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Abstract

Abstract

Genomic integrity is endangered when DNA is exposed to alkylating agents present in the
environment, diet, and chemotherapeutic drugs. These compounds react with DNA forming DNA
adducts that disrupt replication and potentially lead to cancer development. Cells possess,
however, several repair and tolerance mechanisms that allow them to counteract the effects of
these substances. In the case of chemotherapy, a tolerance to DNA adducts results in resistance
towards the treatment, making it less effective. The work described in this thesis concerns the
synthesis and application of DNA-adduct directed artificial nucleosides in studies concerning
DNA adducts in the context of cancer prevention as well as in cancer therapy. The main aims
were two-fold, first to inhibit translesion DNA synthesis to reduce resistance towards platinum-
based chemotherapy, and second to develop novel bioanalytical technologies for detecting DNA
adducts.

Chapter 1 introduces the topics discussed in this thesis. Background information covering
aspects of DNA damage and its role in carcinogenesis are discussed. Furthermore, the use of
alkylating agents in cancer therapy is presented. Finally, an overview of the application of DNA
polymerases and artificial nucleotides in different research fields is given.

In Chapter 2, two artificial nucleotides, BenziTP and BIMTP were investigated as substrates of
human DNA polymerase n (hPol n). The motivation for the work was to gain knowledge of how
adduct-directed artificial nucleotides would influence the bypass of platinum DNA adducts and to
explore their inhibitory potential. BenziTP and BIMTP inhibited the catalysis of full-length DNA
synthesis by hPol 1. This reduction was specific to the artificial nucleotides and did not occur in
the presence of increasing concentrations of the four natural dNTPs. BenziTP was incorporated
over 10-fold more efficiently than BIMTP and this increase in the incorporation rate was
attributable, according to molecular modeling studies, to an additional hydrogen bond between
the templating base and the incoming dNTP. These results represent the first example of hPol n
inhibition in the presence of a platinated DNA template.

In Chapter 3, the scope of artificial nucleotides characterized as hPol n substrates was extended
to include three new base structures BOA, ExBenzi, and ExBIM. These structures were devised
to explore the possibility of incorporating larger structures opposite the platinum adducts, and to
characterize the effects of a change in the hydrogen bond donor atom on the artificial nucleotide.
All three artificial nucleotides were incorporated by the polymerase during standard DNA
synthesis and bypass of the major cisplatin DNA adduct, but ExBenziTP was incorporated best
opposite unmodified and platinated template and inhibited full-length DNA synthesis on both
templates to a greater extent than BOATP or EXBIMTP. To date, it is the artificial nucleotide best
incorporated opposite the major DNA adduct caused by cisplatin.

In Chapter 4, the artificial nucleotides BenziTP and BIMTP were tested in combination with a
panel of DNA polymerases in translesion DNA synthesis past the model O8-benzylguanine (O°-
BnG) adduct. BenziTP was found to be specifically incorporated opposite the model adduct with
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the use of a mutant Taq DNA polymerase (KTqM747K). Furthermore, BenziTP was required for
0%-BnG bypass and full-length product formation. By using the combination of BenziTP and
KTqM747K alkylated DNA could be linearly amplified with the original O%-BnG site being
marked by Benzi. This result represented the first example of an artificial nucleotide that is
specifically incorporated opposite an Of-alkylguanine adduct by a DNA polymerase.

In Chapter 5, the amplification of biologically relevant O%-methylguanine (O®-MeG) and O°-
carboxymethyl (O®-CMG) DNA adducts was studied. KTqM747K DNA polymerase incorporated
BenziTP specifically opposite both adducts, and BenziTP was required for full-length product
formation and bypass of the OS5-CMG adduct. 2’,3’-dideoxy BenziTP (ddBenziTP) was
synthesized and used to verify the incorporation of Benzi opposite the adduct and not the natural
bases. Combining BenziTP and KTqM747K allowed for the sensing of O5-CMG adducts in a
mixture with undamaged DNA, and alkylated DNA was linearly amplified with the O®-CMG site
being marked by Benzi. The results of this study build from the principles established in Chapter
4 while confirming the specificity of BenziTP incorporation and extending the generality of the
process to a biologically relevant context.

