Abstrakt

Disertacni prace popisuje syntézu modifikované DNA nesouci elektrochemické
aktivni znacky (antrachinon, benzofurazan, azidoskupinu a nitrofenyltriazol) pro aplikaci v
bioanalyze. Byla vyvinuta metoda ptipravy modifikovanych trifosfatd, ktera je zalozena na
vodné Suzukiho cross-couplingové reakci halogenovanych deoxynukleosid trifosfati s
arylboronovymi kyselinami, na Sonogashirové cross-couplingové reakci jodovanych
deoxynukleosid trifosfati s termindlnimi alkyny, nebo na fosforylaci jiz modifikovanych
nukleosidi. Enzymatick4 inkorporace funcionalizovanych nukleosid trifosfati do DNA byla
testovana prostiednictvim primer extension experimentu a elektrochemické vlastnosti DNA
nesouci redoxni znacky byly studovany pomoci cyklické a "square wave" voltametrie. Jako
prvni byl jako elektrochemickd znaCka testovan antrachinon. Modifikované
2’-deoxynukleosid trifosfaty nesouci antrachinon piipojeny pfes acetylenovy nebo pies
propargylkarbamoylovy linker v pozici 5 2’-deoxycytidin 5’-trifosfatu av pozici 7
7-deaza-2’-deoxyadenosin-5’-trifosfatu ~ byly  pfipraveny =~ pomoci  Sonogashirova
cross-couplingu. Deoxynukleosid trifosfaty zna¢ené antrachinonem byly inkorporovany do
DNA prostiednictvim primer extension experimentu. Elektrochemické vlastnosti
antrachinonem znacenych nukleosidi, nukleotidi a DNA byly studovany pomoci cyklické
voltametrie, pii které byla pozorovana reverzibilni dvojice pikt pii -0.4 V. Kombinace dvou
redukovatelnych znaéek, antrachinonu a nitrofenylu byla testovana pomoci voltametrie a
poskytla jeden nerozliSeny Siroky signéal. Benzofurazan jako nova elektrochemické znacka byl
pripojen k deoxynukleosidiim a deoxynukleosid trifosfatim piimo, nebo ptes acetylenovy
linker. Benzofurazanem znafené nukleotidy byly inkorporovany do DNA prostfednictvim
primer extension experimentu. Elektrochemické vlastnosti nukleosidt, nukleotidi a DNA
znacenych benzofurazanem byly studovany pomoci cyklické voltametrie, kterd zobrazuje
intenzivni katodicky signal v oblasti -0.7 a -0.85 V. Kombinaci benzofurazanu s nitrofenylem
a aminofenylem jsme 0spésné vyvinuli trojpotencidlové kodovani DNA bazi. Kombinace
benzofurazanu s nitrofenylem je vynikajici pro pomérové analyzy nukleotidovych sekvenci a
je vhodna pro bioanalytické aplikace. Redoxni znaceni DNA azido skupinou, ktera mtze byt
chemicky transformovana na nitrofenyltriazol nebo na fenyltriazol bylo vyuzito pro
elektrochemickou detekci interakce DNA-protein (protein p53). Pouze azidofenylové skupiny
v usecich DNA, které nejsou zakryty proteinem p53, byly transformovany na

nitrofenyltriazoly.



