Abstrakt

Tato disertac¢ni prace je zaméfena na enzymovou syntézu na bazi modifikovanych RNA s
riznymi funkénimi skupinami, véetn€ reaktivnich pro sitovani proteint, hydrofobnich a fluorescencnich
skupin nebo afinitnich znacek. Konstrukce oligonukleotidii modifikovanych na bazi je zabezpecena bud’
konvencni in vitro transkripci s T7 RNA polymerazou, nebo inovativnim pfistupem vyuzivajicim
upravené mutantni DNA polymerazy a reakci prodluzovani primert (PEX).

V prvni ¢asti prace byl nasyntetizovan novy ribonukleosid trifosfatovy stavebni blok s reaktivni
chloracetamidovou funk¢ni skupinou pomoci Sonogashirovy kaplingové reakce ve vodni fazi
katalyzované Pd, ptimo aplikované na jodovany nukleotid. Chloracetamidem modifikovany trifosfat byl
poté testovan jako vhodny substrat pro in vitro transkripci s T7 RNA polymerazou s cilem zkonstruovat
RNA sondy s jednou nebo vice reaktivnimi skupinami. Selektivita chloracetamidem modifikovanych
RNA pro thiol, nebo cystein a histidin obsahujici (bio)molekuly byla ukazana modelovymi
biokonjugac¢nimi reakcemi a experimenty pro sitovani se ttemi RNA-vazebnymi proteiny s riznymi
strukturami a funkcemi. Uginna tvorba kovalentnich RNA-protein aduktii byla potvrzena western
blotem, gelovou elektroforézou a hmotnostni analyzou, které byly provadény za denaturaénich
podminek. Identifikace RNA-vazebnych mist a cilovych aminokyselinovych zbytkd v modelovych
proteinech byla provedena pomoci proteomické analyzy produkti $tépeni. Uginnost a potencialni
pouzitelnost nové modifikované RNA sondy byla dale ptedvedena na ptikladu sitovani s extrahovanymi
bunécnymi proteiny, kde vybrany sekvenéné-specificky protein rozpoznal a kovalentné zachytil pouze
RNA sondu obsahujici jeho cilovou sekvenci.

Ve druhé ¢asti prace byla vyvinuta nova metodika pro konstrukci na bazi modifikovanych RNA
oligonukleotidii s rliznou délkou a po¢tem nepiirozenych nukleotidli s vyuzitim uméle upravenych
termostabilnich DNA polymeraz a PEX reakce. Modifikované nukleotidy obsahujici rizné funkcni
skupiny ptipojené k pozici 5 u pyrimidind nebo k pozici 7 u 7-deazapurinti byly zkoumany jako vhodné
substraty pro dvé upravené polymerazy — TGK a SFM4-3. Ob¢é mutantni polymerazy prokazaly uc¢innost
pii zaclenovani jak jednoho, tak ¢tyi modifikovanych nukleotidi do jednoho fetézce RNA. ZvySena
aktivita TGK polymerazy byla ukazana na syntéze pln¢ modifikovanych RNA sond, kde byly vSechny
Ctyii kanonické nukleotidy nahrazeny modifikovanymi protéjsky nesoucimi vzajemné odlisné funkéni
skupiny. Tento vysledek piekonal konvenc¢ni in vitro transkripci s T7 RNA polymerazou. Naopak
polymeraza SFM4-3 nedosahla této urovné aktivity. U¢inné prodlouzeni bylo provedeno také v piipadé
DNA primeru, pro konstrukci neobvyklych DNA-RNA hybridd. Navic byla vyvinuta pfimocara
metodika vyuzivajici selektivniho vystépeni 2'-deoxyuridinu, ktera umoziuje odstranéni DNA primeru
ze syntetizované Casti RNA, coz usnadiuje tvorbu hypermodifikovanych RNA sond, kde je kazda
nukleobaze modifikovana. Déle byla uspésné vyvinuta metoda pro pomérné naro¢né selektivni znaceni
RNA na specifickych pozicich vyuzivajici kombinaci inkorporace jednoho nukleotidu (SNI) a PEX. Pro

strukturni fluorescencni studie byly pouzity intern¢ zna¢ené RNA sondy se dvéma odlisnymi fluorofory.



Je trfeba zddraznit, ze tento pfistup byl také aplikovan pro syntézu messengerovych RNA
modifikovanych v urcité oblasti nebo v bod¢, ptfi¢emz bylo poprvé odhaleno, ze jedina modifikace v
podob¢ 5-methylcytidinu v oblasti kodujici pro protein vyznamné zvysila produkci proteinu jak v in
Vivo, tak v bunéénych experimentech ve srovnani s jeho pfirozenymi nebo plné modifikovanymi mRNA

protéjsky.



