou béhem
cappingu acylovany, ¢imz je zabranéno reaktivité v dal§im cyklu. Prodluzovani tohoto fetézce
by totiz vedlo k nespecifickym produktim s chybéjici bazi. Dalsim krokem cyklu je oxidace

fosfit-triesterové vazby na stabilnéjsi fosfotriesterovou vazbu pomoci jodu. Fosfotriesterova
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vazba zlUstdva chranéna cyanomethylem proti piipadnym vedlejSim reakcim. Po oxidaci

nasleduje opét prvni krok syntézy, detritylace posledniho navazaného nukleotidu.

V této fazi je mozné navazat dalsi fosforamidit a pokracovat tak v syntéze, nebo
Vv piipadé, Ze jsou jiz navazany vSechny nukleotidy ze sekvence, tuto syntézu ukoncit. Nejprve
je oligonukleotid puisobenim hydroxidu amonného uvolnén z pevné faze a poté je roztok
s volnymi oligonukleotidy zahtivan. Tim dochazi k postupnému rozruseni vazeb mezi
chranicimi skupinami a oligonukleotidem. Cyanoethyl a benzoylové skupiny chranici adenin a
cytosin jsou uvolnény rychle, ale isobutyryl chranici guanin je vii¢i hydrolyze rezistentnéjsi,
proto je nutné roztok zahtivat po del$i dobu. (Solid-phase oligonucleotide synthesis, 2005)

Schéma celého procesu je znazornéno na Obrazku 7.

Syntetizované oligonukleotidy je potfeba pted dalsi aplikaci precistit, nejcastéji pomoci

HPLC. (Rehmann, 2004; Chemical Synthesis of Oligonucleotides, b.r.)
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Obrazek 7 Schéma fosforamiditové syntézy (Figure 1 | The phosphoramidite oligonucleotide synthesis cycle, b.r.)

Enzymaticka syntéza

Kromé¢ vyse zminénych chemickych metod je mozné oligonukleotidy syntetizovat také
enzymaticky. Prvni moznosti bylo pouziti pankreatické RNazy, ktera je za urcitych
specifikovanych podminek schopna mezi nukleosid-2,3‘-cyklickym fosfatem a nechranénym

nukleosidem vytvofit internukleotidovou 3°—5° vazbu a syntetizovat tak kratké oligunkleotidy.

VéEtsi rozvoj enzymatické syntézy nastal s objevem enzymu polynukleotidové
fosforylazy (PNP), ktera v pfimém sméru katalyzuje pfeménu nukleosid 5°-difosfat na

ribonukleotid. PNP velice tézko piipojuje pouze jediny nukleosid 5°-difosfat, nicmén¢ tento
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problém byl vyfeSen protektivni skupinou na 3° hydroxylu. BohuZzel, tato metoda nikdy

optimalizovéana pro syntézu delSich oligonukleotidi.

Dalsi moznosti, jak syntetizovat delsi fetézec oligonukleotidd, je vyuzit spojovaci
aktivity RNA ligazy a spojit vicero kratSich oligonukleotidii v jeden delsi fetézec. I u této

metody je nutné ochranit 3° hydroxylovou skupinu. (Hogrefe, 2013)

Automatizace syntéz

Prvni oligonukleotidy byly syntetizovany manualné. Na ptelomu 80. a 90. let minulého
stoleti ale uvedla firma Applied Biosystems (dnes soucast Thermo Fisher Scientific) piistroj
schopny automatické syntézy oligonukleotidi, DNA/RNA synthesizer model 394. Od té doby
prosly syntezatory velkym rozvojem a dnes je mozné si vybrat z nékolika modell riiznych
firem. Pfevazna vétSina pristroju syntetizuje oligonukleotidy prostiednictvim fosforamiditové

metody. (Rehmann, 2004)

1.2.2 Modifikace oligonukleotidi

Syntetické oligonukleotidy, jak jiz bylo zminéno vySe, jsou Siroce vyuZivany na poli
molekularni biologie, ptredevsim jako rizné primery nebo sondy. Ve své pfirozené podob¢ maji
standardni vlastnosti, které jsou dany ptedevsSim jejich strukturou. Ne¢kdy je ale vyhodné
nékteré z téchto vlastnosti potlacit, nebo naopak posilit. Toho miizeme docilit prostiednictvim
riaznych modifikaci. Vysledkem tak mize byt naptiklad vétsi stabilita komplexu po hybridizaci,
rezistence viici nukledzové aktivité polymeraz nebo moZznost pfipojit oligonukleotid na rizné
povrchy. Modifikovat mtizeme cukr-fosfatovou kostru na 3¢ nebo 5° konci i jednotlivé baze.
Nékteré z moznych modifikaci a jejich umisténi ve struktuie oligoukleotidu jsou znazornény

na Obrazku 8.

Modifikované oligonukleotidy jsou stejné jako nemodifikované komeréné dostupné a
jejich syntéza Casto vychazi z fosforamiditové metody. (Oligo Modifications for Increased
Duplex Stability & Nuclease Resistance, 2018).
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Obrazek 8 Nékteré mozné modifikace nukleotidu (Oligo Modifications for Increased Duplex Stability & Nuclease
Resistance, 2018)

1.2.3 Potencidlni modifikace oligonukleotidii chranici pred exonukleiazovou

aktivitou

Nekteré DNA polymerazy jsou schopné vlakna DNA nejen syntetizovat, ale také
rozkladat (maji tzv. nukleazovou aktivitu). RozliSujeme 2 typy nukleazové aktivity, a to podle
toho, jestli degradace zacind na konci sekvence — tzv. exonukledzova aktivita, nebo uvnitt

sekvence — tzv. endonukleazova aktivita. Exonukledazova aktivita je mozna ve dvou smérech:

1. 3°-5° exonukleazova aktivita je nukledzova aktivita proti sméru syntézy. Polymeraza
tak zpétné degraduje fetézec, ktery nasyntetizovala. Tohoto jevu polymeraza vyuziva
pfi opravach Spatné inkorporovanych nukleotidi (tzv. ,,proofreading®).

2. 5°-3° exonukleazova aktivita je aktivita ve smeéru syntézy. Polymerdza je schopna

degradovat jiz nasyntetizovany Fetézec a misto né¢ho syntetizovat jiny.

Nize jsou popsany modifikace, které chrani nahybridizované oligonukleotidy pted
exonukledzovou aktivitou polymerdzy a maji tedy potencidl inhibovat PCR reakci. Popsany

jsou pouze modifikace relevantni pro vypracovani této prace.

Fosforothioaty

Fosforothioaty jsou oligonukleotidy, v jejichz fosfodiesterové vazbé je jeden

z nevazebnych kyslikd nahrazen za siru. Takto modifikovand mezinukleotidova vazba je
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rezistentni vic¢i nukleazové degradaci, zdroveil ale maji tyto oligonukleotidy, v porovnani
s oligonukleotidy obsahujici fosfodiesterovou vazbou, nizsi afinitu vici cilové sekvenci. Je
mozné modifikovat pouze vybrané vazby (vznikaji tak tzv. ,,smiSené fosforotioaty*) nebo
vSechny mozné vazby v oligonukleotidu (tzv. ,,¢isty fosforothioat™). Zaroven je mozné tuto
modifikaci kombinovat s nékterymi dal$imi modifikacemi, napf. s 2-O-Me modifikaci.
(Modifikace oligo, 2018; Oligo Modifications for Increased Duplex Stability & Nuclease
Resistance, 2018; Oligo modifications that block nuclease degradation, 2018)

Phosphodiester Bond Phosphorothioate Bond
CH Base CH, Base
0 0O
N S<p/
/ "0 ¢ >0
0 CH, Base O CH, Base
o} o}
HO HO

Obrazek 9 Fosfodiesterova a fosforothioatova vazba (Know Your Oligo Mod: Phosphorothioate Bonds, 2018)

2¢-0-Methyl-RNA

V piipadé€, Ze neni potieba zachovat hydroxy skupinu na 2°C cukru, je mozné pro
zvyseni nukledzové rezistence nahradit vodik této skupiny za methyl. Pfirozené se tato
modifikace vyskytuje jako psttranskripéni modifikace RNA, napf. u tRNA a jinych malych
RNA molekul. Synteticky modifikované 2°-O-Me-RNA oligonukleotidy jsou chemicky i
teplotné stabilnéj$i nez samotné RNA molekuly. Tuto modifikaci je mozné doplnit také
fosforothiodtovou vazbou (tzv. ,,chimérické oligonukleotidy*), ¢imz je nukleazova rezistence
jesté vice umocnéna. Pouziva se predevsim pro antisense aplikace. (Oligo Modifications for

Increased Duplex Stability & Nuclease Resistance, 2018)
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Obrazek 10 Struktura 2'-O-Methyl-RNA nukleotidu (Figure 2. 2'-O-Methyl RNA, 2018)

Peptidova nukleova kyselina

Peptidova nukleova kyselina (PNA) je uméle syntetizovany polymer, strukturné
podobny nukleovym kyselinam. Cukr-fosfatova kostra nukleovych kyselin je nahrazena
opakujicimi se jednotkami N-(2-aminoethyl)-glycinu navzajem spojenych peptidovou vazbou.
Kazda glycinova jednotka nese jednu ze ctyt dusikatych bazi, jako je tomu u nukleovych

kyselin, a diky tomu je mozné PNA s nimi na zakladé komplementarity hybridizovat.

PNA-DNA duplexy jsou oproti odpovidajicim DNA-DNA duplexim mnohem
stabiln&jsi a zarovenn DNA polymerazy nedokazi PNA rozpoznat jako primer. Diky tomu maji
vysoky potencial specificky snizovat efektivitu PCR. Tento jev je znam jako ,,PNA
zprostiedkovany PCR clamping“. (PNA PCR Blockers, 2018)
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PNA DNA

Obrazek 11 Chemicka struktura PNA a DNA (Leukemia, 2004)
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C18 spacer

C18 spacer je molekula hexaethylen glykolu, tvofend 12 atomy uhliku a 6 atomy
kysliku. Jako takovd muze byt inkorporovana na libovolné misto uvniti oligonukleotidu
(tzv. interni C18 spacer), nebo na jeden z jeho konci. Poté hovoiime o 5° CI18 spaceru
(navazany na 5° konec oligonukleotidu) a 3° CI8 spaceru (navazany na 3° konec
oligonukleotidu).  Spacery obecené slouzi ptredev§im pro ptfipevnéni oligonukleotidu
k povrchu, nebo na tvorbu rtiznych vétvenii a smyc¢ek. 3¢ spacery mizou zaroven slouZit jako
stéricka zabrana exonukleazové a polymerazové aktivity. (C18 spacer, 2018; Spacer C18 Oligo
Modifications, 2018)
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Obrazek 12 Rizné pozice C18 spaceru uvniti molekuly. (Spacer-18-(hexaethylenglycol), 2018)
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2 CIL PRACE

Tato prace ma za cil zjistit, zda n€kterd z modifikaci oligonukleotidli mé vliv na pribéh
PCR rekce, resp. zda-li tuto reakci specificky inhibuje. Tento jev je sledovan prostfednictvim
real-time PCR, kdy se pfipadna inhibice projevi snizenou intenzitou fluorescen¢niho signalu.
Testovanymi modifikovanymi oligonukleotidy jsou fosforothioaty, 2°‘-O-Methyl-RNA,
peptidova nukleova kyselina (PNA) a oligonukleotidy s 5° C18 spacerem. Oligonukleotidy jsou
testovany v riiznych koncentracich, za rtiznych teplot a v prostfedi 2 koncentraci templatové

DNA.

Piestoze primarnimi sledovanymi parametry je vliv typu modifikace a koncentrace
oligonukleotidu v riznych prostiedich templatu, byly v praci testovany oligonukleotidy s rizné
dlouhymi sekvencemi a riznou orientaci, jako dal§i z moznych vlivii na inhibici PCR. Sledovan

byl také ptipadny vliv zptisobu purifikace pouzity pii piipravé oligonukleotidi.

Dil¢i cile:
1. Zjistit, zda-li maji modifikované oligonukleotidy inhibujici u¢inek na PCR reakci.
2. Pomoci riznych systému odhalit, zda-li je tato inhibice specificka, ¢i nikoliv.
3. Zhodnotit vysledky inhibice mezi jednotlivymi oligonukleotidy i v ramci typl
modifikace.
4. Pro oligonukleotidy s pozitivnim vysledkem specifické inhibice ziskat statisticky

hodnotitelna data.

Nejprve budou prométeny rtizné koncentrace oligonukleotidi v teplotnim gradientu a za
ruznych koncentraci templatové DNA. V ptipad¢€ pozitivni inhibice budou vybrané koncentrace
oligonukletidu proméfeny také v prostiedi dalSich nespecifickych systémi, které umozni
odhalit specifitu inhibice. Pro oligonukleotidy s pozitivnim vysledkem inhibice budou ziskany

data, kterd mohou byt statisticky zhodnocena.
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3 EXPERIMETNALNI CAST

3.1 Metodika

3.1.1 Testované oligonukleotidy

V nasledujici Tabulce 1 je uveden seznam vsech testovanych oligonukleotidl, vcetné
typu modifikace, zpusobu purifikace, sekvence, délky (pocet bazi) a orientace. Pod pojmem
,Standardni* purifikace se rozumi, ze oligonukleotid je zbaven pouze chemickych necistot,

tj. chranicich skupin a piebytku soli. (Purifikace oligo, 2018) Obrazek 13 pak znazornuje

umisténi vybranych oligonukleotidl v sekvenci templatové DNA.

Oligonukl. Modifikace  Purifikace Délka Orient.
139271 Fosforothioaty* HPLC |GACTTTCATGCTGGAGGCGAGAGTG| 25 AS
139270 Fosforothioaty™ HPLC |GACTTTCATGCTGGAGGCG 19 AS
1392U9 Fosforothioaty* HPLC |GACTTTCATGCTGGAG 16 AS
1392U7 Fosforothioaty* | standardni | GACTTTCATGCTGGAGGCGAGAGTG| 25 AS
1392U6 Fosforothioaty* | standardni | GACTTTCATGCTGGAGGCG 19 AS
1392U5 Fosforothioaty* | standardni | GACTTTCATGCTGGAG 16 AS
1410P1 O-Me-RNA* | standardni | UCGCCUCCAGCAUGAAAG 18 S

1410P1-Al O-Me-RNA* HPLC |UCGCCUCCAGCAUGAAAG 18
1410P2 O-Me-RNA* | standardni | GCACUCUCGCCUCCAGCAUGAAAG 24 S
1410P5 O-Me-RNA* | standardni | CUUUCAUGCUGGAGGCGAGAGUGC | 24 AS

PNA_GB_003 PNA HPLC |CACTCTCGCCTCCAGCAT 18 S
PNA_GB_004 PNA HPLC |CTCGCCTCCAGC 12 S
1531R3 5' C18* standardni | GACTTTCATGCTGGAGGCGAGAGTG| 25 AS
1531R4 5'C18* standardni | GACTTTCATGCTGGAGGCG 19 AS
1531R5 5' C18* standardni | CACTCTCGCCTCCAGCATGAAAGTC | 25
1531R6 5' C18* standardni | CGCCTCCAGCATGAAAGTC 19

Tabulka 1 Piehled vSech testovanych oligonukleotidii v€etné jejich modifikaci, typu purifikace, sekvence, délky a orientace.

