SOUHRN

Tato disertacni prace popisuje vyvoj a syntézu DNA-reaktivnich vlaken nesoucich 1,3-diketonové
nebo fenylglyoxalové Casti, které 1ze pouzit pro spojovani s peptidy nebo proteiny obsahujicimi
arginin. Obecna strategie byla zaloZena na funkcionalizaci polohy 5 u pyrimidina prostfednictvim
vodné Sonogashirovy reakce nebo click reakce (CuAAC) s reaktivnimi stavebnimi bloky pro
syntézu modifikovanych 2'-deoxyribonukleosid monofosfatd a trifosfath (dNMP/dANTPs).
Nasledujicim krokem bylo enzymatické zaclenéni takto funkcionalizovanych dNTPs do DNA
prostiednictvim metody prodluzovéani primeru (PEX). Paralelné byly monofosfatové derivaty
pouzity jako modelové slouceniny pro reakce s argininem a peptidy obsahujicimi arginin pro
testovani reaktivity na vlaknech DNA. Pro reaktivni kandidaty byly provedeny modelové reakce
na modifikované DNA s argininem nebo peptidy obsahujicimi Arg a ndsledné¢ byly DNA vldkna
pouzity v reakcich s DNA-vazebnymi proteiny bohatymi na Arg. Vyvoj takovych vldken DNA
vyzvou pii navrhu reaktivnich stavebnich blokd bylo nalezeni rovnovahy mezi reaktivitou a
stabilitou reaktivni skupiny. Prvnim kandiddtem byla glyoxylamidova skupina maskovana
thiazolidinem. BohuZel se ukézalo, ze tento kandidat je nereaktivni vii¢i argininu. Druhy kandidat
obsahoval acetalem chranény glyoxal. Rozsahlejsi studie na monofosfatu ale ukéazaly nutnost
velmi tvrdych podminek pro uvolnéni reaktivni skupiny, které by nemohly byt dale pouZity pro
biologické systémy, a proto bylo tfeba znovu navrhnout jinou reaktivni skupinu. Tteti strategie
predpokladala pouziti fenyl-dihydroxy-ethylketonu, ktery by se naslednym oxidativnim Stépenim
pfeménil na reaktivni fenylglyoxal. Bohuzel 1 v tomto pfipadé doSlo pii reakci s NalO4 ke
dvojitému Stépeni reaktivni skupiny. Vzhledem k tomu, Ze vSechny pouzité strategie vedly
k naruSeni reaktivity nebo integrity reaktivni skupiny, byly tedy pro studium vybrany volna
fenylglyoxalova skupina a 1,3-diketon. Oba takto modifikované monofosfaty vykazovaly dobrou
reaktivitu v modelovych studiich s argininem. Navic byly dobrymi substraty pro KOD XL DNA
polymerazu pii enzymatické syntéze DNA pomoci PEX a ve vSech piipadech byl pozorovan
produkt plné délky. Modelové studie modifikovanych DNA s peptidy obsahujicimi Arg byly
usp&$né a poskytovaly kovalentni adukty, které byly pln€ charakterizovany. Dale, peptidy
obsahujici vSechny ostatni aminokyseliny krom¢ argininu byly pouZzity jako negativni kontrola k
prokazani selektivity vii¢i argininu. Reakce s DNA-vazebnymi proteiny obsahujicimi Arg (napf.

histony) byly uspé€sné provedeny a v obou pfipadech byly pomoci gelové analyzy (PAGE)



pozorovany kovalentni adukty, které byly charakterizovany hmotnostni spektrometrii ESI. Za
stejnych podminek vykazovala fenylglyoxal-DNA vyssi reaktivitu ve srovnani s 1,3-diketonovou-
DNA. V ptipad¢ 1,3-diketonu bylo provedeno dodatecné znaceni (post-synteticky) azido-
modifikované DNA alkynem-modifikovanym 1,3-diketonem a derivaty byly testovany v reakcich
s proteiny. Podle vysledkii byla enzymaticky pfipravena DNA mnohem reaktivnéjsi nez DNA
znacena post-synteticky.

Tyto enzymové syntetizované arginin-selektivni DNA by mohly byt pouzity v dalSich aplikacich
jako potencialni néstroj pro studium interakci protein-DNA prostfednictvim kovalentnich vazeb

nebo pro navrh ireverzibilnich inhibitori proteint vazajicich DNA.