In Chapter 6, the use of two artificial nucleosides (ExBenzi and ExBIM) for quantifying O°-
MeG within mutational hotspots of the human KRAS gene is described. The artificial nucleosides
were incorporated into oligonucleotide strands and paired to target strands containing a site-
specific O%-MeG modification in the middle of the KRAS codon 13 sequence. Thermal stability of
DNA duplexes of different lengths demonstrated that both ExBenzi and ExBIM have a higher
affinity for Of-MeG than for G. Gold nanoparticle-based probes with thiol-modified
oligonucleotides containing the artificial nucleosides were constructed and served as a basis for
the detection of O°%-MeG in a sequence-specific manner on the basis of a colorimetric readout of
the nanoparticles. O®-MeG-containing DNA strands were detected in the presence of different
competitor strands with a limit of detection of 2.3% for ExBenzi and 1.6% for EXBIM. The better
probe ExBIM was then used to detect DNA strands containing O°%-MeG in the presence of human
genomic DNA. This study establishes a novel hybridization-based sensing approach for detecting
a mutagenic DNA adduct within a cancer gene sequence.

Chapter 7 summarizes the findings of the thesis and gives a critical discussion of the
achievements and limitations. Ongoing experiments and recommendations for possible future
directions are presented.
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L’esposizione del DNA ad agenti alchilanti presenti nell’ambiente, nel cibo e nei medicinali
chemioterapici puo danneggiare I’integrita del nostro materiale genetico. Queste sostanze, infatti,
reagiscono con il DNA formando addotti che compromettono la replicazione portando cosi al
potenziale insorgere di un cancro. Le cellule possiedono, tuttavia, meccanismi di riparazione e
tolleranza che permettono loro di contrastare gli effetti di questi composti. Nel caso di agenti
chemioterapici che inducono apoptosi, questa tolleranza si traduce pero in resistenza alla terapia.
Scopo di questa tesi € lo studio di un nuovo sistema per inibire la sintesi per translesione del
DNA e di conseguenza ridurre la resistenza verso la chemioterapia basata su medicinali a base di
platino. Un altro obiettivo rappresenta lo sviluppo di nuovi metodi di identificazione di addotti
del DNA. Entrambi gli obiettivi sono stati conseguiti attraverso la sintesi e la caratterizzazione di
nucleotidi artificiali.

Nel primo capitolo ¢ presentata un’introduzione sui temi trattati nella tesi. Sono discusse
informazioni di base sul ruolo dei danni al DNA nell’insorgere del cancro, viene presentato 1’uso
di agenti alchilanti nella chemioterapia e viene fornita una panoramica sulle applicazioni delle
DNA polimerasi e di nucleotidi artificiali in diversi campi di ricerca

Nel secondo capitolo viene descritto come due nucleotidi artificiali, BenziTP e BIMTP, sono
stati caratterizzati come substrati della DNA polimerasi 1 di origine umana (hPol 1) per capire in
primo luogo come essi influenzino il bypass dell’addotto causato dal platino da parte dell’enzima,
ma anche per studiarne le potenziali proprieta inibitrici. E’ stato dimostrato che questi nucleotidi
artificiali sono in grado di inibire la sintesi di DNA da parte di hPol 1. Questo fenomeno ¢
risultato specifico per i nucleotidi artificiali: non é stato osservato infatti per i nucleotidi naturali.
BenziTP e stato incorporato oltre 10 volte piu efficientemente di BIMTP e questo aumento
potrebbe essere attribuibile ad un legame ad idrogeno in piu tra la base del DNA e il nucleotide
artificiale, come dimostrato da studi di modellistica molecolare. Questi risultati sono il primo
esempio di inibizione di hPol n in presenza di un filamento di DNA platinato.

