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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Mgr. Toma§ Semlej
Vedouci rigorozni prace: doc. PharmDr. Radim Kucera, Ph.D.
Nazev rigoroézni prace: Vyvoj HPLC metody pro monitorovani ptipravy

oligodeoxynukleotidovych sond

Uméle pfipravend oligodeoxynukleotidova sekvence s navazanou znackou je
oznacovana jako molekularni sonda. Molekuldrni sondy se uplatiuji predevsim
ke kvantifikaci multiplikace pii RT-PCR a identifikaci mutaci pii PCR analyzach.
Typicky existuji dva druhy molekuldrnich sond — jednoduse znacené molekularni sondy
a dvojité¢ znacené molekularni sondy. Jednoduse znacené molekularni sondy obsahuji
oligodeoxynukleotidovou sekvenci s navdzanym fluoroforem nebo zhdSecem. Zatimco
dvojit¢ znaCené molekularni sondy se skladaji z oligodeoxynukleotidové sekvence
s navazanym fluoroforem na jednom konci a se zhaSe€em navazanym na druhém konci
fetézce. V této praci jsme nejprve ve€novali pozornost separaci dvojité znacenych
oligodeoxynukleotidii od jednoduse znacenych oligodeoxynukleotidi. Byly testovany
rizné typy stacionarnich fazi a pro separaci smeési znacenych oligodeoxynukleotidii byla
vybrana kolona Clarity® Oligo-RP™, ktera byla selektivni ke viem testovanym
standardiim. V dal$i ¢asti jsme se zaméfili na monitorovani ptipravy jednotetézcovych
oligodeoxynukleotidi znaCenych zhaSeCem Q40 =ze skupiny azaftalocyanint,
interkalacnim ¢inidlem FK8 a fluoroforem BDP16. Molekula navdzané znacky hrala
zasadni roli pfi analyze. Podatilo se ndm vyvinout tii specifické HPLC metody, pomoci
kterych jsme dokdzali vyhodnotit post-syntetické modifikace oligodeoxnukleotidovych

sond pfipravené click reakci a rozlisit piipadné necistoty ve vzorku.

Klicova slova: HPLC, azaftalocyaniny, akridiny, bodipy, oligodeoxynukleotidy,

molekularni sondy.



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Title of rigorosum thesis: The development of an HPLC method for monitoring the

preparation of oligodeoxynucleotide probes

An artificially prepared oligodeoxynucleotide sequence with the attached label is
referred to as a molecular probe. Molecular probes are mainly used to quantify
multiplication in RT-PCR and identify mutations in PCR analyses. There are typically
two different types of probes — mono-labeled molecular probes and double-labeled
molecular probes. The mono-labeled molecular probes are constructed from fluorophore-
labeled oligodeoxynucleotide sequence or quencher-labeled oligodeoxynucleotide
sequence. Whereas double-labeled molecular probes consist of an oligodeoxynucleotide
sequence with a fluorophore attached at one end together with a quencher attached at the
other end of the chain. In this work, we first paid attention to the separation of double-
labeled oligodeoxynucleotides from mono-labeled oligodeoxynucleotides. Several types
of stationary phases were tested and based on that the column Clarity® Oligo-RP™ was
chosen to separate a mixture of labeled oligodeoxynucleotides. This column was selective
for all tested standards. In the next part, we focused on monitoring the preparation of
single-stranded oligodeoxynucleotides labeled with the quencher Q40 from the group of
azaphtalocyanines, intercalating agent FK8 and fluorophore BDP16. Labeled molecule
played a crucial role during the analysis. We managed to develop three specific HPLC
methods. Due to these methods, we were able to evaluate the post-synthetic modification
of oligodeoxynucleotide probes prepared by the click reaction and distinguish possible

impurities in the sample.

Keywords: HPLC, azaphtalocyanines, acridines, bodipy, oligodeoxynucleotides,

molecular probes.
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1 Uvod

Molekularni sonda je uméle piipravend oligodeoxynukleotidovad sekvence
modifikovana organickou molekulou. Oligodeoxynukleotid je modifikovany nejcastéji
navazanim fluoroforu, zhaSeCe nebo obéma znackami zaroven. Na zakladé navazané
znacky rozliSujeme dva typy molekularnich sond. Prvnim typem je jednoduse znacena
molekularni sonda (MLP) a druhym typem je dvojité¢ znacena molekularni sonda (DLP).
Molekuldrni sondy se uplatiiuji predev§im ke kvantifikaci pfi polymerazové fetézcové
reakci v realném case (RT-PCR) nebo k identifikaci mutaci pti polymerazové fetézcové
reakci (PCR). K monitorovani pribéhu a vysledku PCR se vyuziva fluorescencnich
vlastnosti navazaného fluoroforu. Ve vétsing piipadu je soucasti oligodeoxynukleotidové
sondy zhasec, ktery dokaze pohlcovat fluorescenci vyzaienou fluorescenénim barvivem.
Po navéazéani oligodeoxynukleotidu na komplementarni sekvenci dojde na zakladé
specifického mechanismu ke zvySeni nebo naopak ke snizeni pozorovatelné fluorescence.

