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1. Uvod

Nukleové kyseliny (DNA i RNA) s modifikovanymi
bazemi jsou predmétem intenzivniho studia a nachazeji
uplatnéni v diagnostice, medicinalni chemii, chemické
biologii' i v materialovych aplikacich®. Klasickou a velmi
efektivni metodikou jejich pfipravy je automaticka fosfo-
ramiditova syntéza oligonukleotidi (ON) na pevné fazi’.
I tato metoda ma ovsem fadu problému a nevyhod. Synté-
za nékterych modifikovanych nukleosid-fosforamiditd je
obtizné a fada funk¢nich skupin neni kompatibilni s jejich
syntézou nebo s fosforamiditovym protokolem syntézy
ON na pevné fazi (zejména senzitivita k oxidaci nebo
k reakci se silnymi nukleofily). Velmi problematicka je
hlavné syntéza dlouhych ON (> 100 nukleotida), kdy efek-
tivita chemické syntézy na pevné fazi vyznamné klesa.
Komer¢ni vyrobei vétSinou nenabizeji ON s modifikova-
nymi bazemi, takze je nutnd investice do automatického
syntetizatoru. Alternativou k chemické syntéze je enzyma-
tickd syntéza s pouZitim polymerasy a modifikovanych
nukleosid-trifosfati (NTP)*®, ktera je, spolu s metodikou
jejich ptipravy, ptedmétem tohoto prehledného ¢lanku.
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2. Syntézy modifikovanych nukleosid-trifosfati

Nukleosid-trifosfaty se pfipravuji trifosforylaci nukle-
osidt sledem reakci s POCI;, nasledovanou pyrofosfatem
a triethylamonium-hydrogenkarbonatem’. Reaktivita pri-
marniho hydroxylu v poloze 5' je obvykle dostatecné vyssi
nez reaktivita sekundarnich hydroxyli v poloze 3’ (popf-.
i vpoloze 2’ u ribonukleosidl), takze neni tfeba pouziti
chréanicich skupin. Vysledné NTP se obvykle izoluji chro-
matografii na Sephadexu a docistuji preparativni HPLC.
Nékteré funkéni skupiny ovSem opét nejsou kompatibilni s
trifosforylacnim protokolem a pfi pfipravé NTP je nutno je
chranit a nakonec chranici skupiny odstranit.

Cross-coupling reakce katalyzované komplexy Pd
jsou nejpouzivangjsi C-C spojovaci reakce v organické
syntéze a Casto se pouzivaji k pfipojeni uhlikatého substi-
tuentu na nukleobaze. V posledni dekad¢é byly vyvinuty
Suzukiho a Sonogashirovy reakce ve vodnych roztocich
s vyuzitim trifenylfosfan-3,3’,3"-trisulfonatu (TPPTS) jako
vodorozpustného ligandu pro Pd-katalyzator a tyto byly
aplikovéany pro pfimou substituci halogenovanych nukleo-
sidl bez nutnosti chranéni na cukerné asti®. V nasi labora-
tofi byly Suzukiho reakce poprvé aplikovany ina reakce
volnych nukleotidd a pozd&ji i nukleosid-trifosfatd’.
U cross-coupling reakci NTP je nejvétsim problémem
hydrolyza trifosfatu, coZ je anhydrid kyseliny fosfore¢né,
ktery se ve vodnych roztocich za vyssich teplot hydrolyzu-
je velmi snadno. Proto bylo nutno vodné cross-coupling
reakce optimalizovat na co nejkratsi reak¢ni casy (30—40
minut) a vyvinout rychlé a u¢inné izolace produktli semi-
preparativni HPLC na reverzni fazi (odstranéni pfislus-
nych nukleosid-difosfatti a monofosfati, jakoz i pyrofosfa-
tu jako produkti parcidlni hydrolyzy). Systematickym
studiem a optimalizacemi se podafilo vyvinout spolehlivy
a efektivni protokol pro Suzukiho a Sonogashirovy reakce
halogenovanych NTP s funkcionalizovanymi arylborono-
vymi kyselinami nebo terminalnimi alkyny'® (Schéma 1).
Tyto reakce jsou mimotfadné tolerantni vici vétSin€ orga-
nickych funkénich skupin (napf. NH,, COOH, COOR,
CHO, OH apod., ale s vyjimkou nékterych sirnych skupin
jako SH), coz umoziuje piimé zavedeni vysoce funkciona-
lizovanych i reaktivnich substituentd bez nutnosti pouziti
chranicich skupin. Vytézky modifikovanych NTP se po
izolaci a odstranéni produktl hydrolyzy pohybuji mezi 20
az 60 %, ale produkty jsou pfipraveny v pouhém jednom
kroku, coz bohaté vyvazuje nizsi vytézky. Pro enzymatic-
ké inkroporace jsou obvykle dostateCna miligramova
mnozstvi NTP, ktera jsou touto metodikou snadno dostup-
na. V nas$i laboratofi jsme se dosud soustiedili hlavné na
pfipravu 2'-deoxyribonukleosid-trifosfatl (ANTP) a jejich
vyuziti v syntéze DNA, ale metodiku jsme s Gispéchem
aplikovali i na ribonukleotid-trifosfaty potfebné k enzyma-
tické syntéze RNA. Substituenty zavadime do polohy 5
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Schéma 1. Modifikace ANTP cross-couplingovymi reakcemi