Oligonukleotidy oznacené * maji navic 3°-amino C7 spacer modifikaci. (S — sense, AS — antisense)

GI—LBGCTCQCECTCTCGCCTCCAGCETGMG{TCTCTGCCGC

3052 54 55
CTTCGAGC

TrTTTTTTTETY:

Obrazek 13 Umisténi vybranych oligonukleotidii v sekvenci templatové DNA. Zluta — oligonukleotid 1410P2, zelena —

oligonukleotid PNA_GB_003, modra — oligonukleotid 139271 s 1531R3 (Vlastni tvorba)
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3.1.2 Test inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu v teplotnim gradientu a

2 koncentracich templatu

V nasledujici tabulce jsou uvedeny veskeré oligonukleotidy, které byly timto zpisobem

testovany, vcetné vsech jejich métenych koncentraci.

Koncentrace templatu 2E5 kopii/pl WL ERE B L T 07

kopii/pl
madectau | o] 22| 2|8l 8|8 o|2lalglelels
oligonukleotidu NN »p| GRS NN|wv|l Il & F
[nM]
.:g 1932 ZO L] . . . L] L] L] L] . . . L] L] L]
5
: 1932 Zl L] . . L] L] L] L] . . L] L] L]
>
g 1932 U6 L] . . L] L] L] L] . . L] L] L]
2
6 1932 Ug L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
Koncentra(-:e olw|l«|gl38lg8|8|8|8 olw|s| 8l R8
oligonukleotidu |=| S| & 3| 8| R(2|318|8|8|=(2|&|3|3|8|2
[M] | Q| F
g 1410 P1 e | o | o] o] e . el o | o] o] e .
3
% 1410 Pl—Al L] . . . L] L] L] . . . L] L]
g 1410 P2 L] . . . L] L] L] L] L] L] . L] . . . L] L]
=P
6 1410 P5 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] . L] . . . L] L]
I_<0ncentrage wlolololololol8 ololololololol8
oligonukleotidu | o | &| 8| 3(3(2/38/8|8 °la| v SR 23|8|S
g PNA_GB_OO3 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
D
6 PNA_GB_OO4 ° . . . ° ° . . . . . .
Koncentrace slelelsls ololololo
oligonukleotidu | =| 9| 2| Q3| Q| S °3/2/3/8l8
g 1531 R3 L] L] L] L] L] L] L] . . . L] L]
3
: 1531 R4 L] L] L] L] L] L] L] . . . L] L]
>
S 1531 R5 P R I A S T O N N
2
6 1531 R6 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]

Tabulka 2 Oligonukleotidy a jejich méfené koncentrace (oznaceno te¢kou). Méfeno V teplotnim gradientu ve 2 riznych
koncentracih templatu.

Testované systémy
hCCL2_Q1:

e Templat: G096 (Generi Biotech)
e Forward primer: hCCL2_Q1#1, 0599T6 (Generi Biotech)
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e Reverse primer: hCCL2_Q1#2, 0599T7 (Generi Biotech)
e Sonda: hCCL2 QI1#P, 0603M0, zna¢eni FAM-BHQL1 (Generi Biotech)

Pouzité reagencie a roztoky

e Mix GB 4 mM (Generi Biotech)

Zasobni roztok templatové DNA

e Zasobni roztoky oligonukleotidia (Generi Biotech)
e Zasobni roztoky forward a reverse primert

e Zasobni roztok sondy

e Ultracista a sterilizovana voda (Generi Biotech)

Laboratorni vybaveni a pomucky

e Laminarni box

e Termocyklér CFX96 Touch™ Systém a ptisluSny software Bio-Rad CFX Manager
(Bio-Rad)

e Velkoobjemova laboratorni centrifuga Eppendorf 5810 (Eppendorf)

e Minicentrifuga Z 100 M (HERMLE Labortechnik)

e Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

e Plastova 96 jamkova PCR desticka (Thermo Fisher Scientific)

e Stojanek na PCR desticku

e Kryci folie na PCR desticku (Thermo Fisher Scientific)

e Hladitko na kryci folii

e Automatické mikropipety riznych objemt (Eppendorf)

e Pipetovaci $picky PCR clean s dualnim filtrem riznych objemt (Eppendrof)

e Zamrazovaci mikrozkumavky

e Mikrozkumavky rtiznych objemu

e Stojany na mikrozkumavky

o Nuzky

Postup

1. Veskeré reagencie byly vyjmuty z mrazédku, vytemperovany na pokojovou teplotu,

promichany na tiepacce a kratce stoceny v minicentrifuze.
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2.V ramci piipravy prvni reakce byl zasobni roztok templatu o koncentraci 1x10” kopii/ul
(odpovida 2x10° kopii/ul v reakci) nafedén na koncentraci 1x10* kopii/pl (odpovida
2x10? kopii/ul v reakci). Béhem dalsich reakci byl tento krok pieskoden a pouzit jiz
nafedény templat.

3. Redénim zasobniho roztoku oligonukleotidu byla piipravena koncentraéni fada slozena
z 5 vybranych koncentraci oligonukleotidu. Nafedéné oligonukleotidy byly promichany
na tiepacce a kratce stoCeny v minicetrifuze.

4. Smichanim 566,8 ul vody, forward a reverse primera oba po 25 ul, 16,7 ul sondy a
833,5 ul Mixu GB 4nM byl pfipraven master mix I. Pfipraveny master mix I byl
promichan na tfepacce a kratce stocen v minicetrifuze.

5. Dale byly pfipraveny 2 alikvoty master mixu Il o dvou riiznych koncentracich templatu.
Kazdy alikvot byl pfipraven smichanim 698,5 pl master mixu [ a 15,9 pl templatu o
piislusné koncentraci. Oba ptipravené alikvoty master mixu II byly promichany na
tiepacce a kratce stoceny v minicetrifuze.

6. Kazdy alikvot master mixu II byl po 113,4 pl rozpipetovan do 6 mikrozkumavek, ke
kterym bylo piidano po 12,6 ul oligonukleotidu o dané koncentraci nebo vody jako
negativni kontrola. Veskeré mikrozkumavky byly promichany na tfepacce a kratce
sto¢eny v minicetrifuze.

7. Kazda mikrozkumavka byla rozpipetovana po 20 pl na PCR desticku s vynechanim
druhého a piedposledniho fadku tak, aby kazdy sloupec obsahoval jednu koncentraci
oligonukleotidu, pfip. vody. Schéma rozpipetovani mikrozkumavek na desticku je

znazornéno na Obrazku 13.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A  650°C . . . . . . . . . . . .
B 64,5 °C

C 633°C . . . . . . . . . . . .
D 61,4°C . . . . . . . . . . . .
E 59,0 °C . . . . . . . . . . . .
F 57,0 °C . . . . . . . . . . . .
G 55,7 °C

H 55,0 °C . : . . . . . . . . . .

Obrazek 14 Schéma desti¢ky pro test inhibice oligonukleotidi.. C1 - C5 ptedstavuji jednotlivé koncentrace oligonukleotidu,
pticemz C1 je nejvyssi koncentrace a C5 je nejnizsi koncentrace. Zaplnéné jamky jsou oznaceny teckou. (Vlastni tvorba)
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8. Desticka byla ptelepena PCR folii, hladitkem uhlazena a ptebytecné konce folie byly
nizkami odstfizeny. Desti¢ka byla kratce stocena v centrifuze a vlozena do cykléru.
9. Byl spustén software Bio-Rad CFX Manager a v ném byl vybran a spustén PCR

program s teplotnim gradientem:
Nézev programu: 2step G2
95 °C 3 min

95 °C 10sec «—
50x

55-65°C 20sec —
Kanaly: QuickPlate_96 well_SYBR Only
Skenovéci mod: SYBR/FAM Only

10. Po ukonc¢eni PCR programu byla desti¢ka vyjmuta ze cykléru a zlikvidovéna.

11. Ziskana data byla hodnocena v softwaru a exportovana do seSitu Excel pro dalsi
zpracovani.

12. Naredéné oligonukleotidy a nespotfebované chemikalie byly zamrazeny pro dalsi

pouZziti.

3.1.3 Test specificity inhibice vybranych oligonukleotidi na 2 riznych systémech

ve 2 koncentracich templatu
Testované oligonukleotidy

V nasledujici tabulce jsou uvedeny veskeré oligonukleotidy, které byly timto zpisobem

testovany, vcetné vSech jejich méfenych koncentraci.

Koncentrace [nM] 9,6 | 24 | 26 | 60 | 64 | 100|150 | 160|200 | 400 | 600 | 800
1932 20 . . . .
- 1932 71 . - . .
8| 1932U5 . . .
3 1932 U6 . . .
S| 193207 . . .
© 1932 U9 . . . .
PNA_GB_003 . el e ]

Tabulka 3 Oligonukleotidy a jejich méfené koncentrace (oznaceno teckou) pro test specifity inhibice. Mé&feno na 2 riznych
systémech ve 2 rtiznych koncentracih templatu.
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Testované systémy
hCCL2_Q1:

e Templat: G096 (Generi Biotech)

e Forward primer: hCCL2_Q1#1, 0599T6 (Generi Biotech)

e Reverse primer: hCCL2_Q1#2, 0599T7 (Generi Biotech)

e Sonda: hCCL2_ Q1#P, 0603M0, znaceni FAM-BHQL1 (Generi Biotech)

mANgptl3_Q2:

e Templat: G111 (Generi Biotech)

e Forward primer: mAngptl3_Q2#1, 0601A9 (Generi Biotech)

e Reverse primer: mAngptl3_Q2#2, 0601B0 (Generi Biotech)

e Sonda: mAngptl3_Q2#P, 0607N2, znaceni FAM-BHQ1 (Generi Biotech)

Pouzité reagencie a roztoky

e Mix GB 4 mM (Generi Biotech)

e Zasobni roztoky templatové DNA

e Zasobni roztoky oligonukleotid (Generi Biotech)
e Zasobni roztoky forward a reverse primert

e Zasobni roztok sondy

e Ultracista a sterilizovana voda (Generi Biotech)

Laboratorni vybaveni a pomiicky

e [Laminarni box

e Termocyklér CFX96 Touch™ Systém a pfislusny software Bio-Rad CFX Manager
(Bio-Rad)

e Velkoobjemova laboratorni centrifuga Eppendorf 5810 (Eppendorf)

e Minicentrifuga Z 100 M (HERMLE Labortechnik)

e Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

e Plastova 96 jamkova PCR desticka (Thermo Fisher Scientific)

e Stojanek na PCR desticku

e Kryci folie na PCR desticku (Thermo Fisher Scientific)

e Hladitko na kryci folii
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Automatické mikropipety riznych objemu (Eppendorf)

Pipetovaci $picky PCR clean s dualnim filtrem riiznych objemt (Eppendrof)
Zamrazovaci mikrozkumavky

Mikrozkumavky riznych objemu

Stojany na mikrozkumavky

Nuzky

. Veskeré¢ reagencie byly vyjmuty z mrazaku, vytemperovany na pokojovou teplotu,

promichany na tfepacce a kratce stoceny v minicentrifuze.

V ramci ptipravy prvni reakce byl zasobni roztok templatu systému mAngptl3-Q2 o
koncentraci 1x107 kopii/ul (odpovida 1x10° kopii/ul v reakci) nafedén na koncentraci
1x10* kopii/ul (odpovida 1x10? kopii/ul v reakci). Béhem dalsich reakci byl tento krok
templat z predchozich testi inhibice (viz kap. 2.1.1.).

Redénim zasobniho roztoku oligonukleotidu byly piipraveny vybrané koncentrace
2 oligonukleotidd, nafedéné oligonukleotidy byly promichany na tfepacce a kratce
stoCeny v minicetrifuze.

Smichanim 517,6 pl vody a 1078,3 pl Mixu GB 4 mM byl pfipraven master mix I.
Pripraveny master mix I byl promichan na tiepacce a kratce sto¢en v minicetrifuze.
Master mix | byl po 383,6 pl rozdélen na 4 alikvéoty master mixu 1. Do kazdého alikvotu
bylo ptidano po 7,8 ul forward i reverse primeru a 5,2 ul sondy piislusného systému a
10,4 pl tempatu o dané koncentraci tak, aby vznikly celkem 2 systémy, kazdy s 2
riznymi koncentracemi templatu. Pfipravené alikvoty master mixu II byly promichany
na tfepacce a kratce stoCeny v minicetrifuze

Jednotlivé alikvoty master mixu II byly po 16 pl rozpipetovany do 4 sektordt PCR
desticky, jak je zndzornéno na Obrazku 14.

Na desticku byly poté po 4 ul rozpipetovany jednotlivé koncentrace oligonukleotidi,
pfipadné vody jako negativni kontroly, a to tak, aby kazdy tadek obsahoval jeden
oligonukleotid o dané koncentraci (pfip. vodu), viz. Obrazek 14. Pro oligonukleotid
PNA GB_003 bylo vytvofeno mirné¢ odliSné pipetovaci schéma, kdy byly zapliiovany
pouze fadky B-G, viz Obrazek 15. Celkovy objem reakéni smési v jamce byl 20 pl.
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Kazda koncentrace oligonuklotidu obou systému i koncentraci templatu byla méfena

V triplikatu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

systém hCCL2_Q1 systém mAngpti3_Q2

Templat 2E2 kopii/uyl  Templat 2E5 kopii/ul  Templat 2E2 kopii/ul  Templat 2E5 kopii/pl

01, C1
01, Cc2
01, C3
01, Cc4
0
02, C1
02, C2
02, C3

Obrazek 15 Schéma desticky pro test specifity inhibice na 2 systémech se 2 riznymi koncentracemi templatu. O1 -
oligonukleotid 1, O2 - oligonukleotid 2, C1-C4 - jednotlivé koncentrace oligonukleotidi. (Vlastni tvorba)

I @ Mmoo w >

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

systém hCCL2_Q1 systém mAngpti3_Q2

Templat 2E2 kopii/ul  Templat 2E5 kopii/uyl  Templat 2E2 kopii/lul  Templat 2E5 kopii/pl

800 nM . . . . . . . . . . . .
600 NM . . . . . . . . . . . .
400 nM . . . . . . . . . . . .
200 nM . . . . . . . . . . . .
100 nM . . . . . . . . . . . .

