Abstrakt

V prvni Casti dizertani prace jsem vyvinula reaktivni DNA sondu pro selektivni cross-
linkovani s lysinovymi zbytky DNA vazebnich proteinti. Piipravila jsem 2'-deoxycytidin 5'-O-
monofosfat a trifosfat nesouci v poloze 5 squramatovou skupinu navdzanou pres
propargylaminovou spojku. Monofosfat byl pouzit jako modelovd sloucenina na testovani
reaktivity tohoto smisené¢ho squaramatu v
cross-linkovych reakcich slysinem a kratkymi peptidy obsahujicimi lysin. Squaramatem
modifikovany 2'-deoxycytidin 5'-O-trifosfat byl dobrym substratem pro KOD XL polymerazu pro
enzymovou syntézu DNA metodou extenze primeru (PEX) a taky metodou polymerazové fetézové
reakce (PCR). Squaramatem modifikovand DNA tvofi stabilni diamidové vazby s primarnimi
aminy. Reaktivitu modifikované DNA jsem testovala v biokonjugac¢nich reakcich se sulfo-Cy5-
aminem a s peptidy obsahujicimi lysin. Poté byla squaramatem modifikovana DNA uspésné
kovalentné pfipojena k histonovym proteinim bohatym na lysin. Reaktivni, squaramdtem
modifikovany nukleotid vykazoval potencial pro dalsi biokonjugacni reakce nukleovych kyselin

s aminy nebo lysin obsahujicimi peptidy a proteiny bez potieby externiho ¢inidla.

Na zaklad¢ pozitivnich vysledkl experimentl se squaramatem modifikovanou DNA, jsem
v druhé ¢asti prace vyvinula a pfipravila squaramatem modifikovany ribonukleotid pro studium
cross-linkll s RNA vazebnymi proteiny. Po optimalizaci reakénich podminek byl squaramatem
modifikovany cytidin
5'-O-trifosfat inkorporovan do RNA pomoci T7 RNA polymerazy v in vitro transkrip€ni reakci.
Déle byla modifikovand RNA pouZita pro post syntetické znaceni sulfo-Cy5-aminem. Nakonec
jsem testovala squaramatem modifikovanou RNA sondu v reakci s riiznymi modelovymi proteiny
(4. JEV a YFV NS5, SARS-CoV-2 RdRp, SARS-CoV-2 nukleoprotein a HIV-rt). Modifikovany
ribonukleotid byl také pouzit v RNA extenznich reakcich katalyzovanych RNA dependentnimi
RNA polymerazami (JEV NS5 a SARS-CoV-2 RdRp). Modifikovand RNA se kovalentné vazala
na protein béhem polymerazové reakce s JEV NS5 polymerdzou, coz bylo potvrzeno gelovou
separaci (PAGE) a imunodetekci. Proteomickd analyza polymerdzovych reakénich smési
identifikovala tfi lysinové zbytky proteinu (K269, K462, K463) kovalentné ptfipojenych ke

squaramatem modifikované RNA.