u pyrimidinovych a do polohy 7 u 7-deazapurinovych
dNTP, které je nutno pouzit misto modifikovanych deriva-
th purinu (viz dale). V letosnim roce se podafilo poprvé
uspésné aplikovat i Heckovu reakci ANTP s akrylatem, ale
tato reakce zatim neni obecna''.

3. Metodiky enzymatické inkorporace

Pro enzymatickou inkorporaci dNTP se vyuzivaji
DNA polymerasy, zatimco RNA polymerasy syntetizuji
modifikovanou RNA z NTP stavebnich bloki. Rada pied-
chozich studii ukazovala, Ze zejména DNA polymerasy
toleruji substituenty v oblasti velkého zlabku DNA, tedy
hlavn& v poloze 5 u pyrimidinovych nukleotidi'2. Oviem
nase uvodni studie s purinovymi NTP substituovanymi
v poloze 8 ukézala, ze tyto jsou velmi Spatnymi substraty
pro polymerasy v disledku stérického branéni a jim vynu-
cenou syn-konformaci nukleobaze vi&i cukerné &asti'’.
Proto jsou puriny nahrazovéany 7-deazapuriny se substituci
v poloze 7, kde ptislusné dNTP jsou velmi dobrymi sub-
straty pro polymerasy. Vyuzivame celou skalu DNA poly-
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a nejobecnéjsi je vyuziti termostabilnich polymeras, napf.
KOD XL, Vent(exo-) nebo Pwo, se kterymi se pracuje za
teplot 50-70 °C.

Nejjednodussi a zékladni metodikou je tzv. primer
extension (PEX), kdy je pouzit radioaktivné ¢i fluorescen-
¢né znaceny primer (ocko) a del§i komplementarni tem-
plat. Polymerasa inkorporuje dNTP, a tim prodluzuje pri-
mer se sekvenci komplementdrni k sekvenci templatu.
Pokud jeden (nebo i vice) ze Ctyf pfirozenych dNTP
(dATP, dGTP, dCTP a TTP) je nahrazen ptislusSnym dNTP
s modifikovanou bazi, tak v nové syntetizované Casti fetéz-
ce bude kazda tato nukleobaze "N" nést danou modifikaci.
PEX reakce je poté analyzovana gelovou elektroforézou,
ktera pfi pouziti pozitivnich (pfirozené dNTP) a negativ-
nich kontrolnich experimentti (absence jednoho ¢i vice
ptirozenych dNTP) prokaze, zda polymerasa spravné roz-
poznala a inkorporovala modifikovany nukleotid. Pfi pou-
ziti vySe uvedenych typtt ANTP modifikovanych v poloze
5 ¢i 7 se ve velké vétsing piipadt podafilo nalézt alespon
jednu polymerasu, ktera je efektivné inkorporuje. Studie
laboratofe prof. Marxe z Konstanze ukazaly', Ze ve struk-
tufe aktivniho mista polymerasy s templatem, primerem
a dNTP je ve velkém Zlabku dostatek prostoru i pro velmi
objemné substituenty (v&etnd polymeri'® &i daliich oligo-
nukleotidd'®). Pokud pouzijeme pro PEX biotinylovany
templat, mizeme po reakci pridat magnetické kulicky mo-
difikované streptavidinem, které vazi biotinylovanou DNA
a, po vychytani kulicek magnetem a odmyti vSech ostat-
nich slozek, 1ze uvolnit jednovlaknovy modifikovany ON
za denaturacnich podminek (horka voda)'”.