Obrazek 16 Schéma destic¢ky pro test specifity inhibice oligonukleotidu PNA_GB_003. Zapliované jamky jsou znazornény
teCkou. (Vlastni tvorba)

Ptipravena desticka byla ptelepena PCR folii, hladitkem uhlazena a pfebyte¢né konce
folie byly nlizkami odstfizeny. Desti¢ka byla sto¢ena v centrifuze a vlozena do cykléru.
Byl spustén piislusny software Bio-Rad CFX Manager a v ném byl vybran a spustén

nasledujici PCR program:

Nazev programu: 2step 30

95 °C 3 min
95 °C 10 sec €—

50x
60 °C 30sec |
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Kanaly: QuickPlate 96 well SYBR Only
Skenovéci mod: SYBR/FAM Only

10. Po ukonceni PCR programu byla desticka vyjmuta ze cykléru a zlikvidovana.

11. Ziskana data byla hodnocena v softwaru a exportovdna do seSitu Excel pro dalsi
zpracovani.

12. Naredéné oligonukleotidy a nespotfebované chemikalie byly zamrazeny pro dalsi

pouziti

3.1.4 Test specificity inhibice vybranych oligonukleotidii na 4 riznych systémech
Testované oligonukleotidy

e 139270 v koncentracich 10, 26, 64 a 160 nM
e 139271 v koncentracich 64, 160 a 400 nM

Testované systémy

hCCL2 Q1:

e Templat: G096 (human) (Generi Biotech)

e Forward primer: hCCL2_Q1#1, 0599T6 (Generi Biotech)

e Reverse primer: hCCL2_Q1#2, 0599T7 (Generi Biotech)

e Sonda: hCCL2_QI1#P, 0603MO0, zna¢eni FAM-BHQ1 (Generi Biotech)

mAnNgptl3_Q2:

e Templat: G111 (mouse) (Generi Biotech)

e Forward primer: mAngptl3_Q2#1, 0601A9 (Generi Biotech)

e Reverse primer: mAngptl3_Q2#2, 0601B0 (Generi Biotech)

e Sonda: mAngptl3 Q2#P, 0607N2, znaceni FAM-BHQ1 (Generi Biotech)

mSurfl Q1:
e Templat: G130 (Generi Biotech)
e Forward primer: mSurfl_Q1#1, 0419M6 (Generi Biotech)

e Reverse primer: mSurfl_Q1#2, 0419M7 (Generi Biotech)
e Sonda: mSurfl_Q1#P, 042475, znaceni FAM-BHQ1 (Generi Biotech)
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mGusb_Q2:

e Templat: G107 (Generi Biotech)

e Forward primer: mGush_Q2#1, 0604A1 (Generi Biotech)

e Reverse primer: mGush_Q2#2, 0604A2 (Generi Biotech)

e Sonda: mGusb_Q2#P, 0607P7, znaceni FAM-BHQL1 (Generi Biotech)

Pouzité reagencie a roztoky

e Mix GB 4 mM (Generi Biotech)

e Zasobni roztoky templatové DNA

e Zasobni roztoky oligonukleotidi (Generi Biotech)
e Zasobni roztoky forward a reverse primert

e Zasobni roztok sondy

e Ultracista a sterilizovana voda (Generi Biotech)

Laboratorni vybaveni a pomtcky

e [Laminarni box

e Termocyklér CFX96 Touch™ Systém a pfisluSny software Bio-Rad CFX Manager
(Bio-Rad)

e Velkoobjemova laboratorni centrifuga Eppendorf 5810 (Eppendorf)

e Minicentrifuga Z 100 M (HERMLE Labortechnik)

e Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

e Plastova 96 jamkova PCR desticka (Thermo Fisher Scientific)

e Stojanek na PCR desticku

e Kryci folie na PCR desticku (Thermo Fisher Scientific)

e Hladitko na kryci folii

e Automatické mikropipety riznych objemt (Eppendorf)

e Pipetovaci Spicky PCR clean s dualnim filtrem riznych objemt (Eppendrof)

e Zamrazovaci mikrozkumavky

e Mikrozkumavky raznych objemt

e Stojany na mikrozkumavky

e Nuzky
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Postup

1.

I O T moOw>

Veskeré reagencie byly vyjmuty z mrazdku, vytemperovany na pokojovou teplotu,
promichany na tiepacce a kratce stoceny v minicentrifuze.
Redénim zasobnich roztoka byly pfipraveny vybrané koncentrace oligonukleotidi.
Nafedéné oligonukleotidy byly promichany na tfepatce a kratce stoceny
v minicetrifuze.
Smichanim 517,6 pl vody a 1078,3 ul Mixu GB 4nM byl pfipraven master mix |.
Pfipraveny master mix I byl promichan na tfepacce a kratce stocen v minicetrifuze.
Master mix | byl po 383,6 ul rozdélen na 4 alikvoty master mixu II, pro kazdy systém
1 alikvot. Do kazdého alikvotu bylo ptidano po 7,8 ul forward i reverse primeru, 5,2 pl
sondy a 10,4 ul tempatu o koncentraci 1x10°, vie piislusného systému. Piipravené
alikvoty master mixu II byly promichany na tfepacce a kratce stoceny v minicetrifuze
Jednotlivé alikvoty master mixu II byly po 16 ul rozpipetovany do 4 sektorit PCR
desticky, jak je zndzornéno na Obrazku 16.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Systém hCCL2_Q1 Systém mAngplt3_Q1 Systém mSurf1_Q1 Systém Gusb_Q2
01, 160 nM
01, 64 nM
01, 26 nM
01, 10 nM
0
02, 400 nM
02, 160 nM
02, 64 nM

Obrazek 17 Schéma desticky pro test specifity inhibice ve 4 thznych systémech. O1 - oligonukleotid 139270, O2 -
oligonukleotid 1392Z1. (Vlastni tvorba)

6. Na desticku byly poté po 4 ul rozpipetovany jednotlivé koncentrace oligonukleotidd,

pfipadné vody jako negativni kontroly, a to tak, aby kazdy fadek obsahoval jeden
oligonukleotid o dané koncentraci, ptip. vodu (viz. Obrazek 16). Celkovy objem reakéni
smési v jamce byl tedy 20 pl. Kazda koncentrace oligonuklotidu jednotlivych systému
byla méfena v triplikatu.

Pripravend desticka byla prelepena PCR folii, hladitkem uhlazena a ptfebyte¢né konce
folie byly nlizkami odstfiZzeny. Desticka byla stocena v centrifuze a vloZena do cykléru.
Byl spustén piislusny software Bio-Rad CFX Manager a v ném byl vybran a spustén

nasledujici PCR program:
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Nazev programu: 2step 30

95 °C 3 min
95 °C 10sec «—

50x
60 °C 30sec — |

Kanaly: QuickPlate 96 well SYBR Only
Skenovéci mod: SYBR/FAM Only

9. Po ukonceni PCR programu byla desticka vyjmuta ze cykléru a zlikvidovana.

10. Ziskan4 data byla hodnocena v softwaru a exportovana do seSitu Excel pro dalsi
zpracovani.

11. Nafedéné oligonukleotidy a nespotfebované chemikalie byly zamrazeny pro dalsi

pouziti

3.1.5 Test inhibice oligonukleotidu PNA_GB_003 piipraveny pomoci pipetovaci

stanice
Testovany oligonukleotid:

e PNA _GB_003 o koncentracich 0, 100, 200, 400, 600 a 800 nM

Testované systémy
hCCL2_Q1:

e Templat: G096 (Generi Biotech)

e Forward primer: hCCL2_Q1#1, 0599T6 (Generi Biotech)

e Reverse primer: hCCL2_Q1#2, 0599T7 (Generi Biotech)

e Sonda: hCCL2_Q1#P, 0603M0, zna¢eni FAM-BHQL1 (Generi Biotech)

Pouzité reagencie a roztoky

e Mix GB 4 mM (Generi Biotech)

e Zasobni roztok templatové DNA

e Zasobni roztok oligonukleotidu (Generi Biotech)
e Zasobni roztoky forward a reverse primera

e Zasobni roztok sondy
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e Ultracista a sterilizovana voda (Generi Biotech)

Laboratorni vybaveni a pomiicky

e Laminarni box

e Pipetovaci stanice

e Termocyklér CFX96 Touch™ Systém a piisluSny software Bio-Rad CFX Manager
(Bio-Rad)

e Velkoobjemova laboratorni centrifuga Eppendorf 5810 (Eppendorf)

e Minicentrifuga Z 100 M (HERMLE Labortechnik)

e Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

e Plastové 96 jamkova PCR desticka (Thermo Fisher Scientific)

e Stojanek na PCR desticku

e Kryci folie na PCR desticku (Thermo Fisher Scientific)

e Hladitko na kryci folii

e Automatické mikropipety riiznych objemt (Eppendorf)

e Pipetovaci Spicky PCR clean s dudlnim filtrem riznych objemt (Eppendrof)

e Zamrazovaci mikrozkumavky

e Mikrozkumavky riznych objemi

e Stojany na mikrozkumavky

e Nuzky

Postup

1. Veskeré reagencie byly vyjmuty z mrazdku, vytemperovany na pokojovou teplotu,
promichany na tiepacce a kratce stoceny v minicentrifuze.

2. Zasobni roztok templatu o koncentraci 1x107 kopii/ul byl nafedén na koncentraci
8x10° kopii/pl (odpovida 2x10° kopii/ul v reakci) a 8x10%kopii/ul (odpovida
2x10? kopii/pl v reakci). Nafedény templat byl promichén na tfepacce a kratce stocen
v minicentrifuze.

3. Z obou roztokt templatu bylo odpipetovano 500 ul do dalsi mikrozkumavky. Vznikly
tak celkem 4 vzorky templatu.

4. Zasobni roztok oligonukleotidu byl nafedén na koncentraci 5 uM. Natedény roztok

oligonukleotid byl promichan na téepacce a kratce stocen v minicentrifuze.
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5. Smichanim 121,7 pl vody, po 36,5 ul forward a reverse primerd, 24,3 pl sondy a 1217,2
ul Mixu GB 4nM byl ptipraven master mix I. Pfipraveny master mix I byl promichan
na tiepacce a kratce stocen v minicetrifuze.

6. Master mix I byl rozdé€len na 6 alikvotd a do kazdého alikvotu byl pridan nafedény
oligonukleotid a voda. Pipetované objemy master mixu I, oligonukleotidu a vody pro
kazdy alikvot jsou uvedeny v Tabulce 4. Ptipravené alikvoty master mixu 11 byly
promichany na tiepacce a kratce sto¢eny v minicetrifuze.

Alikvot 1 2 3 4 5 6
Koncentrace [nM] 0 100 200 400 600 800
Master mix I [ul] 342,0 | 171,0 | 171,0 | 342,0 | 1710 | 171,0

Oligonukleotid [p] 0 5,8 11,6 46,4 34,8 46,4
Voda [pl] 93 40,6 34,8 46,4 11,6 0

Tabulka 4 Pipetované objemy master mixu I, oligonukleotidu a vody pro jednotlivé alikvoty.

7.

10.

11.

Z alikvoti s koncentracemi oligonukleotidu 0 nM a 400 nM bylo odpipetovano 207,0 ul
do dalsi mikrozkumavky. Vzniklo tak celkem 8 vzorkli s blokatorovym
oligonukleotidem.

Vzorky s blokatorovym oligonukleotidem a 2 rtizné koncentrace templatu byly vlozeny
do vybranych pozic pipetovaci stanice.

Do stanice byla vlozena PCR desticka a byl zapnut program qPCR_Optimalizace06, dle
kterého stanice rozpipetovala reagencie na desti¢ku tak, Ze kazdy vzorek byl prométen
celkem 6x pro kazdou koncentraci templatu. Alikvoty oligonukleotidii o koncentraci
0 nM a 400 nM, které byly dle bodu 7 rozdéleny na 2 vzorky, byly prométeny celkem
12. Celkovy objem v kazdé jamce byl 20 pl.

Napipetovana desticka byla pielepena PCR folii, hladitkem uhlazena a ptebytecné
konce folie byly niizkami odstfizeny. Desticka byla stocena v centrifuze a vlozena do
cykléru.

Na pocitaci byl spustén ptislusny software Bio-Rad CFX Manager a v ném byl vybran

a spustén nasledujici PCR program:

Nézev programu: 2step UNI

95 °C 3 min
95 °C 10sec «—

50x
60 °C 20sec — |
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Kanaly: QuickPlate 96 well SYBR Only
Skenovéci mod: SYBR/FAM Only

12. Po ukonceni PCR programu byla desticka vyjmuta ze cykléru a zlikvidovana.

13. Ziskana data byla hodnocena v softwaru a exportovana do seSitu Excel pro dalsi
zpracovani.

14. Pripravené vzorky byly zlikvidovany a nespotiebované chemikalie byly zamrazeny pro

dalsi pouziti.

3.1.6 Zpracovani a analyza dat

Vystupnimi daty ze vSech méfeni softwarové ur¢ené Ct hodnoty. Ct hodnoty byly
Vv prostiedi softwaru cykléru zkorigovany na jednotnou ru¢né nastavenou prahovou hodnotu
fluorescence 50,0. Nasledné byly zkorigované Ct hodnoty exportovany do prostiedi Excel

kancelaiského softwaru Microsoft Office 365, kde s nimi bylo déle pracovano.

Test inhibice riznych koncentraci oligonukleotidi v teplotnim gradientu a

2 koncentracich templatu

Z exportovanych zkorigovanych Ct hodnot byly pro kaZzdou koncentraci oligonukleotidu
a pro kazdou teplotu vypocteny ACt hodnoty, které vznikly odectenim Ct hodnoty neinhibované
reakce (nulova koncentrace oligonukleotidu) od Ct hodnoty pfislusné koncentrace
oligonukleotidu. Z vypoctenych ACt hodnoty byl poté sestrojen bodovy graf, znazornujici

zévislost téchto hodnot na teplot¢.

Grafy jsou przentovany v kapitole 3.2 Vysledky, piivodni Ct hodnoty i vypoctené ACt
hodnoty jsou poté uvedeny v piiloze. Veskeré vypocéty a tvorba grafa byly provadény

Vv prostiedi Excel.

Test specificity inhibice vybranych oligonukleotidi na riznych systémech

Z exportovanych Ct hodnot byla pro kazdou koncentraci oligonukleotidu vypoctena
hodnota AACt, predstavujici rozdil ACt hodnoty systému hCCI2_Q1 a ACt hodnoty druhého
systému. ACt hodnota predstavuje, jako v piedchozim testu, rozdil Ct hodnoty reakce bez

oligonukleotidu a Ct hodnoty ptislu§né koncentrace oligonukleotidu.

Pro kazdou koncentraci oligonukleotidu bylo vytvofeno celkem 81 AACt hodnot tvotené

riznymi kombinacemi Ct hodnot z jednotlivych triplikat. Ze vSech téchto 81 hodnot byla
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nasledné¢ pomoci aritmetického priméru vypoctena primérna AACt hodnota, vcetné

smérodatné odchylky.

V kapitole 3.2 Vysledky jsou prostiednictvim sloupcovych grafii prezentovany primeérné
AACt hodnoty 1 piislusné smérodatné odchylky. V pfiloze jsou prezentovany piivodni Ct
hodnoty i vypocitané AACt hodnoty. Veskeré vypoclty a tvorba grafi byly provadény

Vv prostiedi Excel.

Test inhibice oligonukleotidu PNA_GB_003 piipraveny pomoci robotické pipetovaci

stanice

Z exportovanych dat bylo pro koncentrace oligonukleotidu 100, 200, 600 a 800 nM
vypocteno celkem 72 ACt hodnot, tvofené vzdy riznymi kombinacemi ptivodnich Ct hodnot.
ACt hodnoty piedstavuji, jak jiz bylo zminéno, rozdil inhibované a neinhibované reakce.
Vzhledem Kk tomu, ze pro koncentraci 400 nM bylo provedeno dvakrat vice méfeni, nez u
ostatnich koncentraci (nezahrnuje nulovou koncentraci jako negativni kontrolu), bylo u téchto

koncentraci vypocteno i 2x vice ACt hodnot, celkem tedy 144.

