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Nazev diplomové prace: Piiprava konjugatii oligonukleotidovych sond s funkénimi

molekulami

Cilem této diplomové prace bylo najit optimalni podminky konjugace oligonukleotidu
s fluorescencnim barvivem pomoci click chemie na pevné fazi. Za znacici molekulu
bylo vybrano tradi¢ni fluorescencni barvivo Cyanine5. Byl sledovan vliv pouzité
koncentrace fluorescen¢niho barviva, pozice znaceni, pevné faze a doby reakce. Byly

optimalizovany podminky deprotekce.

Byly provedeny 2 série reakci s naslednou deprotekci a ¢isténim. Efektivita reakce
byla vyhodnocovana porovndnim ploch pod kiivkou pikdi konjugovanych a
nekonjugovanych molekul v chromatogramech vzorki po analyze metodou HPLC s

UV detekci. Integrace pikti byla provedena v programu LabSolutions.

Nejvyssi vytéznost poskytovaly reakce probihajici na polystyrenové pevné fazi, a to
pfi znaceni na vSech pozicich fetézce. Pro znaceni na 5'-konci fetézce bylo dosazeno
vice nez 90% vytéZnosti pi1 pouZiti vSech nami testovanych pevnych fazi. Dale bylo
zjisténo, ze pro click reakci postacuje koncentrace fluorescencniho barviva 100x nizsi,
neZ je béZné pouzivana. Doba reakce mulZe byt vyrazné kratSi, nez standardnich
24 hodin. Reakce dosahovala jiz po 10 minutach 94% vytéznosti (5"-CPG500A, 1mM
CyS5), nicméné maximalni vytéznosti je dosazeno mezi 1-12 hodinami. Pro

konkrétnéjsi urceni je tteba proveést diikladné;si kinetickou studii.
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