Nekteré aplikace vyzaduji pozi¢né-specifickou inkor-
poraci jednoho modifikovaného nukleotidu doprostied
fetézce, coz ovSem PEX neumoziuje (v celé nove synteti-
zované Casti fetézce je vzdy jeden nebo vice druhl bazi
modifikovan). Proto byla nedavno vyvinuta strategie18
spocivajici v reakci primeru a templatu pouze s jednim
ekvivalentem modifikovaného dNTP snéslednou reakci
PEX po pfidéni véech étyf pfirozen}'/ch dNTP Jeété kom—
nasledovana tou samou pfirozenou bazi, kde je nutny
dvoustupiiovy proces PEX s krat§im a delSim templatem
a magnetoseparaci.

Polymerasova fetézova reakce (PCR) je bézna metoda
na amplifikaci DNA. Pfi pouziti jednoho ¢i vice modifiko-
vanych dNTP ji Ize vyuzit k piipravé DNA s vysokou frek-
venci modifikaci v obou vlaknech'®. JiZ pii pouziti jednoho
modifikovaného dNTP (a tii pfirozenych) nese zhruba 1/4
bazi substituent ve velkém zlabku, ktery je tak z velké Casti
vyplnén PCR inkorporace modiﬁkovanych dNTP je na-
schopna 1nk0rpor0vat modifikovany nukleotid do jakékoli
sekvence (vCetné nékolika modifikaci za sebou) a pokraco-
vat v syntéze (nesmi se ,,zadrhnout®), ale musi byt schopna
1 ¢ist modifikovany templat. Proto né¢které dNTP nesouci
objemné substituenty lze aplikovat v PCR jen omezené.
Rovnéz stoupaji problémy s prodluzujici se délkou templa-
tu, kdy zejména DNA s vice nez 1000 nukleotidy funguji
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Schéma 2. PEX a PCR inkorporace modifikovanych dNTP

s nékterymi modifikovanymi dNTP jen s obtiZemi. PCR je
tedy vhodna metoda na piipravu delSich dvouvlaknovych
DNA s vysokou hustotou modifikaci ve velkém Zlabku.

Vyse uvedené metody, které vyzaduji stabilitu
dvousroubovice templat-primer za zvySené reak¢ni teploty,
nejsou pouzitelné pro syntézu kratSich tiseki ON s méné
nez 20 nukleotidy. Proto byla v na$i laboratofi vyvinuta
tandemova metodika vyuzivajici katalyticky cyklus s dveé-
ma enzymy, z nichz prvni (DNA polymerasa) syntetizuje
modifikovanou ¢ast fetézce primeru, zatimco druhy enzym
(nicking endonukleasa) dosyntetizovany fetézec odstepi,
obnovi pivodni délku primeru a tim nastartuje dalsi kolo
PEX”. V kazdém cyklu je tedy syntetizovan a uvoliiuje se
jeden kratky jednovlaknovy ON, ktery se tedy linearné
amplifikuje. Tato metoda se ukazala jako vhodna pro syn-
tézu kratkych ON s 8 az 22 nukleotidy a modifikaci na C,
A nebo T (modifikované dGTP nefungovaly). Tyto modi-
fikované ON lze s vyhodou vyuzit jako primery pro PEX
nebo PCR s nemodifikovanymi dNTP a pfipravit tim ON
nebo DNA zna&ené na 5'-konci?'.

Dal§i vyznamnou enzymatickou metodou, kterd
ovSem nevyzaduje templat, je pouziti termindlni deoxy-
nukleotidyl-transferasy, coz je enzym nespecificky inkor-
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porujici nukleotidy na 3'-konec ON. Pii pouziti modifiko-
vaného dNTP lze optimalizovat podminky a koncentraci
substratu tak, aby vznikala relativn€ uzk4 disperze oli-
gomernich produkti obsahujicich nékolik modifikovanych
nukleotid na 3'-konci®.

4. Aplikace

Modifikované ON a DNA lze aplikovat v mnoha ob-
lastech, zejména v diagnostice a chemické biologii. Z bioa-
nalytickych aplikaci je nutno zminit zejména vyuziti pro
spinové zna¢eni DNA pro EPR* a fluorescenéni znadeni**,
Ve spolupraci se skupinou doc. M. Fojty z BFU AV CR
dlouhodobé pracujeme na vyvoji redoxnich znacek pro
elektrochemickou detekci (obr. 1). Byly ptipraveny dNTP
modifikované ferrocenem?, amino- a nitrofenylem%, kom-
plexy Ru nebo Os?’, tetrathiafulvalenem®, sulfidy®’, hyd-
razony”" a chinony®', které po inkorporaci poskytly ON
nebo DNA s redoxné-aktivni znaCkou, kterou lze identifi-
kovat na zakladé charakteristického redoxniho potencialu
pfi voltametrii. Pouziti nékolika orthogonalnich redoxnich
znacek pro modifikaci rliznych nukleobazi lze v principu
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Obr. 1. Aplikace modifikovanych DNA v bioanalyze

vyuzit pro redoxni kédovani DNA bazi a tim i pro vyvoj
alternativnich minisekvena¢nich metodik. BohuZzel kombi-
nace vyse zminénych znacek 1ze pouZzit v bioanalyze jen
omezené (prekryv signalli ve voltamogramech) a teprve
v letoSnim roce se podafilo vyvinout plné¢ orthogonalni
sadu 3 redoxnich znacek s vyuzitim benzofurazanu, amino-
a nitrofenylu®.