Tato rigor6zni prace navazuje na experimenty Mgr. A. S¢ensné [1]. Dvojité
znacené oligodeoxynukleotidy miizou obsahovat necistoty ze syntézy. V piipade dvojité
znacenych oligodeoxynukleotidli je obtizné separovat strukturné podobnou molekulu
oligodeoxynukleotidu s navdzanym zhaSeCem. Z toho divodu jsme se zaméfili
na separaci téchto latek. Hledali jsme selektivni stacionarni fazi a vhodné sloZzeni mobilni
faze. DalSim ukolem bylo nalezeni optimalnich chromatografickych podminek
pro analyzu modifikovanych oligodeoxynukleotidii riiznymi znakami. Pfiprava
molekularnich sond probiha na pevné fazi za pomoci click chemie. V ptipad¢ jednoduse
znaceného oligodeoxynukleotidu muze byt ve vzorku pfitomny nemodifikovany
oligodeoxynukleotid  nebo oligodeoxynukleotid s  modifikovanou  bazi
s dibenzoazacyklooktynem (DBCO). Pfipadné necistoty mohou negativné ovliviiovat
vysledek PCR. Pozornost byla zamétena na vyvoj chromatografickych metod, které by
umoznily identifikovat jednoduse znacené oligodeoxynukleotidy a modifikované
oligodeoxynukleotidy bez znacky ve vzorku. Diky t€émto metodam jsme mohli vyhodnotit
post-syntetické modifikace oligodeoxynukleotidd, kterd probihaly na odlisnych pevnych

fazich.
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2 Teoreticka cast

2.1 Oligodeoxynukleotidy

bunice. DNA je tvofena tfemi zdkladnimi slozkami, jimiz jsou 5-uhlikaty cukr, dusikata
baze a zbytek kyseliny fosfore¢né. Ty jsou spole¢né¢ oznacovany jako nukleotid.
RozliSujeme Ctyii elementarni nukleové baze, tj. purinové baze adenin (A), guanin (G)
a dvé pyrimidinové baze cytosin (C), thymin (T). Dusikaté baze jsou v ramci nukleotidu
propojeny 3',5'-fosfodiesterovou vazbou. V piipad¢ ribonukleové kyseliny (RNA) ma
kazdy furan6zovy kruh navic hydroxylovou skupinu v poloze 2" a thymin je nahrazen
uracilem (U). Jednotlivé nukleové baze jsou navzajem komplementarni a jsou k sobé
vazéany vodikovymi mustky podle pravidel Watson-Crickova parovani. Bylo prokéazano,
ze adenin se vaze s thyminem a cytosin tvoii par vzdy s guaninem. Kazdy fetézec DNA
ma jasn¢ definovanou strukturu, kdy na jednom konci je 5'-fosfatova skupina a druhy
konec fetézce uzavira 3'-hydroxylova skupina. Dv¢ antiparalelné jdouci vlakna vytvaii
dvouSroubovici DNA [2]. Na zakladé rentgenovych dat poskytnuté Franklinem
predstavili védci Watson a Crick jiZz v roce 1953 trojrozmérny model DNA, za coz
nasledné¢ dostali Nobelovu cenu [3]. Od té doby se védci po celém svété snazili zkoumat
vlastnosti oligodeoxynukleotidd, aby mohli manipulovat biologickymi procesy
na molekularni rovni. Oligodeoxynukleotidy jsou stejné jako polynukleotidy nositeli
genetické informace vSech Zivych organismii, hraji klicovou roli pifi duplikaci
a formovani proteinti. Geneticky kod ulozeny v DNA predstavuje materidl, ktery je
zivymi bunikami ptelozen do proteint a je dulezity pro spravnou funkci vSech bunéénych
procesti. Pochopeni funkce DNA a prolomeni genetického koédu otevielo brany
k hlubsimu zkoumani. Oligodeoxynukleotidy jsou neuvéfitelné vSestranné biopolymery,
které¢ se ukazaly jako potencionalni zdroj pro dalsi vyzkum, aplikaci cilené 1écby
ve farmakoterapii nebo jako predloha pro specifické analytické metody.
Oligodeoxynukleotidy lze snadno naprogramovat k interakci s endogennimi nukleovymi
kyselinami prostfednictvim jednoduchého Watson-Crickova parovani bazi, které slouzi
jako zéklad pro fadu zajimavych biotechnologii vcetné molekularnich sond [4],
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) [5] a antisense terapeutik [6].
Oligodeoxynukleotidy existuji ptfirozen¢ hlavné jako malé nekddujici RNA

