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DNA polymerasy preferuji syntézu umélé modifikované DNA i v pfitomnosti pfirozenych substratd

Védci ze Spoleéné laboratore bioorganické a medicinalni chemie nukleovych kyselin Ustavu organické chemie a biochemie
AVCR a Prirodovédeckeé fakulty UK (tym Prof. Hocka) objevili celou skupinu umélych znaéenych nukleosid trifosfatt, které jsou
prekvapivé mnohem lepsimi substraty pro DNA polymerasy nez pfirozeny nukleotid (dATP) a tudiz tyto enzymy preferencné
syntetizuji umélou modifikovanou DNA, a vysvétlili divody pro tuto neobvyklou aktivitu. Tento objev pfinasi nejen vyznamné
rozsifeni znalosti o mechanismu replikace DNA, ale také otevira zcela nové moznosti v enzymatické syntéze modifikovanych
nukleovych kyselin pro aplikace v diagnostice a chemické biologii. Prace byla publikovana v prestiznim casopise Angewandte
Chemie International Edition (IF = 13.7) jako "Hot article".

DNA je biologicka makromolekula, ktera je nositelkou genetické informace. Je tvofena dvousroubovici dvou vlaken. Pfi déleni
bunék je DNA kopirovana do dcefinych molekul pfi tzv. replikaci, kterou katalyzuji DNA polymerasy. Pri replikaci polymerasa
pouziva obé plvodni vidkna DNA jako vzor (templat) a podle jejich sekvence (poradi pismen genetické abecedy A, T, G a C)
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syntetizuje dcefina vlakna zabudovanim komplementarnich nukleotidid (A naproti T a G naproti C). Stavebnimi bloky pro
replikaci DNA jsou deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP) a béhem miliard let evoluce byly pfislusné enzymy (polymerasy)
optimalizovany na inkorporaci 4 pfirozenych dNTP (dATP, dTTP, dCTP a dGTP). Proto se vSeobecné véfilo, Ze jakékoli nepfirozené
uméle-modifikované dNTP musi byt mnohem horsimi substraty pro polymerasy ne? pfirozené dNTP. Novy objev védc( z UOCHB
AVCR a PiF UK tento predpoklad vyvraci.

Pro studium kompetitivni inkorporace modifikovanych dNTP v pfitomnosti pfirozenych nukleotidd vyvinul tym Prof. Hocka
novou metodu analyzy zaloZenou na faktu, Ze specifické enzymy (restrikéni endonukleasy) rozstépi ¢asti DNA obsahujici pouze
ptirozené baze (A, T, G a C), ale nestépi sekvence obsahujici umélé modifikované baze. Vysledkem systematického studia velké
série modifikovanych dNTP a rtznych polymeras bylo prekvapivé zjisténi, Ze pti poméru 1:1 se nékteré 7-aryl-7-deazaadeninové
dNTP inkorporuji vyrazné efektivnéji nez prirozeny dATP a vznika molekula DNA, ktera ve svém velkém Zlabku nese rlizné
modifikace. Pro vysvétleni tohoto neobvyklého zjisténi byla provedena podrobna kinetickd studie téchto reakci a teoretické
vypocty vazby pfirozenych a modifikovanych dNTP do aktivniho mista enzymu. Obé tyto metody shodné objasnily diivody pro
tuto reaktivitu tim, Ze modifikované dNTPs obsahujici aromatické substituenty se mnohem lépe vazi do aktivniho mista
polymerasy. Enzymaticka syntéza riizné modifikovanych oligonukleotid a DNA byla jiz dfive ve skupiné Prof. Hocka i v dalSich
laboratofich v zahranici vypracovana pro aplikace v diagnostice (znaceni DNA fluorescen¢nimi nebo redoxnimi znackami pro
snadné "Cteni" sekvence) nebo v chemické biologii (napf. zavedeni reaktivnich skupin pro vychytavani bilkovin vézicich se na
DNA nebo regulaci vazby protein(). Nové zjisténi, Ze tato polymerasova syntéza efektivné zabudovava umélé modifikace i v
pritomnosti a prebytku pfirozenych substratld v budoucnu umozni provadét takové syntézy i in vivo (uvnitf bunék Zivych
organismu).
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