Souhrn

V prvni cCasti prace byla navrzena a syntetizovana fada Sesti modifikovanych 2'-
deoxyadenosintrifosfat, nesouci malé funkéni skupiny (chlor, amino, methyl, vinyl, ethynyl a
fenyl) na adeninu v poloze 2. Piipravené nukleotidy byly testovany jako substraty pro DNA
polymerdzy v enzymatické syntéze DNA modifikované v malém zlabku. 2-Fenyl modifikovany
dATP byl jedinym trifosfatem, ktery nebyl inkorporovany, coz znamen4, ze fenylova skupina je
jiz prilis velka pro inkorporaci do malého zlabku. VSechny ostatni testované nukleotidy byly
dobrymi substraty pro testované DNA polymerazy [KOD XL, Vent(exo-) a Bst LF], coz poskytlo
modifikovanou DNA s malym zldbkem nesoucim jednu nebo ctyfi modifikace. Modifikované
DNA s vinylovou nebo ethynylovou skupinou byly poté pouzity pro modifikaci malého zlabku
DNA fluorescen¢nimi znackami za pouziti click reakci. Ethynylova skupina reagovala v médi
katalyzované cykloadici alkynu s azidem (CuAAC), zatimco vinylova skupina se i¢astnila thiol-
en-ové reakce. Tento postup umoznil piipojeni velkych funkénich skupin, které by jinak nemohly
byt instalovany do malého zlabku DNA pomoci pfimé enzymatické inkorporace.

Druha ¢ast prace byla vénovana studiu 2-alkylamino-2'-deoxyadenosin trifosfatl a jejich
pouziti v enzymatické syntéze modifikovanych oligonukleotidi a DNA. NZalkyl
diaminopurinové nukleotidy byly pfipraveny a testovany jako substraty pro DNA polymerazy.
Methylamino modifikovany derivat byl jedinym nukleotidem, ktery KOD XL DNA polymeraza
uc¢inné inkorporovala do DNA. VSechny ostatni nukleotidy byly Spatnymi substraty pro vSechny
testované DNA polymerazy. Therminator DNA polymeraza vSak byla schopna prodlouZit primer
inkorporaci jedné modifikované adeninové baze, v pfipadé€, ze v reakéni smési nebyly pfitomny
zadné jiné 2’-deoxynukleosid trifosfaity (dNTP). Optimalizace reak¢nich podminek pro
experiment s templatem kdédujicim dvé po sob€ jdouci adeninové baze v pripravené DNA
umoznila inkorporaci jednoho nebo dvou modifikovanych trifosfati. Kdyz byl do reakénich
smési pridan nadbytek pfirodnich ANTP, metoda prodluzovani primeru (PEX) s pouzitim téchto
nukleotidii vedla k DNA modifikované v malém zlabku na konkrétnim miste. Allyl- a
propargylaminem modifikované DNA byly poté pouzity pro transformaci malého zlabku DNA
pomoci click reakei s fluorescenénimi znackami. Tento ptistup byl nakonec pouzit pro konstrukci
FRET sond, uZitecnych pro monitorovani procesu denaturace a opétovné hybridizace DNA

duplexu nebo pro detekei specifickych oligonukleotidovych sekvenci.



Nakonec jsme také rozsifili portfolio modifikovanych nukleotidii uzite¢nych pro
konstrukci DNA s modifikaci v malém Zzlabku na analogy dGTP. Pfipravili jsme sérii péti 2-
substituovanych 2'-deoxyinosintrifosfatti, obsahujicich malé substituenty (chlor, methyl, vinyl,
ethynyl a fenyl), které fungovaly jako ndhrazky guaninové nukleobdze a parovala se v DNA s
cytosinem. Therminator DNA polymeraza byla schopna pfipravit produkty plné¢ délky s 2-methyl
a 2-vinyl modifikovanymi nukleotidy, zatimco ostatni derivaty nebyly inkorporovany zadnou z
testovanych DNA polymeraz. Pfipravend vinylem modifikovanda DNA se tucastnila thiol-en-
ovych reakci s thioly a také s DNA vazebnym peptidem, ktery se vazal v malém zlabku a
obsahoval cystein, coz poskytlo produkt reakce mezi DNA a peptidem tvorbou kovalentni vazby
diky jevu blizkosti funk¢nich skupin.

Vsechny pfipravené 2-substituované purinové nukleotidy byly nakonec pouzity ke studiu
vlivu modifikaci v malém zlabku na Stépeni dvouvlaknové DNA restrikénimi endonukleazami
typu II. Nebyl pozorovéan zadny obecny trend ucinku téchto modifikaci. Identifikovany byly jak
enzymy S$tépici modifikovanou DNA s modifikaci v malém zlabku, tak i enzymy, jejichz aktivita

byla témito modifikacemi inhibovana.



