Abstrakt

Cilem mé disertace byla syntéza modifikovanych 2’-deoxyribonukleosid trifosfatti (ANTP)
nesoucich elektrochemicky oxidovatelné znacky a jejich inkorporace do DNA pro aplikace v
bioanalyze.

V prvni ¢asti disertace jsem vyvinula syntézu modifikovanych dNTP nesoucich 2,3-
dihydrobenzofuran (DHB) nebo 2-methoxyphenol (MOP) v poloze 5 u 2'-deoxycytidin-5'-O-
trifosfatu a v poloze 7 u 7-deaza-2'-deoxyadenosin-5'-O-trifosfatu pomoci Suzukiho-
Miyaurovych cross-coupling reakci. Poté byly modifikované dNTP vyuZity jako substraty
pro DNA polymerasy pii enzymové syntéze modifikovanych DNA pomoci PCR nebo
prodluzovani primeru. Studovali jsme elektrochemické vlastnosti nukleosidi, ANTP a DNA
zna¢enych DHB nebo MOP skupinami s pouZitim metod square-wave voltametrie (SWV) na
pyrolytické grafitové elektrodé (PGE) a pozorovali signaly oxidace MOP pifi cca. 0.5 Va
oxidaci DHB pfi 0.85V. Vyuziti DHB skupiny v kombinaci s dal§imi redoxnimi znackami
bylo limitovano blizkosti pozice jejiho oxida¢niho piku k signaltim ptfirozenych nukleobdzi,
zatimco MOP skupina byla uspé$né€ pouzita k redoxnimu kodovani nukleobazi v kombinaci s
aminofenylovou nebo benzofurazanovou znackou, kdy kazdd znacka poskytla odlisny a
nezavisle detekovatelny redoxni signal.

V druhé¢ ¢asti disertace jsem studovala fenothiazin (PT) jako novou redoxni znacku. Syntéza
nukleosidii a ANTP modifikovanych PT byla provadéna pomoci Suzukiho-Miyaurovych nebo
Sonogashirovych cross-coupling reakci. Modifikované DNA nesouci PT znacky byly
syntetizovany pomoci enzymovych reakci: prodluzovani primeru, PCR nebo nicking enzyme
amplifikacni reakce. Modifikovand nukleosidy a dNTPs nesouci PT skupinu vazanou ptes
acetylenovy mustek vykazovaly fluorescencni vlastnosti. Elektrochemické vlastnosti
nukleosidi, dANTPs a DNA modifikovanych PT byly studovany cyklickou voltametrii (CV) a
SWYV na pyrolytické grafitové elektrodé a vykazovaly anodické signaly v oblasti 0.66 V a
0.86 V. PT skupina byla rovnéz studovana pro multipotencialové kodovani DNA bazi v
kombinaci s benzofuranovou nebo nitrofenylovou skupinou.

V posledni ¢asti byly studovany ferrocenové (Fc) derivaty s elektron-donornimi a elektron-
akceptornimi skupinami jako nové redoxni znacky s laditelnym redoxnim potencidlem.
Navrhla a syntetizovala jsem 1-(N,N-dimethylaminocarbonyl)-1'-ethynylferrocen a 1-fluoro-
1'-ethynylferrocen jako stavebni bloky pro syntézu modifikovanych nukleosidi a nukleotidd.
Tyto nové derivaty, a také znamé 1-ethynyl-1'2,2'3,3'4,4'5-octamethylferrocen a

propargylamidoferrocen, byly pouzity pro Sonogashirovy cross-coupling reakce s



halogenovanymi dNTPs. Ziskané znac¢ené nukleotidy nesouci modifikované Fc skupiny byly
pouZzity jako substraty pro enzymovou syntézu modifikované DNA. Dosud byly prostudovany
elektrochemickeé vlastnosti modifikovanych nukleosidd pomoci SWYV, =zatimco dalsi
elektrochemické studie a aplikace ANTP a DNA znacenych modifikovanymi Fc skupinami

bude studovana v blizke budoucnosti ve spolupraci s tymem Doc. Fojty.