Il terzo capitolo descrive la caratterizzazione di tre nuovi nucleotidi artificiali (BOATP,
ExBenziTP ¢ ExBIMTP) come substrati di hPol n. Queste strutture sono state sintetizzate per
testare la possibilita di incorporare molecole piu grandi in corrispondenza dell’addotto causato
dal cisplatino e per caratterizzare 1’effetto di un cambio di atomo sul nucleotide artificiale. | tre
nuovi nucleotidi sono stati incorporati dall’enzima durante la sintesi standard di DNA e durante il
bypass dell’addotto causato da cisplatino. ExBenziTP ¢ stato incorporato meglio di BOATP e
EXBIMTP sia su DNA naturale che su DNA platinato. Inoltre, ExBenziTP e risultato piu
efficiente nell’inibire la sintesi di DNA rispetto a BOATP e ExBIMTP. Ad oggi ExBenziTP ¢ il
nucleotide artificiale che viene incorporato meglio in corrispondenza di un addotto platinato sul
DNA.

Nel quarto capitolo, BenziTP e BIMTP sono stati testati in combinazione con una serie di DNA
polimerasi nella sintesi oltre I’addotto O5-benzilguanina (O®-BnG). BenziTP & stato incorporato
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specificamente in corrispondenza dell’addotto con 1’utilizzo di un mutante della Tag DNA
polimerasi (KTgM747K). Esperimenti di completa estensione del DNA hanno mostrato la
necessita di BenziTP per poter bypassare O®-BnG. Usando BenziTP in combinazione con
KTqM747K, il DNA alchilato & stato amplificato linearmente e O%-BnG ¢ stato rivelato da Benzi.
Questi risultati rappresentano il primo esempio d’incorporazione di un nucleotide artificiale in
corrispondenza di O%-alchilguanina tramite una DNA polimerasi.

Nel quinto capitolo, ¢ stata studiata 1’amplificazione degli addotti biologicamente rilevanti Q°-
metilguanina (0%-MeG) e Ob-carbossimetilguanina (0%-CMG). La DNA polimerasi KTqM747K
ha incorporato BenziTP specificamente in corrispondenza di entrambi gli addotti. La presenza di
BenziTP ¢ richiesta per ’estensione completa del filamento di DNA ed il bypass dell’addotto O°-
CMG. 2’,3’-dideossiBenziTP (ddBenziTP) & stato sintetizzato e usato per verificare
I’incorporazione di Benzi in posizione opposta all’addotto. Combinando BenziTP e KTqM747K,
& stato possibile identificare O%-CMG in una miscela con DNA naturale. 1l DNA alchilato & stato
poi amplificato linearmente usando BenziTP e KTqM747K e O®-CMG ¢ stato identificato tramite
Benzi. | risultati di questo studio si basano sui principi stabiliti nel capitolo 4, confermano la
specifica incorporazione di BenziTP ed estendono la generalita del processo ad un contesto
biologicamente rilevante.

Nel sesto capitolo, due nucleosidi artificiali (ExBenzi ed ExBIM) sono stati utilizzati per
quantificare i livelli di O®-MeG in siti a frequente mutazione del gene KRAS. | nucleosidi
artificiali sono stati incorporati a formare oligonucleotidi, i quali sono stati appaiati a filamenti di
DNA di lunghezza diversa, contenenti la modificazione O®-MeG in un sito specifico del codone
13 di KRAS. La stabilita termica della doppia elica di DNA ha mostrato che ExBenzi ed ExBIM
hanno una maggiore affinita per O%-MeG rispetto a G. Nanoparticelle d’oro funzionalizzate con
oligonucleotidi contenenti i nucleosidi artificiali, sono state utilizzate come base per
I’identificazione di O5-MeG in maniera specifica rispetto alla sequenza. Sequenze di DNA
contenenti la modificazione O%-MeG sono state identificate in presenza di sequenze non
modificate con un limite di rivelabilita di 2.3% per ExBenzi e 1.6% per ExBIM. ExBIM é stato
poi usato per identificare filamenti di DNA contenenti O5-MeG in presenza di materiale genetico
umano. Questo studio riporta un nuovo approccio basato sull’ibridazione per rivelare addotti
mutagenici del DNA all’interno di un gene rilevante per la formazione del cancro.

Il settimo capitolo riassume i risultati ottenuti e ne fornisce un’analisi critica, discutendo
esperimenti ancora in corso e possibili collaborazioni future.