(microRNA), které maji vliv na regulaci genové exprese. Ve vétSing piipadi se mame
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moznost setkat pouze s uméle vytvorenymi analogy oligodeoxynukleotidi. Syntetické
oligodeoxynukleotidy byvaji navrhovany podle sekvence cilové molekuly, aby bylo
dosazeno idealniho parovani dle pravidel Watson-Cricka na zékladé¢ vzdjemné
komplementarity. Strukturni chemie nukleovych kyselin usla od prvnich pokusii znacny
kus cesty a postupné krok za krokem se védcim z riznych Casti svéta podatilo
syntetizovat zaklady nukleovych kyselin od purind, pyrimidind a cukernych skupin az

po celé nukleotidy [7,8].
2.1.1 Syntéza na pevné fazi

Prvni uspésny pokus o vytvoreni syntetického nukleotidu ucinili Todd a kol., kdy
se jim podaftilo syntetizovat dinukleotid v roztoku [9]. Urcitou alternativu pro syntézu
oligodeoxynukleotidli predstavuje enzymatickd syntéza, kde se vyuziva fosforyldza
izolovana z bakterie Escherichia Coli jako katalyzator reakce [10]. V soucasné dobé byva
témer veskera syntéza oligodeoxynukleotidli provadéna na pevné fazi. Je to jednoznaéné
nejrychlejsi a nejucinngjsi zplisob syntézy nukleotid. Syntéza na pevné fazi se stala
metodou volby pro pfipravu oligodeoxynukleotidll. Jak jiz samotny ndzev napovida,
syntéza se odehrava na pevné fazi. Nejcastéji je pevna faze tvorend polymerni strukturou
oxidu kfemicit¢tho s kontrolovanou velikosti pori nebo vysoce zasitovanym
polystyrenem. Oba materidly jsou dostate¢n¢ inertni viici rozpoustédliim, mechanicky
stabilni a poskytuji spolehlivé vytézky. Sklenény pevny nosi¢ s kontrolovanou velikosti
pord (CPG) je obvykle derivatizovan dlouhym fetézcem alkylaminu. Molekuly
polystyrenu byvaji spojeny s aminomethylovou skupinou. 3’-konec nukleosidu je k t€émto
pevnym nosi¢iim bézné ptipojen pres sukcinylovou skupinu [11,12].

Syntéza fosfotriesterli na pevné fazi byla z velké ¢asti nahrazena fosforamiditovou
metodou, kterd byla poprvé popsan Beaucagem a Caruthersem v roce 1981.
S fosforamiditovymi stavebnimi bloky a s 1H-tetrazolem jako aktiva¢nim ¢inidlem, je
mozné dosdahnout primeérnych vytézka pres 98 %. Kromé toho je vazebna reakce
skutecné¢ velmi rychld (cca 1 minuta). Zaisadnim pifelomem v syntéze
oligodeoxynukleotidii na pevné fazi byla komeréni dostupnost snadno ovladatelnych
automatickych syntezatort na bazi fosforamiditové metody [13].

Hlavnim pilitem fosforamiditové metody je preména relativné stabilnich
fosforamiditovych derivatl na reaktivni meziprodukty vhodné pro reakci s 5'-koncem

nukleotidu na pevné fazi [14]. Klicové kroky fosforamiditové metody jsou detritylace,
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kondenzace, sulfurazice/oxidace a ochranéni nezreagované hydroxylové skupiny, jak je
schematicky zobrazeno nize (Obrazek 1). Nukleotidovy fetézec se postupné prodluzuje
navazanim fosforamiditovych bazi a pozadovand sekvence ptibyva smérem od 3'-konce

oligodeoxynukleotidu k jeho 5'-konci [15].

Tritylova skupina

AN
e

/7 o

1. Krok Detritylace

Cyklus
4, Krok Zakryti fosforamiditové
-OH skupiny syntézy 3. Krok Oxidace

(Sulfurizace)

Pevndfaze

kCPG - Sklen&ny pevny nosit s kontrolovanou velikosti pérd

Obrazek 1 Schematické znazornéni syntézy oligodeoxynukleotidu fosforamiditovou metodou.
Ptevzato a upraveno z [15].

Prvnim krokem syntézy oligodeoxynukleotidu fosforamiditovou metodou je
odblokovani chranicich skupin z nukleosidu, ktery je navazany na pevné fazi. Odebrani
tritylové skupiny (4,4’-methoxytrifenylmethyl) probihd v kyselém prostiedi 3—10%
dichloroctové kyseliny v toluenu. Dulezitym krokem pro stanoveni konecné cistoty
oligodeoxynukleotidu a jeho vytézku je spravné nacasovani detritylace. Pokud je reakce
v kyselém prostiedi pfili§ dlouhd, muze dochazet hlavné u adenosinu k depurinaci.
Naopak pfilis kratkd doba vede k nekompletnimu odstranéni vSech chranicich skupin. To
muze znamenat vyssi vyskyt nukleotidovych sekvenci, které postradaji néjaky nukleotid
a jsou oznacovany jako jednonukleotidové necistoty (n-1) [16,17].

