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1. Struktura DNA
dvousroubovice

a parovani bazi. Obé
vlakna drzi pospolu
diky nevazebnym
interakcim, vodikovym
mustkim mezi
protilehlymi bazemi

a m-m-patrovym
(stacking) interakcim
s predchozim

a nasledujicim

parem bazi. Baze se
spolu paruji podle
jednoduchého pravidla
- proti adeninu je
vzdy thymin a proti
guaninu cytosin. DNA
dvousroubovice je
vytvorena z PDB
(1BNA).

5'-konec

3'-konec
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Jak syntetizovat umélé DNA,
navic s modifikovanymi bazem

Umeéle pripravena a upravena DNA naléza stale vétsi uplatnéni
v diagnostice, 1ékarské chemii, chemické biologii i v materialovych
aplikacich. Kromé klasickych chemickych syntéz se naim oteviely
velké moznosti s vyuZitim syntézy enzymatické. Na tomto poli 1ze
v blizké budoucnosti ocekavat fadu novych objevii i praktickych

Deoxyribonukleova kyselina (DNA — z ang-
lického deoxyribonucleic acid) je nositelkou
genetické informace vSech bunéénych orga-
nismt. V bunkich se DNA vyskytuje v po-
dobé dvousroubovice, jejiz strukturu objas-
nili v roce 1953 védci J. Watson a F. Crick
(Nobelova cena v roce 1962). DNA v sobé
kéduje informace o struktute, vlastnostech
a vyvoji celého organismu. V bakteriich (pro-
karyotickych bunkéach) se DNA nachazi vol-
né v cytoplazmé, zatimco v buikach rost-
lin a zivocichti (eukaryotickych bunkach) je
DNA ulozena zejména uvniti bunééného ja-
dra ve formé chromatinu. Strukturou je DNA
biologickd makromolekula — polymer sloze-
ny z fetézce nukleotidt. Kazdy nukleotid ob-
sahuje sacharid deoxyribézu, fosfatovou sku-
pinu a jednu ze ¢tyf nukleobazi — adenin (A),
guanin (G), cytosin (C) a thymin (T). Pravé
pofadi téchto bazi kéduje genetickou infor-
maci ulozenou v DNA. Dvousroubovici DNA
tvofi dvé navzajem spletena vlakna mifici
opacnych smérem (obr. 1).

V poslednich desetiletich je DNA predmé-
tem intenzivniho badani védct po celém své-
té. Byly vyvinuty techniky jeji izolace z pfi-
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rodnich zdroji i umélé syntézy. Urcovani
sekvence neznamého vzorku DNA (sekveno-
vanf) se stalo rutinni zalezitosti. VSechny ty-
to postupy jsou v dne$ni dobé¢ hojné vyuziva-
ny v mnoha oblastech, naptiklad v mediciné
pro diagnostiku nemoci ¢i testy otcovstvi,
v kriminalistice k indentifikaci pachatele
a v evolu¢ni biologii pfi hledani pribuzen-
skych vztahti mezi organismy.

Kromé pfirozené DNA je dnes casto syn-
tetizovana a vyuzivina DNA modifikova-
na, pricemz k modifikaci (tj. zméné chemic-
ké struktury) muze byt vyuzita libovolna
komponenta nukleové kyseliny — cukerna
cast, fosfatova skupina i nukleobaze. Takto
upravend DNA naléza uplatnéni v diagnos-
tice, medicindlni chemii, chemické biolo-
gii i v materialovych aplikacich (kde DNA
slouzi jako strukturné definované ,leSeni®,
na které lze pfipojit rizné funkéni moleku-
ly). Klasickou a velmi efektivni metodou pfi-
pravy DNA je dnes jiz plné automatizovana
chemickd syntéza na pevné fazi, ktera je vel-
mi robustni a jiz pomérné¢ levna. I tato vel-
mi roz$ifend metoda ma ovsem fadu problé-
mil a nevyhod, zejména pii syntéze velmi
dlouhych oligonukleotidti nebo kdyz je po-
tfeba zavést nékteré reaktivni modifikace
(napf. pro biokonjugace, pfipojovani mole-
kul k DNA, viz dale).

