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Nové reaktivni DNA sondy pro vychytavani vazebnych proteini

Védci ze Spole&né laboratofe bioorganické a medicinalni chemie nukleovych kyselin Ustavu organické chemie a biochemie
AVCR a P¥irodovédecké fakulty UK (tym doc. Hocka) ve spoluprici s kolegy z Biofyzikalniho wistavu AVCR a CEITEC MU
Brno (tym doc. Fojty) vyvinuli nové velmi reaktivni modifikované DNA sondy, které 1ze vyuZit k selektivnimu vychytavani
proteinii vaZicich se na danou sekvenci DNA. PFipravili DNA nesouci velmi reaktivni chemické skupiny (tzv.
vinylsulfonamidy), na které lze snadno a za fyziologickych podminek chemicky p¥Fipojit jiné molekuly obsahujici thiolové
skupiny, tedy napi. proteiny obsahujici aminokyselinu cystein. Tato metodika byla otestovana na biokonjugaci DNA sond s
proteinem p53, coZ je diileZity supresor nadori. Prace byla pFijata k publikaci v prestiZnim ¢asopise Angewandte Chemie
International Edition (IF = 13.7).

DNA je biologicka makromolekula, ktera je nositelkou genetické informace. Je tvofena dvéma vlakny svinutymi do
dvousroubovice. DNA v buiice interaguje s mnoha proteiny, které zprostiedkovavaji jeji kopirovani, ptepis, opravy
apod. Klicovou tilohu ma zejména rozpoznani sekvence DNA tzv. transkripénimi faktory, coz jsou proteiny, které
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p53, jenz potlacuje tvorbu nadorti, a jeho nedostatek nebo nefunkéni mutanty se vyskytuji ve vétsing typa rakoviny.

Nové metodika védcii z UOCHB AVCR, PiF UK, BFU AVCR a CEITEC umozZiuje snadnou piipravu riiznych
konjugat nukleovych kyselin s peptidy nebo proteiny. Zaroven Ize reaktivni DNA sondy pouzit k selektivnimu
vychytavani proteind, které se specificky vazi na danou sekvenci (napf. transkrip¢nich faktorti) a obsahuji
aminokyselinu cystein ve vhodné poloze. Metoda piipravy DNA sond, obsahujicich reaktivni vinylsulfonamidové
skupiny, je velmi rychla a sklada se z pouhych dvou stupiiti. Prvnim krokem je pfiprava modifikovaného nukleosid
trifosfatu, ktery je ve druhém kroku vyuzit pfi enzymatické vystavbé DNA kalyzované DNA polymerazou.
Vinylsulfonamidové skupiny ochotné a kvantitativné reaguji s thioly (reakce je zndma jako Michaelova adice) za tvorby
pevnych kovalentnich aduktt a to za fyziologickych podminek (podobnych jako uvnitf bunék). Protoze fada diilezitych
DNA-vazebnych proteinti obsahuje cystein, jsou takto modifikované DNA sondy vhodné k vychytavani téchto proteint
vazbou cysteinu na vinylsulfonamidovou skupinu. Tento princip byl Gspé$né otestovan na piipadu nadorového
supresoru p53 vaziciho se na specifické DNA sondy. PIn¢ funkéni protein pS3 byl efektivné navazan, zatimco jeho
neaktivni mutanty vazbu neposkytovaly. Tato metodika by mohla najit Siroké uplatnéni napft. v designu t¢innych
(nevratnych) inhibitorti n€kterych tumorogennich faktort ¢i enzymi modifikujicich DNA (napi. DNA
methyltransferazy) a v tzv. DNA-proteomice, zabyvajici se hledanim dosud neznamych proteint vazicich se na urcitou
sekvenci DNA a regulujicich nékteré biologické procesy.
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