Druhy krok se nazyvd kondenzace a jednd se o pfipojeni aktivovaného
3'-fosforamiditu s volnou hydroxylovou skupinou nukleosidu v bezvodém prostiedi.
Norméln€ je pro vysokostupniovou syntézu vyzadovan az dvojndsobny piebytek

fosforamiditu, aby bylo dosazeno vytézku vyS$siho nez 99 %. Aktivace je typicky
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provadéna bud’ pomoci 1H-tetrazolu (obvykle 5-(benzylthio)-1H-tetrazol, 5-(ethylthio)-
1 H-tetrazol nebo 4,5-dikyanimidazol). Vysledkem reakce je fosfit triester [18].
Nasledujicim krokem je sulfurizace nebo oxidace. V tomto kroku je fosfit triester
pireveden roztokem jodu v lutidinu na vice stabilni formy triesteru. Ester kyseliny
fosforité je pfeveden na ester kyseliny fosforecné. V piipad¢ sulfurizace je pouziti Cerstve
ptipraveného fenylacetyldisulfidu rychly a u¢inny proces s vytézky nad 99,9 % [19].
Poslednim krokem syntézy je op€tovna ochrana fetézce, tzv. capping. Cilem je
ochranéni nezreagované hydroxylové skupiny na 5'-konci prodluZzovaného ftetézce
acetylaci a zabranéni vzniku vedlejSich produkti. V ptipad€ netplného ochranéni dochazi
k dalsimu prodluzovani fetézce béhem nasledujicich cykli. Tim vznikaji nezédouci
fetézce o rizné délce a sekvenci, které se obtizn¢ odstraiuji. Kdyz je syntéza
oligodeoxynukleotidu kompletni, provadi se jest¢ zavérecné cCisténi a izolace pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), iontové vyménné chromatografie

(IEC) nebo gelové chromatografie [20,21].

2.2 Molekularni sondy

Molekularni sonda je synteticky pfipravend oligodeoxynukleotidova sekvence,
ktera je modifikovand specifickou organickou molekulou. Oligodeoxynukleotidova
sekvence (DNA nebo RNA) je typicky komplementdrni ke zkoumané sekvenci.
Oligodeoxynukleotidovy fetézec je nejcastéji modifikovan navazadnim fluoroforu,
zhaSece nebo obéma znackami zaroven. Fluorofor se uplatituje jako donor fluorescence.
Naopak zhéase¢ plni roli akceptoru fluorescence (né€kdy oznacovany jako sekundarni
fluorofor). Z praktického hlediska je k dispozici nékolik druht molekularnich sond, které
jsou od sebe konstrukéné odlisné (viz kapitola 2.2.2) [22,23].

Molekularni sondy nachazeji uplatnéni v mnoha oblastech vyzkumu, ale
pfedevsim slouZi k monitorovani pfenosu genetické informace pii DNA a RNA reakcich.
Nezastupitelnou roli zastavaji hlavné v analyze pro kvantifikaci a detekci DNA pomoci
RT-PCR [24]. Molekularni sondy jsou vyuzivany také k syntéze RNA [25], St€peni [26]
nebo hybridizaci [27]. Vzhledem k jejich vysoké senzitivité¢ a selektivité, minimalni
interferenci s zivymi biologickymi systémy, jednoduchému designu a syntéze, pomahaji
efektivné zvyraznit struktury in vitro 1 in vivo [28]. Vyuzivaji se také v podob¢ biosenzorti
pti stanoveni koncentrace tézkych kovi [29], nddorovych markerii [30], patogennich

bakterii [31] a virQ, v€etn¢ mechanismu pro detekci SARS-CoV-2 [32].
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2.2.1 Princip fluorescence a zhaSeni

Fluorescence je zalozena na schopnosti latky akceptovat urcité mnozstvi energie

a tuto energii nasledn¢ vydat zpét do okoli ve form¢ fotonu. Pro snadnéjsi ilustraci

probihajicich dé&ji je pouzit Jablonského diagram (Obrazek 2) [33].
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Obrazek 2 Jablonského diagram. Pievzato a upraveno z [34].

Molekula latky se nachazi v zakladnim energetickém stavu So. Po absorpci
svételného zareni se mize dostat ze zakladniho stavu So do excitovaného energetického
stavu S1 nebo S,. Kazd4 energeticka hladina se d€li na dalsi energetické urovné. Vlivem
vnitini konverze molekula ptichazi o energii a vraci se zpét z vyssiho energetického stavu
S> na niZsi energeticky stav Si, protoZe je termodynamicky stabilnéj$i. Pii navratu
z energetické tirovné S zpét do zakladniho energetického stavu So dochézi k fluorescenci
diky emisi fotonu do okoli [33].