Alternativou k chemické syntéze je synté-
za enzymaticka, pii niz enzym DNA polyme-
raza stavi vlakno DNA inkorporaci nukleo-
tidd s pouzitim deoxynukleosid-trifosfatt
(dNTP) jako zakladnich stavebnich blok.
Pomoci této metody lze velmi snadno a efek-
tivné pripravit modifikovanou DNA nesouci
rizné funkéni skupiny pfipojené k nukleo-
bazim a vyvojem této metodiky i jejim dal-
$im aplikacim se intenzivné zabyvame v nasi
laboratofi.
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Zakladni stavebni kamen

V prvnim kroku je vzdy nutné pfipravit pii-
slusny modifikovany nukleosid-trifosfat ja-
ko zékladni stavebni kdmen. K jeho syntéze
jsou vyuzivany moderni metody organické
chemie, palladiem katalyzované C-C-spojo-
vaci (cross-coupling) reakce, za které byla
v roce 2010 udélena Nobelova cena za che-
mii (R. F. Heck, E. Negishi, A. Suzuki). Ty-
to reakce byly ptivodné vyvinuty pro praci
v organickych rozpoustédlech, ale systema-
tickym studiem se podafilo je optimalizovat
i pro praci ve vodnych roztocich, nezbytnych
pro praci s nukleotidy a DNA. Pro enzymo-
vé syntézy DNA jsou obvykle dostate¢na mi-
ligramova mnozstvi dNTP, kterd jsou touto
metodikou snadno dostupna.

Pfedchozi védecké studie ukazaly, ze DNA
polymerazy toleruji modifikace v poloze 5
u thyminu a cytosinu. U adeninu a guaninu
je ovsem tieba nahradit dusikovy atom v po-
loze 7 za atom uhliku a zavést zvolenou mo-
difikaci na tento atom uhliku (obr. 2). Tak-
to modifikované dN'TP jsou tolerovany celou
$kalou DNA polymeraz, z nichz nejuspésnéjsi
a nejobecnéjsi je vyuziti tzv. termostabilnich
polymerdz. Ty pochazeji z bakterii Zzijicich
v extrémnich podminkdach, napf. v termal-
nich pramenech. Syntéza DNA s vyuzitim
téchto polymeraz probiha pti 55-75 °C.

Nejjednodussi metodou enzymové syntézy
DNA je tzv. extenze primeru (PEX, obr. 3),
coz je prodluzovani ¢asti fetézce primeru pfi-
davanim dalsich nukleotidd. DNA polymera-
za neumi jednotlivé stavebni bloky (dNTP)
radit za sebe bez vzoru a pevného pocatku
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2. Struktura a syntéza
2'-deoxyribonukleosid-
trifosfatt s modifikaci
na bazi a jejich pouziti
v polymerazové
syntéze DNA.
Modifikace je
pripojena na bazi tak,
aby v DNA smérovala
do velkého Zlabku.

3. Metodiky
enzymovych syntéz
DNA. Extenze primeru
(PEX) je vhodna

pro syntézu kratsich
DNA s modifikacemi

v jednom vlaknu,
zatimco PCR

pro konstrukci
dlouhych sekvenci

s modifikacemi v obou
vlaknech.

http://www.vesmir.cz | Vesmir 94, inor 2015 91


http://www.vesmir.cz
http://www.vesmir.cz

redoxni
znacky

elektrochemicka
detekce

a redoxni
kédovani

vychytani DNA
vazebnych proteint

4. Schéma vyuziti DNA
modifikaci. Redoxni

a fluorescencni
znacky se pouzivaji

v bioanalyze
(elektrochemicka
nebo spektroskopicka
detekce), zatimco
reaktivni znacky

a chranici skupiny jsou
uzitecné v chemické
biologii pro studium

a regulaci rozpoznani
DNA sekvenci
proteiny. Zdroj
obrazka: http://
freeimages.com.

