
SOUHRN  

Tato disertační práce popisuje vývoj a syntézu DNA-reaktivních vláken nesoucích 1,3-diketonové 

nebo fenylglyoxalové části, které lze použít pro spojování s peptidy nebo proteiny obsahujícími 

arginin. Obecná strategie byla založena na funkcionalizaci polohy 5 u pyrimidinů prostřednictvím 

vodné Sonogashirovy reakce nebo click reakce (CuAAC) s reaktivními stavebními bloky pro 

syntézu modifikovaných 2'-deoxyribonukleosid monofosfátů a trifosfátů (dNMP/dNTPs). 

Následujícím krokem bylo enzymatické začlenění takto funkcionalizovaných dNTPs do DNA 

prostřednictvím metody prodlužování primeru (PEX). Paralelně byly monofosfátové deriváty 

použity jako modelové sloučeniny pro reakce s argininem a peptidy obsahujícími arginin pro 

testování reaktivity na vláknech DNA. Pro reaktivní kandidáty byly provedeny modelové reakce 

na modifikované DNA s argininem nebo peptidy obsahujícími Arg a následně byly DNA vlákna 

použity v reakcích s DNA-vazebnými proteiny bohatými na Arg. Vývoj takových vláken DNA 

nebyl přímočarý, ale vyžadoval zkoumání různých kandidátů. Nejdůležitějším bodem a zároveň 

výzvou při návrhu reaktivních stavebních bloků bylo nalezení rovnováhy mezi reaktivitou a 

stabilitou reaktivní skupiny. Prvním kandidátem byla glyoxylamidová skupina maskovaná 

thiazolidinem. Bohužel se ukázalo, že tento kandidát je nereaktivní vůči argininu. Druhý kandidát 

obsahoval acetalem chráněný glyoxal. Rozsáhlejší studie na monofosfátu ale ukázaly nutnost 

velmi tvrdých podmínek pro uvolnění reaktivní skupiny, které by nemohly být dále použity pro 

biologické systémy, a proto bylo třeba znovu navrhnout jinou reaktivní skupinu. Třetí strategie 

předpokládala použití fenyl-dihydroxy-ethylketonu, který by se následným oxidativním štěpením 

přeměnil na reaktivní fenylglyoxal. Bohužel i v tomto případě došlo při reakci s NaIO4 ke 

dvojitému štěpení reaktivní skupiny. Vzhledem k tomu, že všechny použité strategie vedly 

k narušení reaktivity nebo integrity reaktivní skupiny, byly tedy pro studium vybrány volná 

fenylglyoxalová skupina a 1,3-diketon. Oba takto modifikované monofosfáty vykazovaly dobrou 

reaktivitu v modelových studiích s argininem. Navíc byly dobrými substráty pro KOD XL DNA 

polymerázu při enzymatické syntéze DNA pomocí PEX a ve všech případech byl pozorován 

produkt plné délky. Modelové studie modifikovaných DNA s peptidy obsahujícími Arg byly 

úspěšné a poskytovaly kovalentní adukty, které byly plně charakterizovány. Dále, peptidy 

obsahující všechny ostatní aminokyseliny kromě argininu byly použity jako negativní kontrola k 

prokázání selektivity vůči argininu. Reakce s DNA-vazebnými proteiny obsahujícími Arg (např. 

histony) byly úspěšně provedeny a v obou případech byly pomocí gelové analýzy (PAGE) 



pozorovány kovalentní adukty, které byly charakterizovány hmotnostní spektrometrií ESI. Za 

stejných podmínek vykazovala fenylglyoxal-DNA vyšší reaktivitu ve srovnání s 1,3-diketonovou-

DNA. V případě 1,3-diketonu bylo provedeno dodatečné značení (post-synteticky) azido-

modifikované DNA alkynem-modifikovaným 1,3-diketonem a deriváty byly testovány v reakcích 

s proteiny. Podle výsledků byla enzymaticky připravená DNA mnohem reaktivnější než DNA 

značená post-synteticky. 

Tyto enzymově syntetizované arginin-selektivní DNA by mohly být použity v dalších aplikacích 

jako potenciální nástroj pro studium interakcí protein-DNA prostřednictvím kovalentních vazeb 

nebo pro návrh ireverzibilních inhibitorů proteinů vázajících DNA. 

 

 