Emise fotonu neni jediny zplsob, jak mize molekula v excitovaném stavu ztratit
energii. Pokud se nachazi jiny akceptor fluorescence v pfijatelné vzdalenosti
od excitované latky, dochazi k vytvoteni nefluorescencniho komplexu bez emise fotonu.
Jelikoz témto latkdm chybi schopnost fluorescence, dochazi k vyzareni energie jinym
zpusobem, typicky ve formé tepla. Celkova teplota reakéni soustavy molekularni sondy
se ale prakticky neméni, protoze zhaSeC¢ je navazan na oligodeoxynukleotid

v zanedbatelném mnozstvi [33].
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V ptipad¢, ze se energeticky stav S| zméni mezisystémovou konverzi na tripletovy
stav >T), miZe vznikat bud’ fosforescence, nebo nastdva pfeména excitatni energie
ze zékladniho tripletového stavu kysliku *O,, ktery se pfeméni na reaktivni kyslik 'Ox*.
Fotodestruktivni singletovy kyslik 'O.* zptisobuje velmi &asto nevratné snizeni
fluorescence, popisované jako fotovybélovani (photobleaching). Fotochemicka stabilita
Odolny fluorofor disponuje schopnosti odoldvat mnoha opakujicim se cyklim b&hem
excitace a zaroven zvladat navrat zpét do zakladniho stavu bez nevratného poskozeni
[34].

Energie mezi dvéma znackami, konkrétné mezi donorem a akceptorem, muize byt
pfenesena bez vyzatreni do okoli dvéma zpiisoby. Prvni zplisob je oznacovan jako statické
zhaSeni. Druhy zpusob je znadmy jako dynamické zhaSeni. V praxi se vyuZzivaji oba
zpisoby a je mozné i jejich vyuziti souCasné v zavislosti na vzdalenosti pouZzitého

fluoroforu od zhasece.

Staticke zhaseni

Statické zhaSeni je zaloZené na tvorbé nefluorescencniho komplexu v zédkladnim
energetickém stavu mezi fluoroforem a zhaSecem, kdy se vytvoii tzv. intermolekularni
dimer. Po absorpci svételné energie se komplex dostdva do excitovaného stavu a ihned
se vraci do zékladniho stavu bez emise fotonu. Elektrostatické sily a sterické vlastnosti
pouzitého fluoroforu ptispivaji ke stabilité celého komplexu a tedy k efektivité zhdseni.
Fotofyzikalni vlastnosti dimeru se 1i8i od souctu vlastnosti donoru a akceptoru. Orientace
dipolovych momentt hraje dileZitou roli pro celkové elektronové vlastnosti a v zavislosti

na geometrii agregatl vznikaji dva odlisné typy (Obrazek 3) [35].
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Obrazek 3 Energeticky diagram excitovanych pasem J-typu a H-typu agregatt. Zakladni
singletovy stav (So) a excitovany singletovy stav (Si), absorbance (Abs.), fluorescence (Fl.),
vnitini konverze (VK), irovné excitované energie (E+ a E-), tithel skluzu (6). Pfevzato a upraveno
z [35].

Dimery jsou nejcastéji charakterizovany pii pozorovani zmény absorp&niho
maxima vzhledem k absorpénimu maximu monomeru. Pfi zvyseni kvantového vytézku
fluorescence a posunu absorpce do ¢ervené oblasti (bathochromni posun), mluvime o tzv.
J-dimerech (head-to-tail). J-dimer vykazuje vzhledem k monomeru niZsi energii a vytvari
se lomena struktura, jelikoz ihel svirany mezi molekulami fluoroforu je nizsi nez 54,7°.
Naopak v ptipadé¢ H-dimeru (sendvicovy typ) je energie absorpniho pasu vySsi nez
u monomeru a nastava snizeni emise fluorescence pii posunu absorpce k modré Casti
spektra (hypsochromni posun). Homodimer H-typu je sloZzeny ze dvou identickych
molekul a miZe u n& dojit k totdlnimu potlaceni fluorescence, jelikoZz stejné velké
dipolové momenty pusobi proti sobé a zplsobuji vzajemnou eliminaci. Pfi vzniku
heterodimeru H-typu pomoci dvou odlisnych fluorescen¢nich barviv dochazi ke zmirnéni
fluorescence nasledkem rizné intenzity dipolovych momentd. Statické zhaSeni nema
striktni pozadavek pro piekryv absorpéniho a emisniho spektra, nezavisi na teploté, ale

efektivni zhaSeni probihd pouze v té€sné vzdalenosti obou molekul [28,35-38].

Dynamické zhaseni

Dynamické zhaSeni byva v dostupné literatuie velmi ¢asto oznacované také jako
Forsteriv rezonancni ptrenos energie (FRET). Na zakladé mechanismu je dynamické

zhaSeni rozd€lovano na dva zékladni typy [39].
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Prvni pfenos energie je oznacovany jako ForsterGv mechanismus, nékdy také
znamy jako Coulombiv mechanismus. Vyuziva dipo6l-dipdl interakce mezi tranzitornimi
dipdly donoru a akceptoru. To mimo jiné znamena, Ze prenos energie funguje jen
na ur¢itou vzdalenost. Vzdalenost je vzdy specifickd pro konkrétni dvojici a zavisi
na spektralnim ptekryvu donoru a akceptoru. Zvoleny fluorofor a zhaSe¢ musi spliiovat
podminku, aby se emisni spektrum fluoroforu ptekryvalo s absorpénim spektrem zhasece.
Minimalni vzdalenost fluoroforu a zhaSece byla naméiena od 1 mm do 10 mm [40].