K DALSIMU CTENT

regulace vazby proteini

regulace Stépeni DNA
restrikénimi endonukledzami

fluorescenéni

znacky

pH 4 5 6 7

fluorescencni
detekce pH

je jeden (nebo i vice) ze Ctyf piirozenych
dNTP (dATP, dGTP, dCTP a dTTP) nahra-
zen ptislusnym dNTP s modifikovanou bazi,
v nové syntetizované ¢ésti fetézce bude kaz-
da tato nukleobaze nést danou modifikaci.

PEX reakci poté analyzujeme pomoci ge-
lové elektroforézy, ktera prokéaze, zda poly-
meraza spravné rozpoznala a inkorporovala
modifikovany nukleotid. Pfi pouziti vy-
$e uvedenych typti dNTP modifikovanych
v poloze 5 ¢i 7 se ve velké vétsiné ptipadt po-
dafilo nalézt alespon jednu polymerazu, kte-
ra je efektivné inkorporuje.

V loniském roce nase studie prokazala, ze
nékteré modifikované adenosin-trifosfaty
jsou piekvapivé dokonce lepsimi substraty
pro nékteré DNA polymerazy nez priroze-
ny nemodifikovany dATP, protoze se pied-
nostné vazi do aktivniho mista komplexu
polymerdzy s templatem a primerem. To
v budoucnu mtize umoznit i in vivo enzymo-
vou syntézu modifikované DNA v zivych or-
ganismech, napf. pfi metabolickém znaceni,
pokud se podafi vyfesit transport modifiko-
vanych dN'TP pfes bunééné membrany.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je
bézna metoda pro amplifikaci DNA. Spoci-
va v cyklickém ohtivani a ochlazovani smé-
si templatu, prebytku primerti, polymerazy
a dNTP, pii tom je sekvence templatu expo-
nencialné zmnozena, a ziskdme tak miliony
kopif. Pfi pouziti jednoho ¢i vice modifiko-

Hocek M.: Synthesis of base-modified 2-deoxyribonucleoside triphosphates
and their use in enzymatic synthesis of modified DNA for applications in bio-
analysis and chemical biology. 7. Org. Chem. 79, 9914-9921, 2014.

Kielkowski P., Fanfrlik J., Hocek M.: 7-Aryl-7-deazaadenine 2'-Deoxyribonucleo-
side Triphosphates (ANTPs): Better Substrates for DNA polymerases than
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2014.
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vanych dNTP ji lze vyuzit k ptipravé DNA
s velkym mnozstvim modifikaci v obou vlak-
nech (obr. 3). Pfi pouziti jednoho modifiko-
vaného dNTP (a tfi ptirozenych) nese pfi-
blizné 1/4 bazi nové nasyntetizované DNA
modifikaci.

PCR je tedy metoda vhodna na piipravu
delsich dvouvldknovych DNA s vysokou hus-
totou modifikaci. Ve srovnani s extenzi pri-
meru je PCR ndro¢néjsi na substrat (modi-
fikovany dNTP), nebot nejenze musi byt
polymeréaza schopnd inkorporovat modifiko-
vany nukleotid do jakékoli sekvence (v¢etné
nékolika modifikaci za sebou) a pokracovat
v syntéze (nesmi se ,zadrhnout®), ale musi
byt schopna i ¢ist modifikovany templat.

Kromé téchto hlavnich metodik se nam
podatilo vyvinout dalsi varianty pro sek-
vencné-specifické zavedeni jedné modifika-
ce (znacky) doprostted fetézce a pro syntézu
krat$ich jednovlaknovych oligonukleotidti
pomoci sprazeni extenze primeru se Stépe-
nim nicking endonukledzou (coz je enzym,
ktery $tépi pouze jedno vlakno dvousroubo-
vice).

