Modifikace nukleovych kyselin

nukleové kyseliny (DNA a RNA) jsoutvo feny z
jednotlivych nukleotid u spojenych fosfodiesterovou

vazbou mezi sacharidovymi kruhy
zakladni slozkou jsou baze

— pyrimidinové (C cytosin, T thymin a U uracil)

— purinoveé (A adenin, G guanin)
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spojenim s molekulou sacharidu (ribosa nebo

deoxyribosa) poskytuji nukleosidy (napfr. Ade adenosin

nebo dAde deoxyadenosin)

pripojenim fosfatu vznikaji nukleotidy (napr. AMP

adenosin monofosfat).




Nukleoveé kyseliny k
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= modifika €ni reakce mohou typicky O
sméFovat na molekuly bazi ’\/

= mene casté je vyuziti sacharidove
casti (2' hydroxyl u RNA)

= velmi b ézné je pFipojeni dalSich
funk énich molekul na konec retézce
nukleové kyseliny



Pyrimidinoveé base
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= c¢asti jejich molekul mohou byt cilem ataku elektrofilnich
(Cerven é) i nukleofilnich (modre, pozice 4 a 6) €inidel

= v molekule uracilu nukleofilni substituce v C6 pozic i
nasledn é aktivuje C5 pozici pro elektrofilni atak:
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Reakce cytosinu s hydrogensiricitanem
= vznika sulfonovany derivat,
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= v slab é kyselem prost redi pak dojde k hydrolyse

aminoskupiny na C4 a nasledn e po alkalizaci se odst épi
hydrogensi Ficitan - prob ehla konverze na uracll




Biotinylace cytosinu

= reaktivni adukt cytosinu s hydrogensi  ri€itanem se
v reakci s biotin-hydrazidem premeéni na zadany derivat



Cytosin - halogenace

= moznosti vpraveni vhodné reaktivni aminoskupiny
V postrannim fetézci je halogena ¢ni reakce

= vodny roztok jodu nebo bromu, p  fipadn & pomoci
N-bromosukcinimidu

= posledni krok je substituce diaminem:
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Purinové base 5
NN
= pozic pro nukleofilnl \EN | I\{>
i elektrofilni ataky je K e .
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= halogena ¢ni reakce s N- bromosukcmlmldem poskytuje
brom v pozici C -8 jak v p ripad é adeninu, tak guaninu

= reakce s kyselinou jodoctovou
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Modifikace DNA

In vitro enzymova synthesa DNA polymerasou pomoci
komplementarniho templatoveho viakna

do reak €ni sm ési se p fidaji pozm énéné nukleotidy,
schopné parovani, ktere tak do struktury DNA vnhesou
zadané funk ¢ni skupiny
je-li vyzadovano spravneé parovani, tak stupe n substituce
max. 30-40 modifikovanych mist/1000 bazi

— derivatizace na cukr-fosfatové kost e nebo na koncich viakna

parovani nevadi

pozm eénene base - derivaty s biotinem, nebo methylenovy
retézec s volnou aminoskupinou

— menSi modifikace - neni ovlivn  éna rychlost p Fipojovani bazi
mnoho €etné v €lenéni znacenych bazi m uze byt
nevyhodné pro hybridiza €ni reakci
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Metoda nahodnych primeru

= smés nahodnych hexanukleotidovych Usek u slouZzicich
jako 3’-OH primery s templatovou DNA

= modifikované nukleotidy se p  Fipojuji pomoci DNA
polymerasy |

— pouze Klenow uv fragment , ktery postrada 5’-3' exonukleasovou
aktivitu p Fitomnou v nativnim enzymu z E. coli

= vysledkem je nahodné v c¢lenéni zna€enych bazi



Nick-translace

nick-transla ¢€ni zna€eni uéinkuje na dvojitou Sroubovici

smeés pankreatické deoxyribonukleasy | (DNasal) a DNA
polymerasy |

v pFitomnosti Mg 2* DNasa (v limitujicim mnozstvi) provadi
hydrolyzu pouze v jednom viakn e

vzniklé St epy jsou vSak ihned zapln ény p Fitomnymi

modifikovanymi i nativnimi nukletidovymi monomery za
katalysy DNA polymerasy

vysledkem je modifikace p uvodni molekuly dsDNA



Znaceni v prubéhu PCR

= neju cinn &jSi metodou je provést zna ¢eni DNA v pr ubéhu
polymerasové retézové reakce (PCR)
— sou €asné se samoz fejmé zmnozi mnozstvi p tvodni DNA

= bud’ se do reak ¢ni smesi prost € pridaji znacené
nukleotidy a jsou nahodn e vestavovany do nov e
syntetizovanych