Druhy typ je zndmy jako Dexteriv mechanismus zhaseni a nékdy je oznacovéan
jako vymeénny nebo srazeci prenos energie. Tento pienos energie nastava v piipadé velmi
blizké vzdalenosti fluoroforu se zhaSeCem a zavisi na spravném piekryvu jejich
molekulovych orbitald. Jednim ze zplsobd, jak rozlisit Dextertv zpiisob pfenosu energie
od Forsterového pienosu energie, je jejich odliSna zdvislost na separaci paru donor-
akceptor. Popisovany jev je vyjadien pomoci vztahu e™®, pficemZ R piedstavuje
vzdalenost donoru a akceptoru. Uginnost pfenosu energie je exponencialné snizena
s rostouci vzdalenosti donoru od akceptoru. Ve vétSiné piipadd je vSak uplatiiovan

pfedevs§im Forsteriv mechanismus a je proto povazovan za dominantni [41,42].
2.2.2 Typy molekularnich sond

Molekularni sondy s fluorescencnim barvivem vyuzivajici zhaseni fluorescence
je mozné piipravit nc¢kolika postupy. Prvni mozZnosti je aplikace dvou sekvenci
oligodeoxynukleotidi, kdy je na jednu sekvenci navazano fluorescencni barvivo
a na druhou sekvenci je navazan pouze zhaSe€. Takové sondy jsou znamée jako jednoduse
znacené (z angl. mono-labeled probes). Druhy typ molekularni sondy je zaloZen
na navazani fluorescencniho barviva spolecné se zhaSeCem na jednu sekvenci a sondy se
oznacuji jako dvojité¢ znacené (z angl. double-labeled probes). Nejrozsitenéjsi
molekularni sondy se déli na zdklad¢é jejich mechanismu detekce do nasledujicich
kategorii.

1. Adjacent probes

2. Yin-Yang probes
3. Tag-Man probes
4. Molecular beacons
5. Scorpion primers

6. Light-up probes

18



1. Adjacent probes

Vibec prvni snaha o konstrukci molekuldrni sondy dala vzniknout tzv. adjacent
probes. Sondy jsou zalozené¢ na dvou jednofetézcovych sekvencich, které jsou
komplementarni k cilové sekvenci. Oba znacené fetézce se vazou na komplementarnim
fetézci blizko sebe. Prvni sekvence obsahuje na jednom konci fluorofor a druha sekvence
obsahuje na opacném konci zhaSe¢ (Obrazek 4). Zpravidla se vyuziva navazani
fluorescen¢niho barviva na 5’-konec a zhaSece na 3’-konec nukleotidového fetézce, ale
navazani znacek v opacném potadi bylo také testovano. S ohledem na sekvenci cilové
molekuly jsou obé komplementarni vldkna navrzena tak, aby byla zachovana minimalni
vzdalenosti fluoroforu se zhaSecem pro co nejefektivnéjsi prenos energie. Optimalni
vzdalenost mezi fluoresceinem a rhodaminem byla experimentdlné stanovena na Ctyti az
pct bazi [27]. V roztoku by nemélo dochazet k Zadnému pienosu energie. Hybridizace
sond k cilové nukleové kyseliné se méefi snizenim fluorescen¢niho signalu fluoroforu
[43]. Adjacent probes jsou napiiklad vyuzivany k RT-PCR identifikaci a rozliSeni

termofilnich anaerobnich bakterii [44].

Obrazek 4 Schéma principu adjacent probes. V roztoku se nachazi dvé modifikované
nukleotidové sekvence a jedna nemodifikovana sekvence DNA (zeleng). Jedna
oligodeoxynukleotidova sekvence ma navazany fluorofor (F) na 5'-konci a druha
oligodeoxynukleotidova sekvence ma navazany zhasec (Z) na 3’-konci. Po hybridizaci dochazi
k efektivnimu pfenosu energie z fluoroforu na zhasec a nastava zhaSeni fluorescence. Prevzato
a upraveno z [43].

2. Yin-Yang probes
Tento druh sondy vyuziva vzajemné komplementarni vlakna nukleotidd. Delsi
oligodeoxynukleotidové vldkno ma navédzany fluorofor a krat$i vldkno mé navazany
zhaSe¢ (Obrazek 5). Pred navazanim na cilovou strukturu je zhasSeni fluorescence

na maximalni trovni a pfenos energie dosahuje nevyssi efektivity. Jakmile je pfidana
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komplementarni sekvence k inaktivované sond¢ a nasledn¢ dojde k zahtati této smési,
nastdva dehybridizace sondy. Tim se prerusi vazby mezi komplementarnimi fetézci
znacenych oligodeoxynukleotidii a ob¢ vlakna se od sebe odd¢li. Po ochlazeni se vlakno
s navazanym fluoroforem samovoln¢ navdze na komplementarni cast templatového
fetézce a vytvori vice stabilni hybrid sonda-cilova sekvence. V roztoku zlistane druhé
vlakno samostatné nenavazané. Pfenos energie je zastaven a je mozné detekovat zvysené
fluorescencni zaieni fluoroforu [43]. Yin-Yang probes se vyuzivaji ke kvantitativnimu

méieni plasmy RT-PCR pro stanoveni viru HIV [45].