K ¢emu smérujeme

Modifikované DNA nachdzeji uplatnéni
v mnoha oblastech, zejména v diagnostice
a chemické biologii (obr. 4). Z bioanalytic-
kych aplikaci je nutno zminit zejména fluo-
rescen¢ni a elektrochemické znaceni. DNA
nesouci redoxni znacku lze identifikovat na
zakladé charakteristického redoxniho po-
tencialu pti elektrochemické analyze (oxida-
ce nebo redukce na elektrod¢). Pouziti ¢tyf
vzajemné se doplnujicich znacek, kdy kazdy
druh nukleobaze nese jinou modifikaci, Ize
v principu vyuzit pro redoxni kédovani DNA
bazi, a tim i pro vyvoj alternativnich mini-
sekvenacnich metodik.

Fluorescencni znaceni nukleobdzi je jiz
dlouhou dobu hojné vyuzivano, napft. pti sek-
venovani DNA. Cilem naseho soucasného vy-
zkumu je vyvinout znacky, které budou mé-
nit intenzitu nebo i barvu emise pti zménach
okoli DNA (napf. pfi vazbé proteinu na da-
nou sekvenci). Dosud se podafilo zavést fluo-
rescencni substituenty reagujici na zmény pH
a substituenty, které vyrazné zvysuji fluores-
cenci po vazbé proteinu v disledku zmény
polarity prostredi ¢i v disledku omezené po-
hyblivosti substituentu interagujiciho s pro-
teinem. Tyto fluorescen¢ni znacky mohou byt
vyuzity pro senzory DNA-vazebnych proteinti
(napf. transkrip¢nich faktort).

Jednou z nejvyznamnéjsich aplikaci mo-
difikace DNA je zavedeni chemicky reaktiv-
nich funkénich skupin a jejich pouziti pro
spojovani (tzv. biokonjugace) s dalsimi bio-
molekulami. Zavedeni reaktivni aldehydové
skupiny do DNA umoziiuje napf. barevné de-
tekovat DNA diky typické reakci s arylhydra-
ziny ¢i kovalentné pripojit peptid reduktivni
aminaci. V nedavné dobé vsak byly vyvinuty
modifikace, které specificky reaguji s amino-
kyselinou cysteinem i za podminek odpovi-
dajicich podminkam v bunce. Tato metodika
byla aplikovana pro piipravu stabilnich ko-
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valentnich konjugatt s peptidy a také ke spe-
cifickému vychytavani (,cross-link“) DNA-
-vazebnych proteini obsahujicich cystein
v rozpoznavacim misté. Tento piistup nyni
aplikujeme na vyvoj reaktivnich DNA sond
(molekulovych ,,pasticek) pro specifické vy-
chytavani riznych proteint a pro identifika-
ci neznamych DNA-vazebnych proteint.
Ptitomnost modifikace ve velkém zldbku
DNA ma zasadni vliv na moznosti rozpozna-
ni sekvence DNA pfislusnymi DNA-vazeb-
nymi proteiny. Studie $tépeni modifikované
DNA restrikénimi endonukledzami (enzymy,
které rozpoznavaji a §tépi specifické sekven-
ce bazi) ukazala, ze zavedenim objemné mo-
difikace lze zamezit rozpozniani DNA sek-
vence proteinem. AvSak nékteré restrik¢ni
endonukledzy toleruji pritomnost mensich
substituent® na derivatech adeninu a na ura-

Polyfosfaty

cilu a danou sekvenci bazi navzdory pfitom-
né modifikaci rozpoznaji a rozstépi.

Této skutecnosti se vyuziva pti konstrukci
chemického piepinace rozpoznani dvouvlak-
nové DNA, kdy se objemna modifikace che-
mickou reakci pfevedla na maly substituent,
ktery jiz rozpoznani a $tépeni nebranil. Dalsi
studie sméfuji k vyuziti tohoto principu pro
prepinani exprese gend.