Rovnéz ve spolupraci s doc. Fojtou jsou vyvijeny
a studovany nové fluorescenéni znacky (obr. 1). Ugelem
zde neni pouze doplnit fady velmi dobfe zndmych a pouzi-
vanych komercnich fluorescencnich znacek s vyraznou
fluorescenci, ale vyvinout fluorofory, které budou meénit
intenzitu nebo i barvu emise ptfi zménach okoli DNA
(napf. pfi vazb€ proteinu na danou sekvenci). Dosud se
podafilo dokonéit studie biarylovych substituenti®® reagu-
jicich na zmény pH, solvatochromnich aminoftalimido-
vych substituenti®, které vyrazn& zvysovaly fluorescenci
po vazbé proteinu v disledku zmény polarity prostiedi,
a konecné fluorofory inspirované zelenym fluorescenénim
proteinem (GFP)®, které rovnéz reagovaly na vazbu pro-
teind zvySenim intenzity fluorescence. Tyto a dalsi znacky
budou dale vyvijeny pro senzory DNA-vazebnych proteind
(obr. 1).

Pomoci PEX nebo PCR lze na ON nebo DNA pfimo
pfipojit dal$i biomolekuly, coz bylo vyuzito pro syntézu
konjugati DNA s aminokyselinami'®, steroidy®® i dal§imi
nukleobazemi®’, mimikujicimi vychlipeni nukleotidu do
velkého zlabku (coz je mechanismus vyuZivany napf.
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DNA methyltransferasami nebo opravnymi enzymy). Rov-
néz byly pfipojeny bi- a terpyridinové ligandy a vyuzity
pro komplexaci kationtti kovi’®*. Pfipojeni postrannich
fetézcll nékterych aminokyselin k DNA je studovano pro
moznost tvorby katalytickych mist v sekundarnich struktu-
rach, které by napodobovaly enzymy®. Obvykle se tento
pistup kombinuje s in vitro evoluci®'.

Jednou z nejvyznamnéjSich aplikaci je zavedeni che-
micky reaktivnich funkénich skupin ajejich pouziti pro
biokonjugace s dal$imi molekulami a biomolekulami
(obr. 2). Bylo publikovano zavedeni alkynovych substitu-
entdl pro ,,click” reakce* nebo dienti pro Diels-Alderovy
cykloadice®. V nasi laboratofi se usp&iné podafilo piipra-
vit ANTP nesouci aldehydové funkce a inkorporovat je do
DNA pomoci PEX i PCR. Tyto modifikované reaktivni
nukleové kyseliny pak byly obarveny tvorbou hydrazona**
nebo pouzity k biokonjugaci s lysinem a peptidy pomoci
reduktivni aminace®. Tyto reakce oviem ve vodé davaji
nizké konverze v dusledku nevyhodné rovnovaze pfi tvor-
bé Schiffovych bazi a rovnéz je tieba pouziti redukéniho
¢inidla (NaBH;CN), coz komplikuje piipadné piimé biolo-
gické vyuziti in vivo. DalSim vyvojem se nam ale podatilo
vyvinout vinylsulfonamidové modifikace, které specificky
reaguji s aminokyselinou cysteinem a poskytuji produkty
Michaelovy adice. Ptislusné dNTP nesouci vinylsulfona-
mid byly inkorporovany do ON a DNA a nasledné byly
vyuzity nejen k syntéze stabilnich kovalentnich konjugata
s peptidy, ale také ke specifickému vychytavani (cross-
linkovani) s DNA-vazebnymi proteiny obsahujicim cystein
v rozpoznavacim misté*. Tento piistup se nyni snazime

0 _

restrikéni
endonukleasy

O
reaktivni s — HN
skupiny HN-57° s o
A\
NH
e}

Obr. 2. Aplikace modifikovanych DNA v chemické biologii
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aplikovat na vyvoj reaktivnich DNA sond (molekulovych
»pasticek®™) pro specifické vychytavani onkogennich pro-
teinl a pro DNA-proteomiku a identifikaci neznamych
DNA vazebnych proteind.