Obrazek 5 Schéma principu Yin-Yang probes. Princip spo€iva ve vytvoreni termodynamicky
stabiln¢jstho paru komplementarni sekvence s del§im vlaknem obsahujici fluorofor (F).
Po pridani templatové sekvence (zelené) a zahtati roztoku dojde k oddéleni jednotlivych vliaken
sondy. Po ochlazeni se komplementarni vlakno s navazanym fluoroforem vaze na templatovou
sekvenci. Oddaleni zhaSeCe (Z) od fluoroforu zptisobi zvySeni fluorescence, které je mozné
detekovat. Pfevzato a upraveno z [45].

3. Tag-Man probes

Nazev Taq-Man probes je odvozen od enzymu Taqg DNA polymerazy, ktera byla
objevena u termostabilni bakterie Thermus aquaticus. Polymeraza je pouzivana pii PCR.
Molekuldrni sonda Tag-Man patii ke dvojit¢ znaCenym sondam. To znamend, Ze
fluorescencni barvivo i zhdse€ jsou navazany na jeden oligodeoxynukleotidovy fetézec.
Fluorescen¢ni barvivo je navazané na 5'-konec a zhasec na 3'-konec [46]. Volna sonda
nema vzajemné komplementarni sekvenci a v roztoku je sbalend v ndhodném klubku
(Obrazek 6). Pfed hybridizaci na templatovou sekvenci se uplatiiuje statické zhaSeni,
protoze vzdalenost fluoroforu a zhaSeCe je minimalni. Po navazdni sondy
na komplementarni fetézec je mozny maly narust fluorescence, ale zhaSenti je stale aktivni
diky FRET. Pomoci exonukledzové aktivity Tag DNA polymerazy je odstépen terminalni

nukleotid z 5'-konce. Zarovenn s tim dochédzi k odstépeni fluorescenéniho barviva
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navazaného na 5'-konci a oddaleni barviva od zhdSece zplsobi nartist méfitelné
fluorescence [47]. Jedna se o progresivni metodu, ktera neddvno nasla vyuziti napiiklad

pro diagnostiku viru SARS-CoV-2 pomoci RT-PCR [48].
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Obrazek 6 Schéma principu Tag-Man probes. Sonda je v roztoku ve formé nadhodného klubka,
kdy se uplatiiuje predevs§im statické zhaSeni. K rozvolnéni klubka dochazi pti hybridizaci
na komplementarni fet¢zec DNA (zelené). Fluorofor (F) je stale relativné blizko zhasece (Z)
a narust fluorescence je minimalni. Po navazani primeru (oranzové vlakno) dojde k aktivaci Taq
DNA polymerazy (oranzova vysec) a zaroven s tim dochazi k postupnému odstépeni nukleotida
z 5'-konce. Tim se fluorescenéni barvivo vzdali od zhaSeCe a je mozné pozorovat nardst
fluorescence. Prevzato a upraveno z [43].

4. Molecular beacons

Molecular beacons patii také k dvojit€¢ znaCenym molekuldrnim sondam.
Modernégjsi typ molekularni sondy ma v tomto ptipadé fluorescencni barvivo navdzano
spolecné se zhaSeCem na jednom oligodeoxynukleotidovém fetézci. Tyto sondy se
vyznacuji specifickou strukturou, ktera ma podobu vlasenky. Na kazdém konci
oligodeoxynukleotidové sekvence je navazan fluorofor nebo zhase¢. Nasleduje sekvence
peti az Sesti komplementarnich part guaninu a cytosinu, které vytvareji kratkou stopku.
Na stopku nasedd sekvence nukleotidli, kterad vytvaii charakteristickou smycku
(Obrazek 7). Sonda ma v neaktivnim stavu zajiSténou potiebnou vzdalenost mezi
zhéaSecem a fluoroforem pro efektivni zhaSeni. V pfitomnosti komplementarni sekvence
templatové matrice dochazi k navazani sondy pfes smycku, ¢imzZ se vytvoii stabilné;si
formace. Timto zpisobem dojde k dostatecnému oddaleni zhaSeCe od fluoroforu

a naslednému narastu fluorescence [49]. Vyhodou molecular beacons je detekce cile
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bez nutnosti odstrafiovat nezreagovanou sondu, protoze nehybridizovand sonda
nevykazuje fluorescenci. Jsou to uzite¢né sondy pro monitorovani cilové molekuly
v zivych bunikkdch v redlném case. Typicky se jedna o aplikaci v zivém organismu
pro detekci mutaci viru zplsobujici Hepatitidu B [50], pro PCR detekci viru HIV [51]
nebo bakterie zpisobujici tuberkulézu [52]. V poslednich dvou letech nasli molecular

beacons vyuziti taktéz pro detekci viru SARS-CoV-2 [53].

