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Biosyntéza DNA – DNA polymerasa 
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Klinicky užívaná nukleosidová a nukleotidová léčiva 



Deriváty a analogy nukleosidů a nukleotidů s 

modifikovanou bází 

Organická syntéza 
Farmakochemie (medicinal chemistry) 

Chemická biologie 



3. C-nukleosidy pro chemickou biologii 4. Funkcionalizované nukleové kyseliny 

pro bioanalýzu nebo chemickou biologii 
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1. Syntetická metodika 
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Cross-coupling reakce pro modifikace nukleobází 



C-H AKTIVACE 



C-H aktivační reakce pro modifikace nukleobází 



Čerňa, I.; Pohl, R.; Klepetářová, B.; Hocek, M. J. Org. Chem. 2008, 73, 9048-9054.  

Obecná metoda přípravy 2,6,8,9-tetrasubstituovaných purinů kombinací 

chemo-regioselektivních N-arylací/alkylací, cross-coupling reakcí a C-H arylací 



Farmakochemie 

modifikované nukleobáze a nukleosidy  
– knihovna >2000 derivátů 

Testovány na cytostatickou a protivirovou aktivitu a 

inhibici vybraných enzymů. 



Syntéza deazapurinových  ribonukleosidů 

Nauš, P.; Pohl, R.; Votruba, I.; Dzubák, P.; Hajdúch, M.; Ameral, R.; 

Birkuš, G.; Wang, T.; Ray, A.; Mackman, R.; Cihlar, T.; Hocek, M.  

J. Med. Chem. 2010, 53, 460-470.  

Hocek M., Nauš P., US 8,093,226 B2, WO2009089804 (A1), 

JP2011509949 (A), EP2231689 (A1), CA2711384 (A1). 

Bourderioux, A.; Naus, P.; Hocek, M. PCT/CZ2010/000050, WO2010121576 (A2)   

Bourderioux, A.;  Nauš, P.; Perlíková, P.;  Pohl, R.;  Pichová, I.; Votruba, 

I.; Džubák, P.; Konečný,  P.; Hajdúch, M.; Stray, K. M.;  Wang, T.; Ray, 

A. S.; Feng, J. Y.; Birkus, G.; Cihlar, T.; Hocek, M.  

J. Med. Chem. 2011, 54, 5498-5507. 



Použity obrázky z: Hirao et al. Acc. Chem. Res. 2012, 45, 2055-2065. 

Rozšíření genetické abecedy 

Nové umělé páry bází 

(Kool, Hirao, Benner, Romesberg…) 



Modulární syntéza C-nukleosidů 

Příklady C-nukleosidů připravených v naší laboratoři: 

fosforylace, 

inkorporace 

polymerasou 
cross-coupling 

reakce, aminace… 



DNA s modifikovanými nukleobázemi - aplikace 

Materiálové aplikace 

Chemická biologie 
Bioanalýza/diagnostika 



Functionalizované ON a DNA s modifikovanými bázemi 

DIAGNOSTIKA 

CHEMICKÁ 

BIOLOGIE 

NANOTECHNOLOGIE 

Aplikace: 

ENZYMATICKÁ SYNTÉZA 

CHEMICKÁ SYNTÉZA 

= různé funkční skupiny 

Problémy: 

• pracná mnohakroková syntéza modifikovaných 

fosforamiditů 

• omezená kompatibilita s fosforamiditovou 

syntézou (I2, NH3 atd.) 

• nízké výtěžky pro dlouhé ON 



Nová dvoukroková metodika syntézy modifikovaných nukleových kyselin 

Reviews: Hocek, M.; Fojta, M. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 2233–2241. 

Hocek, M.; Fojta, M. Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 5802-5814. 



Reviews: Hocek, M.; Fojta, M. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 2233–2241. 

Hocek, M.; Fojta, M. Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 5802-5814. 

Cross-coupling reakce dNTPs ve vodných roztocích 



Primer Extension (PEX) inkorporace modifikovaných dNTP 



PCR inkorporace modifikovaných dNTPs 



Aplikace v bioanalýze/diagnostice  

  

Spolupráce s Doc. M. Fojtou (BFU), Prof. J. Barkem (PřF UK) atd. – 

Centrum excelence grant (2012-2018) 

Redoxní značení a kódování DNA bází 

Elektrochemická analýza 

a minisekvenace 



-1.2 -0.9 -0.6 -0.3
-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

I/


A

E/V

-1.2 -0.9 -0.6 -0.3

-90

-60

-30

0
I 

/n
A

E /V

 C
BF

+A
NO2

+T+G

 C+A
NO2

+T+G

 C
BF

+A+T+G

A

B

BFred

NO2
red

BFred

NO2
red

I/
n

A
I B

F
re

d
/I

N
O

2
re

d

A

B

1.5

4.5

1.0

0.75

3.0

2.25

0.5

1.5

0

Multipotenciálové redoxní kódování nukleobází 

0.75 1.00 1.25 1.50

0

2

4

6

8

10

 3A3C3T

 1A3C2T

I 
/

A

E /V

I N
H
2
re
d
/I
N
O
2
re
d

NH2
ox

Gox

Aox

A

B

Balintová, J.; Plucnara, M.; Vidláková, P.; Pohl, R.; Havran, L.; Fojta, M.; Hocek, M. 

Chem. Eur. J. 2013, 19, 12720-12731. 



Nové fluorescenční značky pro DNA – studium interakcí DNA-protein 



DNA modifikace reaktivními skupinami pro biokonjugace  

-CHO 

-CH=N-peptide 

Vyvíjíme další bioortogonální 

reakce jiných reaktivních skupin 

  



10% SDS- PAGE 

a) Western blotting              b) radiolabelled DNA 

Dadová, J.; Orság, P.; Pohl, R.; Brázdová, M.; Fojta, M.; Hocek, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 10515-10518. 

Bioorthogonální konjugace DNA s peptidy/proteiny - Michaelovy adice Cys 



Macíčková-Cahová, H.; Hocek, M., Nucleic Acids Res. 2009, 37, 7612-7622. 

Macíčková-Cahová, H.; Pohl, R.; Hocek, M. ChemBioChem 2011, 12, 431-438.   

AfeI 

Studium vlivu modifikací na štěpení DNA restrikčními endonukleasami 

A,T – některé modifikace jsou tolerovány 

C – žádné modifikace nejsou tolerovány 



Kielkowski, P.; Macíčková-Cahová, H.; Pohl, R.; Hocek, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 8727-8730. 

Přechodné chránění DNA proti štěpení RE 



Nová protektivní strategie klonování a exprese genů 

Kielkowski, P.; Brock, N. L.; Dickschat, J. S.; Hocek, M. ChemBioChem 2013, 14, 801-804. 

production of TdaD protein from Phaeobacter gallaeciensis using His6-tag and pET28c+ plasmid 
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