Abstrakt

Tato prace je zaméfena na syntézu modifikovanych 2°-deoxyribonukleosid trifosfati, jejich
inkorporaci do DNA a aplikaci v chemické biologii. Byla vyvinuta syntéza “douhlavych”
nukleosidii a nukleosid trifosfatii, které obsahuji ethynylovy nebo propargylovy mistkem
mezi dvémi bazemi. (Cytosin-5-yl)ethynyl, 3-(cytosin-1-yl)prop-1-yn-1-yl a 3-(5-
fluorcytosin-1-yl)prop-1-yn-yl  substituované¢  pyrimidiny a  7-deazaadeniny 2’-
deoxyribonukleosidi a nukleosid trifosfata byly ptipraveny palladiem katalyzovanou cross-
coupling reakci ve vodném prostiedi. Tyto 2’-deoxyribonukleosid trifosfaty obsahujici dvé
nukleobaze jsou dobrymi substraty pro DNA polymerasy v primer extension reakci a PCR a
tudiz vhodné pro ptipravu DNA s cytosinem nebo S-fluorcytosinem ve velkém Zlabku, ktera
tak napodobuje nukleobdzi vyjmutou ven z DNA dvousSroubovice. Byla také vyzkuSena
metoda pro testovani inhibice DNA methyltransferaz. Dale, bylo vyvinuto pifechodné
chranéni DNA proti Stépeni restrikénimi  endonukleazami (RE) za pomoci
(trialkylsilyl)ethynyl modifikované DNA. Bylo dokazdno, Ze vSechny pfipravené
(trialkylsilyl)ethnyl-modifikované 7-deaza-2’-deoxyadenosin trifosfity se inkorporuji do
DNA KOD XL polymerasou v primer extension reakci a nebo pomoci PCR. Podminky
potiebné pro odchranéni trialkylsilylové chranici skupiny byly optimalizovany na nukleosid
monofosfatech. Rovnéz byla testovana schopnost (trialkylsiyl)ethynyl modifikované DNA
chranit tuto DNA proti Stépeni RE. Zjistili jsme, Ze DNA chranéna (triethylsilyl)ethynylovou
skupinou nepodléha Stépeni pomoci RE, po odchranéni triethylsilylové skupiny amoniakem
vysledna ethynyl modifikovand DNA jiz Stépena RE je. Tento 7-(triethylsilyl)ethynyl-7-
deaza-2’-deoxyadenosin trifosfat byl také pouzit pii pfipravé genu castecné chranéného proti
Stépeni RE. Pro pfipravu byla pouzita vlastni nova metoda zalozena na PCR. V genu
neobsazené nemodifikované sekvence byly déale pouZzity pro klonovani do plasmidu, jenZ byl
nasledn¢ replikovdn v E. coli a pouzit pro produkci proteinu. A konecné, série 7-
substituovanych 7-deazaadenin a 5-substituovanych cytosin 2’-deoxyribonukleosid trifosfati
byla testovana v pfimé kompetitivni inkorporaci (s jejich pfirozenymi analogy) do DNA
pomoci cel¢ fady DNA polymeras. K analyze byla pouZzita metoda zalozend na Stépicich
vlastnostech RE. Ukézalo se, ze 7-aryl-7-deaza-2’-deoxyadenosin trifosfaty jsou lepSimi
substraty pro DNA polymerasy nez ptirozend dATP, protoze maji vétsi afinitu k aktivnimu

mistu polymerasy. Zminéna zjisténi byla dale potvrzena méfenim kinetik a modelovanim.



