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Dizertac¢na praca: Vyzkum latek ovliviiujicich teplotu tani oligonukleotidovych sond

Real-time PCR je Siroko vyuZivanou metddou v roznych oblastiach vyskumu ako su napr.
biomedicina, mikrobioldgia, veterindrna medicina, atd. Kvantifikdcia génovej expresie, alelicka
diskriminacia ¢i detekcia sekvenénych variantov si novymi a zaujimavymi moznostami pre PCR.
Diskriminacia bodovych zmien pri pouziti dlhsich sond nie je optimalna. Rozdiel teploty topenia
medzi plne komplementarnym duplexom a duplexom obsahujucim bodovid zmenu je v pripade
pouzitia dlhsich sond zanedbatelny.

Na druhej strane, kratke oligonukleotidové (ON) sondy su vhodné na dobru diskriminaciu
bodovych zmien. Kratke ON sondy maju nizke teploty topenia. Tento problém je mozné vyriesit
pripojenim latok viaZucich sa do malého Zliabku DNA (minor groove binder, MGB), ¢i inych latok,
ktoré maju silnu interakciu s DNA ako napriklad interkalacné farbiva ¢i polyaminy. Tato konjugacia
moze zvysit teplotu topenia duplexov kratkych ON sond.

Tato praca bola venovana syntéze akridin-4-karboxamidovych interkalatorov, ktoré boli
pripravené v niekolkych séridch. Na ucely porovnania ucinnosti boli modifikované latky Hoechst
33258 a spermin. Bola skimand stabilizacia akridinovymi stabilizdtormi aich Struktidra bola
optimalizovana, za Ucelom zlep$enia schopnosti termalnej stabilizacie DNA duplexov. Studium
niekolkych sérii akridinov odhalilo, Ze optimalna stabilizacia akridinmi bola dosiahnuta pri pouZziti
sekundarnej karboxamidovej skupiny nestcej mensiu bazickd skupinu viazanu prostrednictvom
dvojuhlikatého retazca. Niekolko vysoko-aktivnych akridinov bolo nasledne konjugovanych
s kratkymi sondami (13 alebo 18 baz; navrhnutymi ako ¢ast HFE génu) pomocou copper-free click
chémie v pozicidch 7 a/alebo 13. Bolo preukézané, Ze teplota topenia (Tw) ich duplexov bola
v pripade najlepsej kombinacie zvy$end a? otakmer 9 °C. Studium interakcie akridinov
s jednovlaknovou a dvojvlaknovou DNA poukazali na schopnost interagovat s oboma typmi DNA
a sucasne bola potvrdend vysSia afinita akridinov k GC- bohatej sekvencii v porovnani s AT-
bohatou sekvenciou. Bola skiimana schopnost sond konjugovanych s akridinmi diskriminovat
sekvencéné varianty HFE génu na realnom modeli s nezmenenou formou, tzv. wild type, H63D C>G
a S65C A>T sekvenénymi variantmi. Bolo potvrdené, Ze akridin samotny modzZe sluzit ako
fluorescenény reportér asucasne stabilizator DNA duplexu umoziujuci diskriminaciu plne
komplementarnych duplexov od duplexov obsahujtcich bodové zmeny.