Fetézcu
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= nebo je mozneé pouzit pouze znaceneé primery (napf.
biotinylované)
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Koncove znaceni

= cilem je zamezit modifikaci uprost red retézce DNA
= vyuziti terminalni transferasy - pfidava nukleotidy ke

3’-OH konc um DNA bez pot feby templatového vidkna
= napf. také pro radioaktivni zna c¢eni
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Sekvencne-specifické znaceni

= rozpoznani ciloveho mista, vytvo Freni kovalentni vazby se
znackou

= DNA methyltransferasy (MTasy) - p renasi methylovou
skupinu z S-adenosyl-L-methioninu (AdoMet) na A nebo
C zbytky

= methylova skupina se nahradin éc¢im "uzite ¢néjsim" -
aziridinovy reaktivni zbytek pro vytvo  reni kovalentni
vazby s DNA v pr ubéhu enzymové methylace, biotinova
skupina p Fipojena v postranni ¢asti

= znaceni DNA v p redem ur éeném mist €, daném polohou
cilove sekvence MTasy



Znaceni pomoci methyltransferasy
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Fosforamidova metoda

= aktivace konc. fosfatu EDC vede s aminy k fosforami  dum

= reakci lze provest také s imidazolem , €imz vznikne
fosforimidazolidovy produkt

— ma ve vodném prost Fedi prodlouzenou zivotnost a reaguje velmi
dob fe s aminy - vySSi vyt ézky fosforamidové reakce
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Fosforimidazolid
= vneseni amino nebo thioskupiny na konec DNA
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Modifikace RNA

= molekuly RNA obvykle jedno retézcové, vnit rni vzajemn é
komplementarni kratké sekvence

= parovani vede ke vzniku r uznych t Fidimenzionalnich
struktur (helikalni dseky, smy ¢€Kky, vlasenky, G-kvartety...)

= dalsi zm enou oproti DNA je existence dioloveho uskupeni
v molekule ribosy - I1ze specificky oxidovat jodistanem , na
reaktivni aldehydové skupiny

= vhodn e orientované struktury RNA (i DNA) mohou
vytva ret vazebna mista, komplementarni k jinym
biomolekulam - APTAMERY
— moznost nahrady protilatek

— tyto vazebné struktury, tzv. aptamery, Ize vytva  fet uméle
kombinatorickymi postupy (SELEX, systematic evoluti on of
ligands by exponential enrichment)
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Modifikace sacharidu

volneé existuji v monomerni, oligo- a polymerni form e
vazané ve form é konjugat u s proteiny ( glykoproteiny )
nebo lipidy ( glykolipidy )

reaktivni skupiny - hydroxyly a oxoskupiny

— monosacharidy - dle polohy oxo skupiny aldosy a ketos y

— ve vodném prost fedi pFitomna zejména hemiacetalova forma
— glukosa jako glukopyranosa a fruktosa jako fruktofur anosa
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— nasledn é jsou p Firozené oxoskupiny jsou men e reaktivni

k modifikaci se vyuzivaji postranni glykosidicke skup Iny
pokryvajici povrch glykoprotein U

velky vyznam ma derivatizace polysacharidovych matric
slouzicich jako stacionarni faze (separace, sensory, ...)



Aktivace bromkyanem BrCN
= klasickd metoda aktivace polysacharidovych material u
= nevyhodou je vysoka jedovatost  €inidla
= vyhodou dobré vyt ezky reakce

= reakce probiha v alkalickém prost

koncentraci c€inidla
= meziprodukt imidokarbonat reaguje s aminoskupinou

biomolekuly B za vzniku r
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Aktivace -OH v sacharidech

= epoxyskupiny (bisoxiran, epichlorhydrin)
= pbromkyanova metoda
= divinylsulfon

CH,=CH-SO,-CH=CH, R-NH, (R-OH, R-SH)

|—OH \ > |——0-CH,-CH,-SO,-CH=CH, ¥ | —0O-CH,-CH,-SO,-CH,-CH,-NH-R

= sulfonylchloridy
— tosylchlorid = p-toluensulfonylchlorid
— tresylchlorid = 2,2,2-trifluorethansulfonylchlorid

C|-SO@ CH; tosylchlorid

Cl-SO,-CH,CF, tresylchlorid HO-SO,-CH,CF,

|—— OH \ = | O-SO,-CH,CF, \/ —— NH-R




Oxidace jodistanem

= jodistan (periodate) za mirnych podminek a v neutraln im
pH U c¢inkuje na diolova uskupeni v molekule sacharid  u

= vhodné i pro postranni sacharidoveé slozky glykoprote Inu
— postup je nap F. ¢asto vyuzivan k oxidaci peroxidasy p  Fi vyrob é
enzymovych imunokonjugat U
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= ziskaji se reaktivni aldehydove skupiny