Jako u ptedchoziho testu, byla ze vSech ACt hodnot pro jednotlivé koncentrace

vypoctena primeérnd ACt hodnota, véetné smérodatné odchylky.

V kapitole 3.2 Vysledky jsou prostfednictvim sloupcového grafu prezentovany
prumérné ACt hodnoty vcetné ptisluSnych smérodatnych odchylek. Veskeré vypocty a tvorba

grafii byly provadény v prostredi Excel.
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3.2 Vysledky

V této kapitole jsou prezentovany vysledky viech méfeni. Clenéni prezentace vysledki
je odlisné od predchozich kapitol, vysledky jsou prezentovany postupné dle jednotlivych
oligonukleotidi, rozdélenych do kategorii dle typu modifikace, jak je uvedeno v Tabulce 1.
Tento zplsob byl zvolen zdmérné z divodu lepsi piehlednosti vSech vysledkid pro dany

oligonukleotid.
3.2.1 Fosforothioaty

Oligonukleotid s délkou sekvence 25 bazi, HPLC purifikace (1932Z71)

U tohoto oligonukleotidu byla nejprve otestovana inhibice riznych koncentraci
oligonukleotidu (25 —400 nM) v teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich templatové
DNA.

Grafy 1 a 2 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu
na teploté, pricemz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf. Signal byl
ziskan pouze u koncentraci 25 nM (pro obé& koncentrace templatu v plném rozsahu teplot) a
50 nM (pouze pro koncentraci templatu 2x10° kopii/pl a pouze u vybranych teplot). Na zakladé

téchto vysledkt je patrné, Ze oligonukleotid inhiboval PCR reakei.

54



139271; koncentrace templatu 2x10° kopii/pl

35,0
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25,0

20,0

ACt

15,0

10,0

5,0

0,0
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Teplota [°C]

50nM —@—25nM

Graf 1 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 139271 na teploté pii koncentraci templatu
2x102 kopii/ul.

139271; koncentrace templatu 2x102 kopii/ul
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Graf 2 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392Z1 na teploté pii koncentraci templatu
2x102 kopii/ul.
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Vzhledem k vysledkiim testu inhibice byla u tohoto oligonukleotidu otestovana specifita
inhibice, a to na systémech hCCL2 Q1 a mAngptl3 Q2 (nespecificky systém). Pro tento test

byly zvoleny nizsi koncentrace oligonukleotidu 9,6 — 150 nM.

Nasledujici Graf 3 znazoriiuje pramérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky
jednotlivych koncentraci oligonukleotidu pro 2 koncentrace templatu. Signal byl ziskan pouze
u koncentraci 9,6 — 60 nM pii koncentraci templatu 2x10° kopii/ul a 9,6 — 24 nM pii koncentraci
templatu 2x102 kopii/ul. Smérodatné odchylky jsou prezentovany jako chybové usecky
jednotlivych bodli. Vyrazné AACt hodnoty byly naméfeny pouze u koncentrace templatu
2x10° kopii/ul u koncentrace oligonukleotidu 60 nM, coz ukazuje na specifickou inhibici, ale

Vv ptipadé ostatnich koncentraci se jedna o inhibici nespecifickou.

139271

16,0
14,0
12,0
10,0

8,0

AACt

6,0
4,0
2,0

0 T =

-2,0
9,6 24 60
Koncentrace oligonukleotidu [nM]

Hm Templat 2E5 kopii/pl Templat 2E2 kopii/ul

Graf 3 Primérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 139271 v ramci testu specifity inhibice. Chybové
usecky znazortiuji velikost smérodatné odchylky.
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Oligonukleotid s délkou sekvence 19 bazi, HPLC purifikace (1932Z20)

U tohoto oligonukleotidu byla TAKE nejprve otestovana inhibice riiznych koncentraci
oligonukleotidu (12,5 — 400 nM) vV teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich
templatové DNA.

Grafy 4 a 5 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu
na teploté, pficemz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf. Zobrazeny
jsou pouze koncentrace 12,5 — 200 nM, nebot’ pro koncentraci 400 nM nebyl ziskan zadny
signal. Z absence signalu a rozdili mezi ACt hodnotami jednotlivych koncentraci 1ze usuzovat

na inhibici PCR reakce.

139270; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul

35,0
30,0
25,0
20,0

5 150
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-5,0
54 56 58 60 62 64 66
Teplota [°C]

—8—200 nM 100 nM 50nM —@—25nM —@—12,5nM

Graf 4 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392Z0 na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/pl.
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139270; koncentrace templatu 2x102 kopii/ul
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Graf 5 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392Z0 na teploté pii koncentraci templatu
2x102 kopii/ul.

Vzhledem k vysledkiim testu inhibice byla u tohoto oligonukleotidu otestovana specifita
inhibice, a to na syst¢émech hCCL2 Q1 a mAngptl3 Q2 (nespecificky systém). V nasledujicim
Grafu 6 jsou prezentovany prumérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych
koncentraci oligonukleotidu (26 — 400 nM) pro 2 koncentrace templatu. Smérodatné odchylky

jsou prezentovany jako chybové usecky jednotlivych bodt.

Zobrazeny jsou pouze koncentrace 26 — 160 nM, nebot’ u koncentrace 400 nM nebyl
ziskan zadny signal. Z grafu je patrné, Ze vyssi AACt byly zjistény pouze v pripadé nizsi
koncentrace templatu u koncentrace oligonukleotidu 160 nM, jedna se tedy spiSe o inhibici

nespecifickou.
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139270

16,0
14,0
12,0
10,0
8,0 I

6,0

AACt

4,0
2,0
0,0 T —T
4,0
26 64 160

Koncentrace oligonukleotidu [nM]

B Templat 2E5 kopii/pl Templat 2E2 kopii/ul

Graf 6 Primérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 139270 v ramci testu specifity inhibice. Chybové
usecky znazornuji velikost smérodatné odchylky.

Na zaklad¢ vysledku predchoziho testu byla specifita inhibice otestovana jesté jednou,
tentokrat S pridanim dalSich 2 nespecifickych systémil. Celkem byly otestovany 4 systémy,
1 specificky hCCL2_Q1 a 3 nespecifické: mAngptl3_Q2, mSurfl_Q1 a mGusb_Q2.
Oligonukleotid byl testovan ve stejném rozsahu koncentraci, jako u pfedchoziho testu, tedy

26 — 400 nM.

V nasledujicim Grafu 7 jsou znazornény vysledné AACt hodnoty a smérodatné odchylky
z tohoto testu. Smérodatné odchylky jsou prezentovany jako chybové usecky jednotlivych
bodi. Zobrazena je pouze koncentrace 26 nM, pro ostatni koncentrace nebyl ziskan zadny
signal. Z grafu je patrné, ze oligonukleotid inhiboval reakci nezavisle na pouzitém systému,

jedna se tedy o inhibici nespecifickou.
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139270; 4 systémy
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Graf 7 Primérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392Z0 v ramci testu specifity inhibice pro 4 rizné
systémy. Chybové tsecky znazornuji velikost smérodatné odchylky.

Oligonukleotid s délkou sekvenece 16 bazi, HPLC purifikace (1932U9)

U tohoto oligonukleotidu byla nejprve otestovana inhibice riznych koncentraci
oligonukleotidu (25 — 400 nM) v teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich templatové
DNA.

Grafy 8 a 9 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu

na teploté, pficemz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf.

V piipadé koncentrace templatu 2x102 kopii/ul jsou obrazeny jsou pouze koncentrace
25— 200 nM, nebot’ pro koncentraci 400 nM nebyl ziskan zadny signél. Pro teplotu 55 °C stejné
koncentrace templatu byly ziskany extrémni ACt hodnoty, které byly vyfazeny z hodnoceni.
V obou grafech 1ze vidét inhibici PCR reakce, kterd roste s koncentraci oligonukleotidu.

V piipadé nizsi koncentrace tepmlatu je tato inhibice jesté vyraznéjsi.
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1392 U9; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 8 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U9 na teploté pii koncentraci templatu
2x105 kopii/ul.

1392 U9; koncentrace templatu 2x102 kopii/ul
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Graf 9 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U9 na teploté pii koncentraci templatu
2x102 kopii/pl.
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Vzhledem k vysledkim testu inhibice byla u tohoto oligonukleotidu otestovana specifita
inhibice, a to na systémech hCCL2 Q1 a mAngptl3 Q2 (nespecificky systém). V nasledujicim
Grafu 10 jsou prezentovany prumérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych
koncentraci oligonukleotidu (26 — 400 nM) pro 2 koncentrace templatu. Smérodatné odchylky

jsou prezentovany jako chybové usecky jednotlivych bodu.

Z grafu je patrné, Ze s rostouci koncentraci oligonukleotidu se zvysuji i AACt hodnoty,

nicmén¢ se nejedna o vyznamny rozdil, tento oligonukleotid tedy inhibuje reakci nespecificky.
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Graf 10 Primé&mé AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U9 v ramci testu specifity inhibice. Chybové
usecky znazornuji velikost smérodatné odchylky.

Oligonukleotid s délkou sekvence 25 bazi, standardni purifikace (1932U7)

Na zékladé vysledkl testi u ptredchozich oligonukleotidi s HPLC purifikaci byl u
tohoto oligonukleotidu vynechan obecny test inhibice a byla u n€j otestovana pouze specifita
inhibice. Testované systémy byly stejné jako u piedchozich oligonukleotidii. Pro test byly
vybrany koncentrace oligonukleotidu 24, 60 a 150 nM.
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Vysledné AACt hodnoty jsou prezentovany v Grafu 11, chybové tisecky pak predstavuji
velikost smérodatné odchylky. Zobrazeny jsou pouze koncentrace 24 a 60 nM, nebot’ u
koncentrace 150 nM nebyl ziskan zadny signal. Z grafu je patrné, Ze v piipadé koncentrace
oligonukleotidu 60 nM se jedna o inhibici specifickou, ale u vyssich koncentraci (150 nM)

inhibuje tento oligonukleotid reakci nespecificky.
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Graf 11 Pramérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U7 v ramci testu specifity inhibice. Chybové
usecky znazornuji velikost smérodatné odchylky.

Oligonukleotid s délkou sekvence 19 bazi, standardni purifikace (1932U6)

U tohoto oligonukleotidu byla nejprve otestovdna inhibice rtiznych koncentraci
oligonukleotidu (25 — 400 nM) v teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich templatové
DNA.

Grafy 12 a 13 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu

na teplot¢, pricemz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf. Zobrazeny
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jsou pouze koncentrace 25 — 200 nM, nebot’ pro koncentraci 400 nM nebyl ziskan zadny signal.

Z vysledku je patrné, ze oligonukleotid inhibuje reakci.

1392U6; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 12 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U6 na teploté pii koncentraci templatu
2x105 kopii/pl.
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1392U6; koncentrace templatu 2x102 kopii/ul
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Graf 13 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U6 na teploté pii koncentraci templatu
2x102 kopii/ul.

Vzhledem k vysledkiim testu inhibice byla u tohoto oligonukleotidu otestovana také
specifita inhibice, a to na systémech hCCL2 Q1 a mAngptl3 Q2 (nespecificky systém).

V nasledujicim Grafu 14 jsou prezentovany primémé AACt hodnoty a smérodatné
odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu (64, 160 a 400 nM) pro 2 koncentrace

templatu. Smérodatné odchylky jsou prezentovany jako chybové tisecky jednotlivych bodd.

V grafu jsou prezentovany pouze koncentrace 64 a 160 nM, nebot’ u koncentrace
400 nM nebyl ziskan potiebny signal. Z vysledki je patrné, Ze oligonukleotid inhibuje reakci
nespecificky.
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Graf 14 Pramérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U6 v ramci testu specifity inhibice. Chybové
usecky znazornuji velikost smérodatné odchylky.

Oligonukleotid s délkou sekvence 16 bazi, standardni purifikace (1932U5)

Stejné jako v pfipadé oligonukleotidu 1932U7 byl u tohoto oligonukleotidu vynechan
obecny test inhibice a byla u néj otestovana pouze specifita inhibice. Testované systémy byly
stejné jako u predchozich oligonukleotidl. Pro test byly vybrany koncentrace oligonukleotidu

64, 160 a 400 nM.

Vysledné AACt hodnoty jsou prezentovany v Grafu 15, chybové Gsecky pak predstavuji
velikost smérodatné odchylky. Jak je patrné z grafu, u zaddné koncentrace nebyly namétené

vyznamné AACt hodnoty, jedna se tedy o nespecificky inhibujici nukleotid.
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Graf 15 Pramérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U5 v ramci testu specifity inhibice. Chybové
usecky znazornuji velikost smérodatné odchylky.

3.2.2 2°0-Me-RNA

U oligonukleotidu s touto modifikaci byla otestovana pouze obecnd inhibice riznych
koncentraci oligonukleotidi (10 — 400 nM u oligonukleotid s kratsi sekvenci a 10 — 4000 nM
u oligonukleotidt s delsi sekvenci) v teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich

templatové DNA.

Grafy 16 - 23 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu
na teploté, pfi¢emz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf. Z graft je
patrné, ze vétsi inhibicni efekt je pozorovan u oligonukleotidl s delsi nukleotidovou sekvenci

nez u oligonukleotidu s kratsi sekvenci, ale 1 pfesto se nejedna o vyznamny inhibi¢ni efekt.
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Oligonukleotid s délkou sekvence 18 bazi, sense orientace, standardni purifikace (1410P1)

1410P1; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul

16,0
14,0
12,0
10,0

8,0

ACt

6,0
4,0
2,0

0,0 Q*f\'_%_.rdﬂ: ————

2,0

54 56 58 60 62 64 66
Teplota [°C]

——400nM —@—160nM —@—64nM 25nM  —@—10nM

Graf 16 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P1 na teploté pii koncentraci templatu
2x105 kopii/pl.

1410P1; koncentrace templatu 2x10? kopii/pl
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Graf 17 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P1 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/pl.
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Oligonukleotid s délkou sekvence 18 bazi, sense orientace, HPLC purifikace (1410P1 - Al)
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Graf 18 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P1-Al na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/ul.
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1410P1-A1; koncentrace templatu 2x102 kopii/pl
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Graf 19 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P1-Al na teploté pti koncentraci templatu
2x10? kopii/pl.
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Oligonukleotid s délkou sekvence 24 bazi, sense orientace, standardni purifikace (1410P2)

1410P2; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 20 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P2 na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/pl.

1410P2; koncentrace templatu 2x102 kopii/ul
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Graf 21 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P2 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/pl.
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Oligonukleotid s délkou sekvence 24 bazi, antisense orientace, stand. purifikace (1410P5)

1410P5; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 22 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P5 na teploté pfi koncentraci templatu
2x10° kopii/ul.