Dilezitym aspektem pfipojeni substituentu do velké-
ho zlabku DNA je jeho vliv na vazbu a rozpoznavani dané
sekvence proteiny. Bylo provedeno systematické studium
vlivu substituentd rtuzné velikosti na kostie 7-deaza-
adeninu®’, cytosinu nebo uracilu®® na $tépeni DNA re-
strikénimi endonukleasami (RE). Tato studie ukézala, ze
jakékoli modifikace na cytosinu maji za nasledek plnou
ochranu DNA proti §té€peni, zatimco nekteré RE tolerovaly
pfitomnost mensSich substituentll v poloze 7 na 7-deaza-
adeninu a v poloze 5 na uracilu. To naznauje moznost, ze
G-C pary jsou pro sekvencné specifické rozpoznavani
DNA RE dulezitéjsi nez A-T pary. Fakt, Ze fada RE tolero-
vala pfitomnost 7-ethynyl-7-deazaadeninu a danou sekven-
ci rozpoznavala a $tépila, byla vyuZita k prvnimu chemic-
kému prepinaci rozpoznani dvouvlaknové DNA na bazi
chrénici skupiny™®. Byl ptipraven 2'-deoxy-7-(triethylsilyl)
ethynyl-7-deazaadenosin 5'-O-trifosfat, ktery byl pomoci
PEX nebo PCR inkorporovan do DNA a tato byla chrané-
na proti Stépeni RE (v dasledku pfitomnosti objemnych
silylovych skupin ve velkém zlabku). OvSem po desilylaci
alkynt reakci s amoniakem byla pfipravena DNA obsahu-
jici pouze relativné malé ethynylové substituenty a tato
DNA jiz byla RE rozpoznana a §tépena. Stejny modifiko-
vany dNTP byl vyuZit ve spolupraci se skupinou
Dr. J. Dickschata z univerzity v Braunschweigu na novy
princip klonovani a exprese genti pro piipad, kde se rozpo-
znavaci sekvence pro RE vyskytuje ve vice kopiich®. Po-
moci série PCR reakei byl pfipraven DNA konstrukt, kde
sekvence genu obsahovala chranici skupiny, zatimco okol-
ni sekvence pouze pfirozené baze. Tato byla Stépena RE,
klonovéana do plasmidu a po transfekci do E. coli vyuzita
k expresi proteinu. Nyni je v nasi laboratofi (ve spolupraci
s Dr. L. Krasnym z MBU AV CR) rozvijena studie vlivu
modifikace na transkripci a moznost jeji chemické regulace.

5. Zavér

Kombinaci metodiky pokro€ilé organické syntézy
(cross-coupling reakce ve vodné fazi) s biochemickymi
metodikami (inkorporace polymerasou) se podafilo vypra-
covat jednoduchy dvoukrokovy protokol pro ptipravu mo-
difikovanych nukleovych kyselin. Jsou studovany moznos-
ti jejich aplikaci v bioanalyze a diagnostice (redoxni nebo
fluorescenéni znaceni) a v chemické biologii
(biokonjugace, vychytavani proteinii a regulace vazby
proteinti na DNA). Oteviréd to zcela nové moznosti v hra-
nicni oblasti bioorganické chemie a chemické biologie.

Tato prace byla podporena instituciondlnim financo-
vanim UOCHB AV CR (RVO: 61388963) a PiF UK
a granty GA CR (203/09/0317 a P206/12/G151) a GA AV
(IAA44000409010). Podekovani patri vsem byvalym i sou-
Casnym studentiim a spolupracovnikim uvedenym jako
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spoluautory citovanych publikaci. Rovnéz dékuji spolupra-
cujicim tymim M. Fojty (BFU AV CR, elektrochemie
a vazby proteinii), J. Dickschata (TU Braunschweig, stra-
tegie klonovani gemii) a N. Ernstinga (HU Berlin, flu-
orescencni spektroskopie).
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M. Hocek™ (“ Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, ” Department of Organic Chemistry, Faculty of
Science, Charles University, Prague): Preparation of
Base-Modified DNA by Enzymatic Incorporation of
Modified Nucleoside Triphosphates

Synthesis of base-modified oligonucleotides and
DNA by polymerase incorporations of modified nucleo-
side triphosphates (dNTPs) is summarized. The cross-
coupling synthesis of modified dNTPs, methods of their
enzymatic incorporations, as well as their applications in
bioanalysis and chemical biology are discussed.