Tento kratky ¢lanek ukazuje, Ze kromé kla-
sickych chemickych syntéz oligonukleoti-
dti a DNA lze s vyhodou vyuzivat i metodik
bioorganické chemie a enzymovych syntéz
zalozenych na inkorporaci modifikovanych
nukleotidéi polymerdzami. Otevirad to zcela
nové moznosti v oblastech diagnostiky a che-
mické biologie, kde lze v blizké budoucnos-
ti ocekavat fadu novych objevii i praktickych
aplikaci. ¥

requluji srazlivost krve

Neni pfili§ znamé, ze ve vSech bunkach
vSech organismt, od bakterif azZ po savce, se
nachazi trochu neobvykla anorganicka slou-
¢enina zvana polyfosfat. Polyfosfaty jsou li-
nearni polymery desitek, stovek, ba az tisicti
zbytk® kyseliny fosfore¢né spojenych stej-
nou ,vysokoenergetickou“ vazbou jako napft.
fosfaty v notoricky znamé molekule adeno-
sintrifosfatu (ATP). Jsou enzymaticky synte-
tizovany z ATP a slouzi, alespon u bakterii,
pravdépodobné jako energetické zasobarny.
Spekuluje se, ze polyfosfaty jsou jakousi pra-
davnou molekularni fosilii z probiotickych
casti, kdy mohly slouzit jako jakasi polyanio-
nicka leSeni napomahajici tvorbé biopolyme-
ri. Polyfosfaty se nachéazeji hlavné v malych
cytoplazmatickych organeldch zvanych aci-
dokalcizomy, ve kterych jsou koncentrovany
také vdpenaté ionty (mimochodem acidokal-
cizomy jsou asi jediné organely v pravém slo-
va smyslu — tj. opatiené membranou —, které
se nachazeji jak v prokaryotech, tak v euka-
ryotech).

Polyfosfaty se v hojné mife nachazeji
v krevnich destickach (trombocytech), tedy
jakychsi bezjadernych ,poloburikach® hra-
jicich zédsadni roli v systému krevni srazli-
vosti. V téchto burikich, resp. ,C¢asticich®,
jsou jejich molekuly typicky dlouhé jen asi
60 az 100 fosfatovych monomert a uvolnu-
ji se ze zminénych acidokalcizomii (u trom-
bocytt zvanych denzni granule, resp. del-
ta-granule) po aktivaci trombocytti, ktera
nastavd poranénim cévy. Uvolnéné poly-
fosfaty se tcastni regulace fady dulezitych

fyziologickych déji. V prvé radé urychluji
nékolika mechanismy kaskadu krevni sraz-
livosti — dlouhé polyanionty se totiz vazi na
fadu proteinti této slozité soustavy, a tim po-
zménuji jejich funkéni vlastnosti. Krom to-
ho inhibuji nasledné postupné odstranova-
ni krevni srazeniny. Polyfosfaty uvolnéné
z trombocyti a jinych bunék (hlavné z mas-
tocyttl) také potlacuji aktivaci komplemen-
tové kaskady a vyrazné podporuji vznik za-
nétlivé reakce.

Patologicka aktivace krevni srazlivos-
ti vede k trombéze, tedy nebezpecnému
ucpavani cév. Je proto nasnadé domnén-
ka, ze vhodné polykationické latky by se
mohly elektrostaticky vazat na polyfosfaty,
a tim rusit jejich nezddouci aktivity v pii-
padé nékterych chronickych zanétlivych
onemocnéni a trombéz. V recentni studiil
bylo skute¢né popsidno nékolik takovych
nadéjnych polykationickych latek, které
blokovaly polyfosfaty, v mysich modelech
nebyly toxické a na rozdil od bézné po-
uzivaného heparinu mély mensi nezadou-
ciucinky (krvacivost). Je tedy velkd nad¢je,
ze se dockdme nové generace bezpecnéj-

$ich antitrombotickych 1éki. ol
Polyfosfatovy retézec
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