1410P5; koncentrace templatu 2x102 kopii/pl
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Graf 23 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1410P5 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/pl.
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3.2.3 PNA

PNA s délkou sekvence 18 bazi (PNA_GB_003)

U tohoto oligonukleotidu byla nejprve otestovana inhibice riznych koncentraci
oligonukleotidu (25 — 1000 nM) v teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich
templatové DNA.

Grafy 24 a 25 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu

na teploté€, pticemz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf.

Z grafi je patrné, Ze s rostouci koncentraci oligonukleotidu roste 1 mira inhibice PCR
rekce. Nejvyraznéjsi vliv inhibice je v ptipadé koncentrace oligonukleotidu 400 nM. V piipadé
koncentraci oligonukleotidu vétsich nez 400 nM lze pozorovat podobné vysledky inhibice, jev

zvyseni inhibice pii zvySeni koncentrace oligonukleotidu pfestava byt vyrazny.

PNA_GB_003; koncentrace templatu 2x10° kopii/pl
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—8— 200 nM 100 nM 50nM —@—25nM

Graf 24 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003 na teploté pti koncentraci templatu
2x10° kopii/ul.
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PNA_GB_003; koncentrace templatu 2x102 kopii/pl
16,0

14,0

12,0

10,0

8,0 —— .

ACt

6,0
4,0

2,0

-2,0
54 56 58 60 62 64 66

Teplota [°C]

—e— 1000 nM ——800 nM —@—600nM —@—400nM
—8—200 nM 100 nM 50nM —@—25nM

Graf 25 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003 na teploté pti koncentraci templatu
2x102 kopii/ul.

Test inhibice tohoto oligonukleotidu byl proveden jesté jednou, tentokrat pouze ve
vybranych koncentracich 100 — 800 nM (pro kazdou koncentraci minimalné 6 méteni), pti

teploté 60 °C a pfipraven byl za pomoci robotické pipetovaci stanice.

Nasledujici Graf 26 znéazorfiuje velikost ACt hodnot jednotlivych koncentraci
oligonukleotidu pro 2 koncentrace templatu. Chybové tsecky pak prezentuji smérodatné
odchylky téchto hodnot.

Z grafu je patrné, Ze s rostouci koncentraci oligonukleotidu roste i mira inhibice a
nejvyznamnéjsi vliv na inhibici reakce je patrny v ptipadé koncentrace 600 nM. Obecné 1ze

pozorovat vyssi ACt hodnoty pro koncentraci templatu 2x10% kopii/pul.
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Graf 26 Pramérné ACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003 v ramci testu inhibice pfipraveného
pomoci robotické pipetovaci stanice. Chybové usecky znazortiuji velikost smérodatné odchylky.

Vzhledem k vysledkiim testu inhibice byla u tohoto oligonukleotidu otestovana také
specifita inhibice, a to na systémech hCCL2_Q1 a mAngptl3_Q2 (nespecificky systém), jako u

ptedchozich oligonukleotidu.

V naésledujicim Grafu 27 jsou prezentovany primérné AACt hodnoty a smérodatné
odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu (100 — 800 nM) pro 2 koncentrace templatu.
Smérodatné odchylky jsou prezentovany jako chybové tsecky jednotlivych bodil.

Z grafu je patrné, Ze u vysSich koncentraci oligonukleotidu pozorujeme vyssi AACt
hodnoty, a to u obou koncentraci templatové DNA. Tento oligonukleotid tedy inhibuje reakci

specificky.
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Graf 27 Primérné AACt hodnoty jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003 v ramci testu specifity inhibice.
Chybové usecky znazormuji velikost smérodatné odchylky.

PNA s délkou sekvence 12 bazi (PNA_GB_004)

U tohoto oligonukleotidu byla otestovana inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu

(25 —1000 nM) v teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich templatové DNA.

Grafy 28 a 29 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu

na teploté€, pficemz pro kazdou koncentraci templétu byl sestrojen samostatny graf.

Z grafi je patrné, ze (na rozdil od ptedchoziho oligonukleotidu) nemd tento

oligonukleotid vyrazny inhibi¢ni vliv na PCR reakci.
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Graf 28 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_004 na teploté pti koncentraci templatu
2x105 kopii/ul.
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PNA_GB_004; koncentrace templatu 2x102 kopii/ul
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Graf 29 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_ GB_004 na teploté pti koncentraci templatu
2x102 kopii/pl.
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3.2.4 5’ C18 spacer

Stejné jako v piipadé 2°0O-Me-RNA, byla u oligonukleotidii s touto modifikaci
otestovana pouze obecna inhibice ruznych koncentraci oligonukleotidd (200 — 1000 nM)

Vv teplotnim gradientu 55-65 °C a ve 2 koncentracich templatové DNA.

Grafy 30 - 37 prezentuji zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidi
na teploté, pfi¢emz pro kazdou koncentraci templatu byl sestrojen samostatny graf. Z grafii je
patrné, ze zadny z oligonukleotidl s touto modifikaci nemé zadny vyrazny inhibi¢ni vliv na

PCR reakci.

Oligonukleotid s délkou sekvence 25 bazi, antisense orientace (1531R3)

1531R3; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 30 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R3 na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/ul.
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1531R3; koncentrace templatu 2x10? kopii/ul

16,0
14,0
12,0
10,0

8,0

ACt

6,0
4,0
2,0

0,0 “m

2,0
54 56 58 60 62 64 66

Teplota [°C]

~—-—1000nM -——800nM -—@—600nM —@—400nM —@—200nM

Graf 31 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R3 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/ul

Oligonukleotid s délkou sekvence 19 bazi, antisense orientace (1531R4)

1531R4; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 32 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R4 na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/ul.
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1531R4; koncentrace templatu 2x10? kopii/ul
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Graf 33 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R4 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/ul

Oligonukleotid s délkou sekvence 25 bazi, sense orientace 1531 R5

1531R5; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 34 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R5 na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/pl.
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1531R5; koncentrace templatu 2x10? kopii/ul
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Graf 35 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R5 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/ul

Oligonukleotid s délkou sekvence 19 bazi, sense orientace (1531R6)

1531R6; koncentrace templatu 2x10° kopii/ul
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Graf 36 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R6 na teploté pii koncentraci templatu
2x10° kopii/pl.
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1531R6; koncentrace templatu 2x10? kopii/ul
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Graf 37 Zavislost ACt hodnot jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1531R6 na teploté pii koncentraci templatu
2x10? kopii/ul
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4 DISKUZE A ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, zda-li n€které z modifikovanych oligonukleotidi dokazi
specificky inhibovat PCR reakci. Testovanymi oligonukleotidy byly fosforothioaty, 2°-O-
Methyl-RNA, peptidova nukleova kyselina (PNA) a oligonukleotidy s 5° C18 spacerem.
Sledovan byl piipadny pokles fluorescenéniho signdlu v ramci real-time PCR reakce,
doprovazeny zvySenim prahové Ct hodnoty. Na riznych systémech pak bylo otestovano, zda-

li jsou inhibice olugonukleotida specifické, ¢i nikoliv.

Prvni testovanou skupinou modifikovanych oligonukleotidi byly oligonukleotidy
s fosforothiodtovymi vazbami. U této skupiny bylo zji§téno, Ze oligonukleotidy jsou schopné
inhibovat, az GipIn¢ blokovat PCR reakce. Naptic¢ vSemi oligonukleotidy 1ze pozorovat, ze mira
inhibice (az Uplna blokace) je vétsi s rostouci délkou sekvence, srostouci koncentraci
oligonukleotidl a s rostouci reakéni teplotou, pficemz byly pozorovany mirn¢ lepsi vysledky
pro reakce s niz§i koncentraci templatové DNA neZ s koncentraci vyssi. Uplnou blokaci PCR
reakce lze pozorovat u nejvysSich koncentraci oligonukleotidi a nejvyraznéjsi je u
oligonukleotidi s nejdelsi sekvenci. U kratSich oligonukleotidii a s niz§i koncentraci pak
pozorujeme spise inhibici PCR. Nicméné prostfednictvim testl specifity bylo prokazano, Ze
fosforothioaty inhibuji reakci nespecificky. Jak mlzeme vidét na vysledcich pro
oligonukleotidy se stfedni délkou sekvence, typ purifikace nemé zasadni vliv na inhibici PCR.
Vzhledem Kk tomu, Ze vSechny oligonukleotidy z této skupiny byly pfipraveny s antisense

orientaci, nelze u nich porovnat vliv orientace oligonukleotidu na inhibici PCR.

Druhou skupinou testovanych oligonukleotidi byly 2°0O-Me-RNA oligonukleotidy.
Z této skupiny poskytovaly lepsi vysledky oligonukleotidy s delsi sekvenci nezZ oligonukleoidy
s krat§i sekvenci, avSak nejednalo se o zvla$t vyznamnou inhibici. Proto u Zadného
oligonukleotidu z této skupiny nebyla testovana specifita inhibice. Vzhledem Kk tomu, Ze
oligonukleotidy s kratsimi sekvencemi neinhibovaly reakci, nelze u nich porovnat vliv zptisobu
purifikace. U oligonukleotidi s delsi sekvenci lze pozorovat, Ze pii pouziti antisense orientace

oligonukleotidu doslo k mirnému zlepSeni zavislosti ACt hodnot na teploté.

Vzhledem Kk piechozim vysledkim byly do této diplomové prace zafazeny dalsi
oligonukleotidy, a to peptidova nukleova kyselina a oligonukleotidy s 18-ti atomovym

spacerem na 5° konci.

U oligonukleotidu PNA_GB_003 (oligonukleotid s delsi sekvenci) byla pozorovana

inhibice  PCR reakce, ktera se zvySovala s naristajici koncentraci oligonukleotidu.

82



Nejvyraznéjsi efekt na inhibici méla koncentrace oligonukleotidu 400 nM. U koncentraci
vyssich jak 400 nM pak nebyl jev zvySovani inhibice s rostouci koncentraci oligonukleotidu
tak vyrazny. U vysSich koncentraci oligonukleotidu poté mizeme pozorovat u vyssich teplot
mirné zlepSeni inhibice PCR (vys8i ACt). Test inhibice byl u tohoto oligonukleotidu pfipraven
rucnim pipetovanim (viz piedchozi vysledky) a poté také za pomoci robotické pipetovaci
stanice. Tento test poskytoval oproti ruénimu pipetovani celkové nizsi AC hodnoty. Jak pozdéji
ukazal test inhibice na jiném systému, inhibuje tento oligonukleotid reakci specificky. Kromé
vySe zminéného oligonukleotidu byl testovan také oligonukleotid S krats$i sekvenci
(PNA_GB_004). U tohoto oligonukleotidu vsak, vzhledem k pifedchozimu oligonukleotidu,
nebyla pozorovdna zddnd vyznamna mira inhibice. Na rozdil od fosforothioatt, poskytovaly
PNA lepsi vysledky v reakcich s vyssi koncentraci templatu. ProtoZe oba oligonukleotidy byly
purifikovany pomoci HPLC a jsou orientovany ve stejném sméru (oba maji sense orientaci),

nelze u nich porovnat vliv téchto parametri na inhibic PCR.

Posledni testovanou skupinou oligonukleotidi byly oligonukleotidy s 5¢ C18 spacerem.
Testy pro tyto oligonukleotidy vsak neodhalily vyznamnou miru inhibice, resp. reakce nebyla
témef vibec inhibovana. Nelze tedy u nich porovnat vliv vySe probiranych parametri na
inhibici PCR, jako teplota, koncentrace oligonuleotidu a templatvé DNA, dé¢lka sekvence a jeji

orientace nebo typ purifikace.

Cil préace nejlépe splnila peptidovéa nukleova kyselina s délkou sekvence 18 para bazi
(PNA_GB_003), ktera ze vsech oligonukleotidii poskytovala nejlepsi vysledky specifické
inhibice. U ostatnich oligonukleotidii nebylo dosazeno vyznamné dobrych vysledku inhibice,
ptipadné reakci inhibovaly nespecificky, proto u nich nebyl ditvod pfistupovat k dal§im dil¢im

cilim této prace.

Vyse zminény oligonukleotid PNA GB 003 by bylo vhodné podrobit dal$im analyzam,
a to pfedevsim analyzam s dalSimi systémy. Zarovein by bylo vhodné zjistit pfi¢inu tak velkého

rozdilu vysledkd v ramci obou PNA oligonukleotidi.
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7 PRILOHY

7.1 Namérené Ct hodnoty

Fosforothioaty
1932 71
Ct H-0 H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 L-0 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
650 | 1688 N/A  NA  N/A 4961 21,69 | 2620 N/A NA NA NA 2689
633 | 1667 NA NA NA 4445 2051 | 2604 NA NA NA NA 3117
614 | 1680 N/A NA NA 4482 2149 | 2600 NA NA NA NA 3217
590 | 1658 N/A  NA NA NA 228 | 2601 NA NA NA NA 3561
570 | 1659 N/A  N/A  NA NA 2702|2599 NA NA NA NA 40,28
550 | 1659 N/A  N/A  NA  NA 3043|2618 NA NA NA NA 4348

Tabulka 5 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139271 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice,
1. méfeni. M&feno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul

L.

Ct H-0 H-50 H-25 L-0 L-50 L-25
650 | 16,46 42,84 21,18 | 26,33 N/A 31,75
63,3 | 16,35 39,54 19,12 | 26,08 N/A 3045
614 | 16,40 40,58 1987 | 2591 N/A 3081
59,0 | 16,21 34,89 2236 | 2582 N/A 3411
57,0 | 16,33 N/A 2514 | 26,07 N/A 3945
550 | 16,72 N/A 2836 | 26,32 N/A N/A

Tabulka 6 Namétfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139271 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice,
2. méfeni. Mé&feno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul

hCCL2_Q1 H-0 H-9,6 H-24 H-60  H-150 L-0 L-9,6 L-24 L-60 L-150
Ct1l 16,07 15,9 16,99 35,73 N/A 26,08 26,09 27,90 N/A N/A
Ct2 16,12 15,84 17,04 37,41 N/A 26,19 25,75 27,68 N/A N/A
Ct3 15,82 15,79 17,12 36,15 N/A 26,06 26,04 217,76 N/A N/A

Tabulka 7 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139271 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_ Q1. Mé&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).

mAnNgptl3_Q2 H-0 H-9,6 H-24 H-60  H-150 L-0 L-9,6 L-24 L-60 L-150
Ct1 15,79 15,79 16,23 23,17 N/A 25,99 25,57 26,00 38,95 N/A
Ct2 15,55 15,33 16,19 21,35 N/A 25,86 2541 26,11 36,22 N/A
Ct3 16,08 15,74 16,29 21,62 N/A 25,81 25,52 26,18 36,70 N/A

Tabulka 8 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392Z1 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém mANgptl3_Q2. Méteno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/pl (H) a 2x10? kopii/ul (L).
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Systém hCCL2_Q1 mAngptl3_Q2
Konc. olig. [nM] 0 64 160 400 0 64 160 400
Ct1 16,2 N/A N/A N/A 15,88 41,14 N/A N/A
Ct2 15,86 N/A N/A N/A 16,06 42,78 N/A N/A
Ct3 15,85 N/A N/A N/A 16,05 45,03 N/A N/A

Tabulka 9 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392Z1 v ramci testu specifity inhibice na
4 systémech, systém hCCL2_Q1 a mAngptl3_Q2. Méieno pro koncentraci templatu 2x10° kopii/pl.

Systém mGusb_Q2 mSurfl_Q1
Konc. olig. [nM] 0 64 160 400 0 64 160 400
Ct1 15,07 42,28 N/A N/A 16,39 N/A N/A N/A
Ct2 15,15 41,74 N/A N/A 16,11 N/A N/A N/A
Ct3 15,26 43,84 N/A N/A 16,47 N/A N/A N/A

Tabulka 10 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392Z1 v ramci testu specifity inhibice na
4 systémech, systém mGusb_Q2 a mSurf_Q1. Méfeno pro koncentraci templatu 2x10° kopii/ul.

1932 Z0

Ct H-0 H-200 H-100 H-50 H-25 H-125| L-0 L-200 L-100 L-50 L-25 L-125
650 | 16,31 26,34 17,10 16,00 16,12 1593 | 2593 N/A 30,05 26,36 26,06 26,06
63,3 | 16,06 25,67 16,50 1567 1591 1587 | 25,73 48,19 28,78 2557 25,67 2548
614 | 16,17 26,57 16,65 1551 1566 1590 | 2567 49,29 29,08 2560 2529 25,50
59,0 | 16,04 30,87 17,73 1579 1563 1592 | 2559 N/A 3124 2587 2542 2547
57,0 | 16,03 36,47 18,73 1551 1558 1585 | 2576 N/A 3421 26,40 2575 25,77
55,0 | 16,08 42,90 20,14 16,35 16,18 16,12 | 2593 N/A 36,60 26,91 26,00 25,86

Tabulka 11 Naméiené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392Z0 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice,
1. méfeni. M&feno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul

L.

Ct H-0 H-400 H-200 H-100| L-0 L-400 L-200 L-100

650 | 1646 N/A 3421 1852 | 26,33 N/A N/A 3011
63,3 | 1635 N/A 3052 17,59 | 26,08 N/A N/A 28,23
61,4 | 1640 N/A 31,78 17,90 | 25091 N/A N/A 28,47
59,0 | 1621 N/A 3567 19,10 | 25,82 N/A N/A 30,22
570 | 1633 N/A 4159 21,01 | 26,07 N/A N/A 33,72
55,0 | 16,72 N/A N/A 21,49 | 26,32 N/A N/A 34,95

Tabulka 12 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139270 (1. fadek; v nM) v ramci testu inhibice,
2. méfeni. Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec; ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul

L.

hCCL2_Q1 H-0 H-26 H-64  H-160 H-400 L-0 L-26 L-64 L-160  L-400

Ct1 16,18 16,19 16,06 24,55 N/A 26,03 26,12 26,35 38,78 N/A
Ct2 16,19 16,04 16,27 23,51 N/A 25,89 26,04 26,47 39,85 N/A
Ct3 16,13 16,01 16,04 23,66 N/A 25,97 25,14 26,33 40,80 N/A

Tabulka 13 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139270 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_Q1. Mé&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).
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mAnNgptl3_Q2 H-0 H-26 H-64  H-160 H-400 L-0 L-26 L-64 L-160  L-400
Ct1l 15,44 15,38 15,56 18,51 N/A 25,56 25,73 25,66 31,47 N/A
Ct2 15,46 15,47 15,96 19,17 N/A 2560 25,60 25,68 29,33 N/A
Ct3 N/A 17,79 26,43 43,49 N/A 25,53 25,65 25,64 30,18 N/A

Tabulka 14 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139270 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém mAngptl3_Q2. M¢teno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).
Cervené zvyraznéné hodnoty byly kvtli své extrémnosti vyfazeny z dalSich vypocta.

Systém hCCL2_Q1 mAnNgptl3_Q2
Konc. olig. [nM] 0 26 64 160 400 0 26 64 160 400
Ctl 16,2 20,04 N/A N/A N/A 15,88 17,53 33,16 N/A N/A
Ct2 15,86 20,38 N/A N/A N/A 16,06 17,64 31,56 N/A N/A
Ct3 15,85 20,97 N/A N/A N/A 16,05 17,9 35,21 N/A N/A

Tabulka 15 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392Z0 v ramci testu specifity inhibice na
4 systémech, systém hCCL2_Q1 a mAngptl3_Q2. Mé&feno pro koncentraci templatu 2x10° kopii/pl.

Systém mGusb_Q2 mSurfl_Q1
Konc. olig. [nM] 0 26 64 160 400 0 26 64 160 400
Ctl 15,07 16,16 32,26 N/A N/A 16,39 21,04 N/A N/A N/A
Ct2 15,15 16,16 34,78 N/A N/A 16,11 22,73 N/A N/A N/A
Ct3 1526 16,52 31,28 N/A N/A 16,47 22,89 N/A N/A N/A

Tabulka 16 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 139270 v ramci testu specifity inhibice na
4 systémech, systém mGusb_Q2 a mSurf Q1. Mé&feno pro koncentraci templatu 2x10° kopii/ul.

1932 U9
Ct H-0 H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 L-0 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
650 | 16,78 3565 23,37 1797 1742 17,10 | 26,41 N/A 3584 2913 27,19 26,77
633 | 16,89 3497 2046 1691 1649 16,44 | 26,09 N/A 3284 2729 2621 26,05
614 | 16,74 34,08 1987 17,22 16,53 16,33 | 26,22 N/A 3254 27,02 26,08 25,88
59,0 | 16,60 37,07 22,22 1755 16,52 16,31 | 26,06 N/A 3540 2795 26,13 26,24
570 | 16,79 43,78 2394 1789 16,78 16,50 | 26,06 N/A 38,78 2918 26,62 26,97
55,0 | 16,64 46,90 2538 1855 17,28 16,97 | 37,71 N/A N/A 29,61 26,70 26,76

Tabulka 17 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U9 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice.
Megfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).

hCCL2_Q1 H-0 H-26 H-64  H-160 H-400 L-0 L-26 L-64 L-160  L-400
Ct1l 16,11 15,88 15,82 16,12 19,25 25,90 25,92 26,05 26,53 N/A
Ct2 16,06 15,77 15,94 16,11 18,78 25,94 25,79 25,97 25,97 32,83
Ct3 16,13 16,02 15,81 15,88 19,43 25,75 25,87 25,95 25,99 32,84

Tabulka 18 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U9 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_ Q1. Mé&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).
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mAnNgptl3_Q2 H-0 H-26 H-64  H-160 H-400 L-0 L-26 L-64 L-160  L-400

Ct1l 15,75 15,59 15,93 16,00 16,97 25,74 25,72 25,66 25,82 27,91
Ct2 16,06 15,66 16,19 16,05 16,93 25,77 25,67 25,90 25,54 27,35
Ct3 16,24 16,01 16,06 15,91 17,10 25,69 25,84 25,74 25,54 27,74

Tabulka 19 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U9 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém mAngptl3_Q2. Méfeno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).

1932 U7

hCCL2_Q1 H-0 H-24 H-60 H-150 L-0 L-24 L-60 L-150
Ct1l 16,07 16,28 30,45 N/A 26,08 27,08 48,95 N/A
Ct2 16,12 16,20 31,15 N/A 26,19 26,90 45,57 N/A
Ct3 15,82 16,72 30,93 N/A 26,06 27,25 N/A N/A

Tabulka 20 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U7 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_Q1. Mé&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/pl (L).

mAngptl3_Q2 H-0 H-24 H-60 H-150 L-0 L-24 L-60 L-150
ct1 15,79 15,95 18,72 N/A 25,99 25,95 33,84 N/A
ct2 15,55 15,71 19,01 N/A 25,86 26,13 33,71 N/A
Cct3 16,08 18,20 20,29 N/A 25,81 26,11 33,86 N/A

Tabulka 21 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U7 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém mAngptl3_Q2. Méieno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).

1932 U6

Ct H-0 H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 L-0 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
65,0 | 16,44 N/A 22,18 16,67 16,36 16,31 | 26,11 N/A 3720 2712 26,12 26,37
63,3 | 16,37 N/A 2213 1649 16,08 16,28 | 26,05 N/A 37,01 2655 2572 2592
61,4 | 16,30 N/A 2289 16,82 16,24 16,17 | 25,86 N/A 39,03 2665 2580 2594
59,0 | 16,26 N/A 2553 1758 16,11 16,01 | 25,62 N/A 4391 2787 2589 25,86
57,0 | 16,53 N/A 2831 1826 16,13 16,12 | 26,01 N/A N/A 2937 26,13 26,13
55,0 | 16,32 N/A 33,07 1943 16,73 16,55 | 26,09 N/A N/A 3261 26,79 26,67

Tabulka 22 Naméiené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U6 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice.
Megfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).

hCCL2_Q1 H-0 H-64 H-160 H-400 L-0 L-64 L-160 L-400
Ct1l 16,18 16,09 21,68 N/A 26,03 26,12 35,59 N/A
Ct2 16,19 16,12 20,71 N/A 25,89 26,06 35,30 N/A
Ct3 16,13 16,10 21,96 N/A 25,97 26,03 35,70 N/A

Tabulka 23 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U6 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_ Q1. Mé&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).
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mAnNgptl3_Q2 H-0 H-64 H-160 H-400 L-0 L-64 L-160 L-400
Ct1l 15,44 15,96 19,07 36,93 25,56 25,54 29,03 N/A
Ct2 15,46 16,16 18,65 N/A 25,60 25,34 28,58 N/A
Ct3 N/A N/A N/A N/A 25,53 25,73 31,36 N/A

Tabulka 24 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U6 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém mAngptl3_Q2. Méieno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/pl (L).

1932 U5
hCCL2_Q1 H-0 H-64 H-160  H-400 L-0 L-64 L-160 L-400
Ct1 16,11 15,98 15,96 18,24 259 26,03 26,25 31,07
Ct2 16,06 16,02 16,03 17,61 25,94 26,04 25,85 30,09
Ct3 16,13 16,18 15,97 17,89 25,75 26,07 26,36 3314

Tabulka 25 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U5 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_Q1. Mé&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/pl (L).

mAngptl3_Q2 H-0 H-64 H-160  H-400 L-0 L-64 L-160 L-400
ct1 15,75 16,08 16,06 16,38 25,74 25,59 25,63 26,56
ct2 16,06 16,1 16,11 16,6 25,77 258 25,76 26,76
Cct3 16,24 16,07 16,01 16,51 25,69 25,86 25,62 27

Tabulka 26 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1392U5 (1. fadek; v nM) v ramci testu specifity
inhibice na 2 systémech, systém mAngptl3_Q2. Méieno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).

2°0-Me-RNA

1410 P1
Ct H-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10 L-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10
65,0 16,24 16,27 16,13 16,31 16,24 16,05 | 26,31 26,42 26,39 26,36 26,51 26,59
63,3 16,15 16,03 16,03 16,10 16,19 16,13 | 26,22 26,17 26,35 26,23 26,16 26,48
61,4 16,01 16,22 16,11 1597 16,11 15,78 | 2597 26,35 26,16 2594 2588 26,07
59,0 16,21 16,28 16,24 16,08 16,01 16,05 | 26,13 26,46 26,34 26,27 26,22 26,12
57,0 16,25 16,47 16,28 16,10 16,05 1596 | 26,07 26,51 26,24 26,25 26,18 26,09
55,0 16,05 16,64 16,53 16,09 16,55 16,12 | 26,18 26,59 26,36 26,25 26,18 26,36

Tabulka 27 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1410P1 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice.
Mgéfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).
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1410 P1-Al

Ct H-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10 L-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10
650 | 1625 16,33 16,36 16,50 16,55 16,40 | 26,43 26,84 27,02 26,58 26,87 26,70
633 | 1647 16,33 16,06 16,08 16,18 16,10 | 26,38 26,30 26,55 26,50 26,65 26,24
614 | 16,16 16,26 16,33 16,23 16,08 16,10 | 26,27 26,58 26,37 26,30 26,04 26,18
59,0 | 16,29 16,76 16,29 16,21 16,24 1594 | 26,26 26,73 26,82 26,53 26,49 26,28
570 | 16,34 16,64 16,39 16,17 16,36 16,15 | 26,25 26,75 26,57 26,50 26,35 26,10
550 | 1649 17,04 1659 16,27 16,19 16,31 | 2648 26,80 26,95 26,79 26,55 26,37

Tabulka 28 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1410P1-Al (1. fadek, v nM) v ramci testu
inhibice. Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).

1410 P2
Ct H-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10 L-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10
650 | 16,06 1727 17,13 1665 16,30 16,17 | 26,46 27,88 27,52 27,12 27,01 26,81
63,3 | 16,11 16,62 16,02 16,49 16,02 1582 | 26,26 26,85 27,00 26,66 26,38 26,32
614 | 16,10 16,60 16,80 16,37 16,04 1579 | 26,21 27,07 26,78 26,41 26,08 26,15
59,0 | 16,02 1893 17,18 16,35 16,05 1585 | 26,29 27,61 27,20 26,73 26,53 26,31
570 | 1599 17,88 17,09 1625 16,16 1572 | 26,38 28,09 2745 26,75 26,59 26,43
550 | 1585 17,83 1743 1686 16,32 16,03 | 26,31 28,70 28,29 27,27 26,73 26,30

Tabulka 29 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1410P2 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice,
1. méfeni Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul (L).

Ct H-0 H-4000 H-2000 H-1000 H-500 H-250 L-0 L-4000 L-2000 L-1000 L-500  L-250
65,0 | 1599 18,72 1757 1742 1731 1723 | 2641 30,22 28,73 29,08 29,34 27,88
633 | 1588 17,16 16,81 17,11 16,80 16,73 | 26,13 28,18 27,38 27,37 28,01 28,49
614 | 16,13 1752 17,14 1736 16,69 16,68 | 26,10 28,09 27,35 27,74 27,26 27,03
590 | 16,13 18,74 1799 1786 1766 17,18 | 26,10 28,86 28,24 28,37 29,08 28,28
570 | 16,01 19,58 1867 17,79 17,76 17,30 | 26,26 30,44 2931 28,79 2951 27,86
550 | 1695 20,13 2483 1851 19,08 17,88 | 26,40 31,44 3038 2995 30,86 28,97

Tabulka 30 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1410P2 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice,
2. mé&feni. Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul

L.

1410 P5
Ct H-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10 L-0 H-400 H-160 H-64 H-25 H-10
650 | 16,09 16,85 16,88 16,76 16,46 16,18 | 26,60 28,03 27,98 2752 27,13 27,09
63,3 | 1582 17,12 1654 16,23 16,20 16,10 | 26,39 28,11 28,04 2722 26,75 2647
614 | 1611 16,99 16,67 16,31 16,28 16,01 | 26,28 28,34 27,74 2722 26,76 26,53
59,0 | 1597 17,18 17,02 16,61 16,31 1579 | 26,34 2849 2852 27,63 2696 26,77
570 | 1629 17,49 1732 1685 16,46 16,00 | 26,23 28,93 2857 2792 2692 26,52
550 | 16,13 17,78 17,09 17,04 16,55 16,32 | 26,21 29,40 29,01 2845 27,01 27,02

Tabulka 31 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1410P5 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice,
1. mé&feni. Mé&feno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/pl (H) a 2x10? kopii/ul

w).
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Ct 0 400 160 64 25 10

650 | 1628 19,99 17,99 1759 17,23 16,99
633 | 16,01 19,56 18,08 17,39 17,12 16,91
614 | 16,04 19,73 18,04 17,38 16,96 17,01
59,0 | 16,22 20,07 1837 17,88 17,47 17,16
57,0 | 16,07 21,09 19,03 1826 17,62 17,48
550 | 16,15 21,27 1949 1798 1824 17,89

Tabulka 32 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1410P5 (1. fadek, v nM) v rdmci testu inhibice,
2. méfeni. Mé&feno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentraci templatu 2x10° kopii/ul.

PNA

PNA_GB_003

Ct H-0 H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 L-0 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25

650 | 1555 2578 2146 1791 17,06 16,60 | 26,79 36,49 33,98 29,28 27,94 27,49
633 | 16,20 26,28 2157 1767 16,57 16,24 | 26,40 37,34 3409 29,18 2741 26,77
614 | 1588 26,22 2139 1764 1644 16,17 | 26,29 3826 34,15 28,88 2738 27,15
590 | 16,20 27,19 2218 1793 16,82 1646 | 26,44 3819 34,74 2953 2751 27,05
570 | 1642 2755 22713 1789 16,63 16,38 | 26,44 3857 3506 2950 27,55 26,96
550 | 16,36 28,19 22,18 1804 16,85 1646 | 26,61 3932 3515 29,57 28,23 27,17

Tabulka 33 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA_GB_003 (1. fadek, v nM) v ramci testu
inhibice, 1. méfeni. Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a
2x102 kopii/ul (L).

Ct H-0 H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 L-0 L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200

650 | 1625 2731 27,04 2681 2643 2246 | 2659 3789 3831 3721 3729 3541
633 | 16,14 2730 26,76 2658 2586 2193 | 2629 3706 3811 37,74 37,21 35,07
614 | 16,10 28,01 2738 2721 2599 2213 | 26,18 36,67 3862 37,75 37,24 3563
59,0 | 16,22 2890 2837 28,02 27,20 22,70 | 26,36 39,88 N/A 3946 39,89 3545
570 | 16,22 29,62 29,13 28,70 28,07 2296 | 26,38 4098 3842 4116 39,12 36,34
550 | 16,51 31,14 30,05 29,37 27,60 2290 | 2648 39,88 N/A N/A N/A 36,92

Tabulka 34 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA_GB_003 (1. fadek, v nM) v ramci testu
inhibice, 2. méfeni. Mé&feno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a
2x10? kopii/pl (L).

Konc. olig. [nM] 0 100 200 400 600 800
Ctl 16,62 16,34 19,15 21,46 2358 2364 2506 2513
Ct2 16,24 16,68 19,22 2160 24,09 2350 2543 2527
Ct3 16,29 16,42 1940 21,79 2428 2404 2516 2537
Ct4 16,29 1655 19,30 21,99 2450 2447 2541 2540
Ct5 16,45 16,26 19,29 21,34 2393 23,64 2502 25,07
Ct6 16,54 16,75 19,32 2125 2454 2405 25,08 2536

Tabulka 35 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA_GB 003 v ramci testu inhibice
piipraveného robotickou pipetovaci stanici. Mé&feno pro koncentraci templatu 2x10° kopii/ul.
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Konc. olig. [nM] 0 100 200 400 600 800
Ctl 2740 2729 32,28 3413 3586 3553 36,04 3577
Ct2 2720 2745 31,77 3415 3510 3511 37,04 36,00
Ct3 2729 2726 3229 3477 36,09 36,15 36,34 36,06
Ct4 2762 2728 31,76 3459 3564 3586 3560 36,01
Ct5 27,73 2724 32,04 3470 36,11 36,19 36,88 36,61
Cté6 2712 2729 31,78 3467 3547 3595 39,18 36,19

Tabulka 36 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA GB 003 v ramci testu inhibice
piipraveného robotickou pipetovaci stanici. Mé&feno pro koncentraci templatu 2x10? kopii/ul.

hCCL2_Q1 H-0 H-100 H-200 H-400 H-600 H-800| L-0 L-100 L-200 L-400 L-600 L-800

Ctl 15,87 17,10 17,30 2345 2576 26,47 | 26,31 28,08 30,16 3522 36,67 37,17
Ct2 16,00 16,94 18,47 2355 2594 2635|2625 2765 31,63 3593 3722 3752
Ct3 1590 16,61 1859 22,06 2569 2649 | 26,14 27,62 2867 36,08 36,86 38,42

Tabulka 37 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA_GB_003 (1. fadek; v nM) v ramci testu
specifity inhibice na 2 systémech, systém hCCL2_ Q1. Méfeno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul
L.

mAngptl3_ Q2 | H-0 H-100 H-200 H-400 H-600 H-800| L-0 L-100 L-200 L-400 L-600 L-800

Ct1l 16,15 16,02 16,21 16,06 16,15 16,25 26,05 2590 26,09 26,05 26,08 26,12
Ct2 16,21 16,09 16,11 16,11 16,24 16,20 | 25,96 2582 26,09 2597 26,14 2598
Ct3 16,22 16,25 16,19 16,03 16,22 16,28 | 2590 25,87 2597 26,12 26,06 2594

Tabulka 38 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA_GB_003 (1. fadek; v nM) v ramci testu
specifity inhibice na 2 systémech, systém mAngptl3_Q2. M&feno pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x10? kopii/ul
L.

PNA_GB_004

Ct H-0 H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 L-0 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
650 | 16,17 16,46 16,22 1646 16,51 16,38 | 26,83 26,77 27,04 26,75 26,63 26,97
633 | 16,17 16,20 1595 16,06 16,17 1641 | 2650 26,59 26,65 2694 2649 2642
614 | 16,04 16,25 16,09 16,27 16,08 1599 | 26,21 26,53 26,59 26,25 26,30 26,30
59,0 | 16,13 16,40 1648 16,27 1591 16,17 | 26,58 26,75 26,57 26,36 26,47 26,55
570 | 16,04 16,74 16,61 16,38 1596 1599 | 26,37 27,16 26,93 26,50 26,52 26,37
550 | 16,26 16,80 16,79 16,34 16,25 16,16 | 26,58 27,68 26,88 26,64 26,93 26,71

Tabulka 39 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu PNA_GB_004 (1. fadek, v nM) v ramci testu
inhibice. Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).
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5°C18 spacer

1531 R3

Ct H-0 H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 L-0 L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200
650 | 1663 16,19 1654 1646 16,53 1643 | 27,05 26,87 27,14 2697 27,18 27,32
63,3 | 16,60 16,02 16,24 16,18 16,44 16,55 | 27,01 26,78 26,52 26,67 27,15 26,93
614 | 16,85 16,09 16,28 16,29 16,39 16,32 | 26,89 26,63 26,59 26,52 26,59 27,05
590 | 16,71 16,10 16,23 16,41 16556 16,35 | 26,90 26,59 26,49 26,81 26,91 28,09
570 | 16,86 16,10 16,46 16,20 16,32 16,46 | 26,82 26,45 26,43 26,74 26,55 27,32
550 | 16,95 16,28 16,37 16,33 16,68 16,47 | 27,18 26,54 26,56 26,59 26,74 26,77

Tabulka 40 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1531R3 (1. fadek, v nM) v rAmci testu inhibice.
Meéieno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).

1531 R4

Ct H-0 H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 L-0 L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200
650 | 1648 16,38 16,29 16,13 16,24 16,34 | 2690 26,82 26,88 27,01 26,83 27,07
633 | 1623 16,11 16,02 16,16 1591 16,11 | 26,88 26,69 26,58 26,49 26,66 26,37
614 | 1649 16,17 16,15 16,13 1590 16,10 | 26,70 26,36 26,42 26,25 26,41 26,34
590 | 16,38 16,21 16,16 16,16 1584 16,18 | 26,80 26,56 26,35 26,78 26,65 26,76
570 | 1642 16,14 16,11 16,08 16,06 16,06 | 26,65 26,35 26,33 26,57 26,47 26,59
550 | 16,14 16,15 16,32 16,25 16,20 16,21 | 26,81 26,40 26,66 26,61 26,76 27,00

Tabulka 41 Naméiené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1531R4 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice.
Méfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).

1531 R5

Ct H-0 H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 L-0 L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200

650 | 16,57 16,19 16,09 16,26 16,28 16,40 | 26,95 26,56 26,67 26,76 26,82 26,70
633 | 16,53 16,18 1595 16,05 16,38 16,28 | 26,63 26,15 26,51 26,37 26,59 26,43
614 | 1632 1595 16,12 16,00 16,14 16,23 | 26,63 26,34 26,21 26,35 26,40 26,58
59,0 | 16,38 16,04 1598 16,01 16,24 16,26 | 2666 26,35 26,50 26,49 26,52 26,85
570 | 1645 16,10 16,36 1596 16,07 16,10 | 26,63 26,23 26,31 26,25 26,61 26,62
550 | 16,27 16,16 16,22 16,23 16,06 16,29 | 26,70 26,41 26,49 26,44 26,66 26,99

Tabulka 42 Naméfené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1531R5 (1. fadek, v nM) v rAmci testu inhibice.
Megfeno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/ul (H) a 2x102 kopii/ul (L).
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1531 R6

Ct H-0 H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 L-0 L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200
65,0 | 16,65 16,27 16,42 16,36 1642 16,36 | 27,26 26,82 27,07 2691 27,01 27,16
63,3 | 16,50 16,17 16,24 16,26 16,26 16,44 | 26,94 26,76 26,73 26,70 26,94 26,98
614 | 16,61 16,24 16,23 16,03 16,13 16,29 | 2691 26,50 26,53 26,36 26,61 26,74
59,0 | 16,54 16,23 16,09 16,32 16,19 16,32 | 27,17 26,42 26,67 26,52 27,01 27,16
570 | 1646 16,09 1657 1583 16,33 16,41 | 26,74 2692 26,76 26,56 26,81 26,77
55,0 | 16,52 16,56 16,43 27,11 26,72 2695 | 27,01 2695 27,038 2644 26,66 26,99

Tabulka 43 Namétené Ct hodnoty pro jednotlivé koncentrace oligonukleotidu 1531R6 (1. fadek, v nM) v ramci testu inhibice.
Meéieno v teplotnim gradientu (1. sloupec, ve °C) a pro koncentrace templatu 2x10° kopii/pl (H) a 2x102 kopii/ul (L).

7.2 Vypocitané ACt a AACt hodnoty

Fosforothioaty

1932 71
ACt | H-400 H-200 H-100 H-50  H-25 | L-400 L-200 L-100  L-50 L-25
650 | N/A N/A N/A 2956 477 N/A N/A N/A N/A 3,06
633 | NA N/A N/A 2549 331 N/A N/A N/A N/A 4,75
614 | NA N/A N/A 2610 4,08 N/A N/A N/A N/A 5,54
59,0 | N/A N/A N/A 1868 6,20 N/A N/A N/A N/A 8,95
57,0 | N/A N/A N/A N/A 9,62 N/A N/A N/A N/A 13,84
550 | N/A N/A N/A N/A 12,74 N/A N/A N/A N/A 17,30

Tabulka 44 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 193271 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L - koncentrace templatu 2x10?

kopii/ul).
Konc. olig. [nM]| H-9,6 H-24 H-60 H-150 L-9,6 L-24 L-60 L-150
AACt prim 0,17 0,92 14,68 N/A 0,24 1,46 N/A N/A
SD 0,33 0,26 1,10 N/A 0,19 0,15 N/A N/A

Tabulka 45 Pramérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392Z1 v ramci testu
specifity inhibice. (H — koncentrace templatu 2x105 kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x102 kopii/ul).

Systém mAnNgpti3_Q2 mSurfl_Q1 mGush_Q2
Konc. olig. [nM] | 26 64 160 400 26 64 160 400 26 64 160 400
AACt priam. N/A  N/A NA NA | NA NA NA NA]|NA NA NA NA
SD N/A  N/A NA NA | NA NA NA NA]|NA NA NA NA

Tabulka 46 Primémé AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 139271 v ramci testu
specifity inhibice pro 3 rizné systémy.
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1932 Z0
ACt | H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 H-12,5] L-400 L-200 L-100 L-50 L-25 L-125
65,0 N/A 13,89 1,43 -0,31  -0,19 -0,38 N/A N/A 3,95 0,43 0,13 0,13
63,3 N/A 11,89 0,84 -0,39  -0,15 -0,19 N/A 2246 2,60 -0,16  -0,06 -0,25
61,4 N/A 12,89 0,99 -066 -0,51 -0,27 N/A 2362 2,99 -0,07  -0,38 -0,17
59,0 N/A 17,15 2,29 -025 -041 -0,12 N/A N/A 5,03 0,28 -0,17 -0,12
57,0 N/A 22,85 3,69 -052  -0,45 -0,18 N/A N/A 8,05 0,64 -0,01 0,01
55,0 N/A 26,82 4,42 0,27 0,10 0,04 N/A N/A 9,65 0,98 0,07 -0,07

Tabulka 47 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1932Z0 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H - koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L - koncentrace templatu 2x102
kopii/ul)

Konc. olig. [nM] H-26 H-64 H-160 H-400 L-26 L-64 L-160 L-400
AACt prim. -0,85 -0,35 4,35 N/A -0,28 0,34 9,10 N/A
SD 1,12 0,23 0,57 N/A 0,45 0,09 1,21 N/A

Tabulka 48 Primérmé AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 139270 (1. tadek,
v nM) v ramci testu specifity inhibice. (H - koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L - koncentrace templatu 2x10? kopii/ul)

Systém mANngptl3_Q2 mSurfl_Q1 mGusb_Q2
Konc. olig. [nM] | 26 64 160 400 26 64 160 400 26 64 160 400
AACt priam. 280 N/A N/A NA]-140 NA NA NA]|337 NA NA NA
SD 045 N/A NA NA |09 NA NA NAJ|]O04 NA NA N/A

Tabulka 49 Pramérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 139270 v ramci testu
specifity inhibice pro 3 rizné systémy.

1932 U9
ACt H-400  H-200 H-100 H-50 H-25 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
65,0 18,87 6,59 1,19 0,64 0,32 N/A 9,43 2,72 0,78 0,36
63,3 18,08 3,57 0,02 -0,40 -0,45 N/A 6,75 1,20 0,12 -0,04
61,4 17,34 3,13 0,48 -0,21 -0,41 N/A 6,32 0,80 -0,14 -0,34
59,0 20,47 5,62 0,95 -0,08 -0,29 N/A 9,34 1,89 0,07 0,18
57,0 26,99 7,15 1,10 -0,01 -0,29 N/A 12,72 3,12 0,56 0,91
55,0 30,26 8,74 1,91 0,64 0,33 N/A N/A -8,10 -11,01 -10,95

Tabulka 50 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1932U9 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x102
kopii/pl). Cervené zvyraznéné hodnoty byly kviili své extrémnosti vyfazeny z dalSich vypocti.

Konc. olig. [nM] H-26 H-64 H-160 H-400 L-26 L-64 L-160 L-400
AACt prim 0,05 -0,29 -0,03 2,07 -0,01 0,09 0,40 5,04
SD 0,29 0,24 0,24 0,35 0,13 0,14 0,30 0,25

Tabulka 51 Primérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U9 v ramci testu
specifity inhibice. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x10? kopii/ul).

99



1932 U7

Konc. olig. [nM] H-24 H-60 H-150 L-24 L-60 L-150
AACt prim -0,42 11,31 N/A 0,79 13,23 N/A
SD 1,17 0,78 N/A 1,69 1,69 N/A

Tabulka 52 Primérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U7 v ramci testu

specifity inhibice. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/pl, L — koncentrace templatu 2x102 kopii/ul).

1932 U6
ACt H-400  H-200 H-100 H-50 H-25 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
65,0 N/A 574 0,23 -0,08 -0,13 N/A 11,09 1,01 0,01 0,26
63,3 N/A 5,76 0,12 -0,29 -0,09 N/A 10,96 0,50 -0,33 -0,13
61,4 N/A 6,59 0,52 -0,06 -0,13 N/A 13,17 0,79 -0,06 0,08
59,0 N/A 9,27 1,32 -0,15 -0,25 N/A 18,29 2,25 0,27 0,24
57,0 N/A 11,78 1,73 -0,40 -0,41 N/A N/A 3,36 0,12 0,12
55,0 N/A 16,75 3,11 0,41 0,230 N/A N/A 6,52 0,70 0,58

Tabulka 53 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1932U6 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H - koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L - koncentrace templatu 2x10?

kopii/pl)

Konc. olig. [nM] H-64 H-160 H-400 L-64 L-160 L-400
AACt prim. -0,67 1,87 N/A 0,13 5,47 N/A
SD 0,10 0,58 N/A 0,18 1,23 N/A

Tabulka 54 Primérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu 1392U6 v ramci testu

specifity inhibice. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/pl, L — koncentrace templatu 2x10? kopii/ul).

1932 U5
Konc. olig. [nM] H-64 H-160 H-400 L-64 L-160 L-400
AACt prim -0,11 -0,16 1,33 0,17 0,35 4,53
SD 0,22 0,21 0,34 0,15 0,24 1,29

Tabulka 55 Primérné AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu v ramci testu specifity

inhibice. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x10? kopii/ul).
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2°0-Me-RNA

1410 P1
ACt H-400 H-160 H-64 H-25 H-10 L-400 L-160 L-64 L-25 L-10
65,0 0,03 -0,11 0,07 0,00 -0,19 0,11 0,08 0,05 0,20 0,28
63,3 -0,12 -0,12 -0,05 0,04 -0,02 -0,05 0,13 0,01 -0,06 0,26
61,4 0,21 0,10 -0,04 0,10 -0,23 0,38 0,19 -0,03 -0,09 0,10
59,0 0,07 0,03 -0,13 -0,20 -0,16 0,33 0,21 0,14 0,09 -0,01
57,0 0,22 0,03 -0,15 -0,20 -0,29 0,44 0,17 0,18 0,11 0,02
55,0 0,59 0,48 0,04 0,50 0,07 0,41 0,18 0,07 0,00 0,18

Tabulka 56 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1410P1 (1. fAdek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H - koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L - koncentrace templatu 2x10?

kopii/ul)

1410 P1-Al
ACt H-400 H-160 H-64 H-25 H-10 L-400 L-160 L-64 L-25 L-10
65,0 0,08 0,11 0,25 0,30 0,15 0,41 0,59 0,15 0,44 0,27
63,3 -0,14 -0,41 -0,39 -0,29 -0,37 -0,08 0,17 0,12 0,27 -0,14
61,4 0,10 0,17 0,07 -0,08 -0,06 0,31 0,10 0,03 -0,23 -0,09
59,0 0,47 0,00 -0,08 -0,05 -0,35 0,47 0,56 0,27 0,23 0,02
57,0 0,30 0,05 -0,17 0,02 -0,19 0,50 0,32 0,25 0,10 -0,15
55,0 0,55 0,10 -0,22 -0,30 -0,18 0,32 0,47 0,31 0,07 -0,11

Tabulka 57 ACt hodnoty testu inhibice riiznych koncentraci oligonukleotidu 1410P1-Al (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x10?

kopii/ul).

1410 P2
ACt 4000 2000 1000 500 400 250 160 64 25 10
65,0 2,73 1,58 1,43 1,32 1,21 1,24 1,07 0,59 0,24 0,11
63,3 1,28 0,93 1,23 0,92 0,51 0,85 -0,09 0,38 -0,09 -0,29
61,4 1,39 1,01 1,23 0,56 0,50 0,55 0,70 0,27 -0,06 -0,31
59,0 2,61 1,86 1,73 1,53 2,91 1,05 1,16 0,33 0,03 -0,17
57,0 3,57 2,66 1,78 1,75 1,89 1,29 1,10 0,26 0,17 -0,27
55,0 3,18 7,88 1,56 2,13 1,98 0,93 1,58 1,01 0,47 0,18

Tabulka 58 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1410P2 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu

(1. sloupec, ve °C) pii koncentraci templatu 2x10° kopii/ul.

ACt 4000 2000 1000 500 400 250 160 64 25 10

65,0 3,81 2,32 2,67 2,93 1,42 1,47 1,06 0,66 0,55 0,35
63,3 2,05 1,25 1,24 1,88 0,59 2,36 0,74 0,40 0,12 0,06
61,4 1,99 1,25 1,64 1,16 0,86 0,93 0,57 0,20 -0,13 -0,06
59,0 2,76 2,14 2,27 2,98 1,32 2,18 0,91 0,44 0,24 0,02
57,0 4,18 3,05 2,53 3,25 1,71 1,60 1,07 0,37 0,21 0,05
55,0 5,04 3,98 3,55 4,46 2,39 2,57 1,98 0,96 0,42 -0,01

Tabulka 59 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1410P2 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu

(1. sloupec, ve °C) pfi koncentraci templétu 2x10? kopii/pl.
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1410 P5

ACt 4000 2000 1000 500 400 250 160 64 25 10
65,0 3,71 1,71 1,31 0,95 0,76 0,71 0,79 0,67 0,37 0,09
63,3 3,55 2,07 1,38 1,11 1,30 0,90 0,72 0,41 0,38 0,28

61,4 3,69 2,00 1,34 0,92 0,88 0,97 0,56 0,20 0,17 -0,10
59,0 3,85 2,15 1,66 1,25 1,21 0,94 1,05 0,64 0,34 -0,18
57,0 5,02 2,96 2,19 1,55 1,20 1,41 1,03 0,56 0,17 -0,29

55,0 5,12 3,34 1,83 2,09 1,65 1,74 0,96 0,91 0,42 0,19

Tabulka 60 AACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1410P5 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) pti koncentraci templatu 2x10° kopii/ul.

ACt 400 160 64 25 10
65,0 1,43 1,38 0,92 0,53 0,49
63,3 1,72 1,65 0,83 0,36 0,08
61,4 2,06 1,46 0,94 0,48 0,25
59,0 2,15 2,18 1,29 0,62 0,43
57,0 2,70 2,34 1,69 0,69 0,29
55,0 3,19 2,80 2,24 0,80 0,81

Tabulka 61 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu 1410P5 (1. fAdek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) pti koncentraci templatu 2x10? kopii/ul.

PNA

PNA_GB_003
ACt 1000 800 600 400 200 100 50 25
65,0 11,06 10,79 10,56 10,21 6,06 2,36 1,51 1,05
63,3 11,16 10,62 10,44 9,90 5,58 1,47 0,37 0,04
61,4 11,91 11,28 11,11 10,12 577 1,76 0,56 0,29
59,0 12,68 12,15 11,80 10,99 6,23 1,73 0,62 0,26
57,0 13,40 12,91 12,48 11,49 6,23 1,47 0,21 -0,04
55,0 14,63 13,54 12,86 11,46 6,11 1,68 0,49 0,10

Tabulka 62 ACt hodnoty testu inhibice rtiznych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003 (1. fadek, v nM) v teplotnim
gradientu (1. sloupec, ve °C) pfi koncentraci templatu 2x10° kopii/pl.

ACt 1000 800 600 400 200 100 50 25
65,0 11,30 11,72 10,62 10,20 8,01 2,49 1,15 0,70
63,3 10,77 11,82 11,45 10,93 8,24 2,78 1,01 0,37
61,4 10,49 12,44 11,57 11,52 8,66 2,59 1,09 0,86
59,0 13,52 N/A 13,10 12,64 8,70 3,09 1,07 0,61
57,0 14,60 12,04 14,78 12,44 9,29 3,06 1,11 0,52
55,0 13,40 N/A N/A 2,13 1,98 0,93 1,58 0,47

Tabulka 63 ACt hodnoty testu inhibice rtiznych koncentraci oligonukleotidu PNA GB_003 (1. fadek, v nM) v teplotnim
gradientu (1. sloupec, ve °C) pii koncentraci templatu 2x10? kopii/pl.
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Konc. olig. [nM] | H-100 H-200 H-400 H-600 H-800
2,83 5,12 7,57 8,74 8,81

0,18 0,31 0,39 0,24 0,21

L-100 L-200 L-400 L-600 L-800
4,64 7,15 8,41 9,50 8,76
0,29 0,31 0,41 1,16 0,31

ACt prim.
SD

Tabulka 64 Primérné ACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003 (1. fadek,
v nM) v ramci testu inhibice pfipraveného robotickou pipetovaci stanici. (H — koncentrace templatu 2x105 kopii/pl, L —
koncentrace templatu 2x102 kopii/ul)

Konc. olig. [nM] | H-100 H-200 H-400 H-600 H-800

1,03 2,22 7,22 9,86 10,46
0,24 0,59 0,69 0,13 0,10

L-100 L-200 L-400 L-600 L-800
1,66 3,84 943 10,56 11,43
0,23 1,22 0,39 0,25 0,54

AACt pram.
SD

Tabulka 65 Pramémé AACt hodnoty a smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_003
(1. tadek, v nM) v ramci testu specifity inhibice. (H — koncentrace templatu 2x105 kopii/ul, L — koncentrace templatu
2x10? kopii/pl).

PNA_GB_004
ACt H-400 H-200 H-100 H-50 H-25 L-400 L-200 L-100 L-50 L-25
65,0 0,29 0,05 0,29 0,34 0,21 -0,06 0,21 -0,08 -0,20 0,14
63,3 0,03 -0,22 -0,11 0,00 0,24 0,09 0,15 0,44 -0,01 -0,08
61,4 0,21 0,05 0,23 0,04 -0,05 0,32 0,38 0,04 0,09 0,09
59,0 0,27 0,35 0,14 -0,22 0,04 0,17 -0,01 -0,22 -0,11 -0,03
57,0 0,70 0,57 0,34 -0,08 -0,05 0,79 0,56 0,13 0,15 0,00
55,0 0,54 0,53 0,08 -0,01 -0,10 1,10 0,30 0,06 0,35 0,13

Tabulka 66 ACt hodnoty testu inhibice riznych koncentraci oligonukleotidu PNA_GB_004 (1. tadek, v nM) v teplotnim
gradientu (1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu
2x102 kopii/pl).

5°C18 spacer

1531 R3
ACt | H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 | L-1000 L-800  L-600  L-400  L-200
650 | -044 009 017 010 -020 | -018 0,09 -0,08 0,13 0,27
633 | -058 03 042 016 005 | -023 -049  -034 0,14 -0,08
614 | -076  -057 056 046 053 | -026 -030  -037  -030 0,16
590 | -061 -048 030 015 036 | -031 -041  -0,09 0,01 1,19
570 | -076  -040 066 054 040 | -037 -039 -008 -027 0,50
550 | -067 -058 062 027 048 | -064 -062 -059  -044  -041

Tabulka 67 ACt hodnoty testu inhibice rtiznych koncentraci oligonukleotidu 1531R3 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/pl, L — koncentrace templatu 2x10?

kopii/ul).
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1531 R4

ACt | H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 | L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200
65,0 -0,10 -0,19 -0,35 -0,24 -0,14 -0,08 -0,02 0,11 -0,07 0,17

63,3 -0,12 -0,21 -0,07 -0,32 -0,12 -0,19 -0,30 -0,39 -0,22 -0,51
61,4 -0,32 -0,34 -0,36 -0,59 -0,39 -0,34 -0,28 -0,45 -0,29 -0,36
59,0 -0,17 -0,22 -0,22 -0,54 -0,20 -0,24 -0,45 -0,02 -0,15 -0,04
57,0 -0,28 -0,31 -0,34 -0,36 -0,36 -0,30 -0,32 -0,08 -0,18 -0,06
55,0 0,01 0,18 0,11 0,06 0,07 -0,41 -0,15 -0,20 -0,05 0,19

Tabulka 68 ACt hodnoty testu inhibice rtiznych koncentraci oligonukleotidu 1531R4 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x102
kopii/ul).

1531R5

ACt | H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 | L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200
65,0 -0,38 -0,48 -0,31 -0,29 -0,17 -0,39 -0,28 -0,19 -0,13 -0,25
63,3 -0,35 -0,58 -0,48 -0,15 -0,25 -0,48 -0,12 -0,26 -0,04 -0,20
61,4 -0,37 -0,20 -0,32 -0,18 -0,09 -0,29 -0,42 -0,28 -0,23 -0,05
59,0 -0,34 -0,40 -0,37 -0,14 -0,12 -0,31 -0,16 -0,17 -0,14 0,19
57,0 -0,35 -0,09 -0,49 -0,38 -0,35 -0,40 -0,32 -0,38 -0,02 -0,01
55,0 -0,11 -0,05 -0,04 -0,21 0,02 -0,29 -0,21 -0,26 -0,04 0,29

Tabulka 69 ACt hodnoty testu inhibice rtiznych koncentraci oligonukleotidu 1531R5 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/pl, L — koncentrace templatu 2x10?
kopii/pl).

1531R6

ACt | H-1000 H-800 H-600 H-400 H-200 | L-1000 L-800 L-600 L-400 L-200
65,0 -0,38 -0,23 -0,29 -0,23 -0,29 -0,44 -0,19 -0,35 -0,25 -0,10
63,3 -0,33 -0,26 -0,24 -0,24 -0,06 -0,18 -0,21 -0,24 0,00 0,04
61,4 -0,37 -0,38 -0,58 -0,48 -0,32 -0,41 -0,38 -0,55 -0,30 -0,17
59,0 -0,31 -0,45 -0,22 -0,35 -0,22 -0,75 -0,50 -0,65 -0,16 -0,01
57,0 -0,37 0,11 -0,63 -0,13 -0,05 0,18 0,02 -0,18 0,07 0,03
55,0 0,04 -0,09 10,59 10,20 10,43 -0,06 0,02 -0,57 -0,35 -0,02

Tabulka 70 ACt hodnoty testu inhibice rtiznych koncentraci oligonukleotidu 1531R6 (1. fadek, v nM) v teplotnim gradientu
(1. sloupec, ve °C) a 2 koncentracich templatu. (H — koncentrace templatu 2x10° kopii/ul, L — koncentrace templatu 2x102
kopii/ul).
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