3! 5

Obrazek 7 Schéma principu molecular beacons. Sonda se sklada ze smycky (fialove) a stopky,
kterd ma na jednom konci navdzany fluorofor (F) a na druhém konci navazany zhase¢ (Z).
Inaktivovana sonda tvofi vlasenku a v roztoku je fluorofor se zhaseCem v tésné blizkosti, kdy
dochazi k efektivnimu zhaSeni fluorescence. Po hybridizaci s komplementarni fetézcem (zelen¢)
dojde k vyraznému oddaleni obou konct molekularni sondy a nastdva zvyseni fluorescencniho
zateni. Pfevzato a upraveno z [53].

5. Scorpion primers

Sondy scorpion primers jsou podobné¢ sondam molecular beacons, protoze
obsahuji na jednom konci fetézce fluorofor a na druhém konci zhéasec. Patii tedy také
mezi jednotetézcové dvojité znaené sondy. Na rozdil od predchozi sondy maji ve své
struktufe navic primer, ktery je typicky navdzany na zhase¢ neStépitelnou vazbou
(Obrazek 8). U jinych sond je béhem PCR nutné piidat primer do reakéni smési
samostatné. Sonda v intaktnim stavu ma taktéz tvar vlasenky a na zacatku PCR dochézi
k prodluZzovani fetézce sondy. Po syntéze komplementarniho fetézce dochazi béhem
dalsiho kroku k roz$tépeni vazeb vlasenky, jejiz nukleotidy intramolekularné hybridizu;ji
s nov¢ pripravenou sekvenci. Druhy konec sondy se navaze na tuto sekvenci a vznikne
struktura podobnd ocasu Skorpiona. Timto zpisobem dojde k oddaleni fluoroforu

od zhéSece a dochazi k emisi fluorescence. Vyhodou sond scorpion primers je rychlejsi
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proces hybridizace v porovnani s ostatnimi sondami [54]. Molekuldrni sondy scorpion

primers jsou pouzivany pro detekci mutaci cystické fibrozy [55].
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Obrazek 8 Schéma principu scorpion primers. Sonda ma v intaktnim stavu tvar vlasenky
a na zhasec (Z) je nestépitelnou vazbou (Cerven¢) navazan primer (oranzove). Na zacatku PCR se
navaze primer na templatovou sekvenci DNA (zelen¢). Po hybridizaci a ochlazeni reakce nastava
prodlouzeni fetézce (naznaceno modie). Béhem nasledné denaturace dochazi k rozstépeni, jak
vazeb mezi templatovou sekvenci a nove nasyntetizovanym fetézcem, tak mezi fetézci vlasenky.
Sekvence nukleotidi vlasenky se komplementarné vaze na novou sekvenci a dochazi k ohnuti
sondu do charakteristického tvaru. Tim pfestane zhaseni fluorescence, protoze fluorescencni
barvivo (F) je dostatecné vzdaleno od zhasece. Pfevzato a upraveno z [54].

I
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6. Light-up probes

Light-up probes patti do zvlaStni skupiny molekuldrnich sond, protoze sondy se
skladaji pouze z oligodeoxynukleotidového fetézce a fluorescencniho barviva
(Obrazek 9). Sonda funguje bez piitomnosti zhaSece a nukleotidovy fetézec obsahuje
modifikovany typ nukleovych kyselin. Jednd se o peptidové nukleové kyseliny (PNA),
které jsou blizkym analogem DNA. Pro tyto sondy je charakteristicka velmi kratka
sekvence, obvykle o délce 8 az 12 bazi [56]. Typicky jsou vyuzivany fluorofory jako
thiazolova oranz nebo asymetrické cyaniny jako SYBR Green I, které svoji strukturu
dokazou vklinit mezi vldkna DNA. ZvySend vazebna afinita PNA spolu se schopnosti
interkalace pouzitého fluoroforu vytvoii velmi stabilni komplexni uspotfadani, kdy se
zamezi volnému ota€eni vazby aromatického systému fluorescencéniho barviva. Samotna
sonda prakticky neemituje fluorescencni zafeni, a to 1 bez absence zhasece ve své

struktufe. Detekce zvySené fluorescence nastavd aZz po navazani na komplementdrni
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sekvenci, kdy se tvofi vysledny duplex nebo triplex. Molekularni sondy tohoto typu patii
mezi relativné levné a rychle dostupné, ale jsou omezeny nespecifickou fluorescenci,

a tim zpisobem nizsi senzitivitou [57].

® @

Obrazek 9 Schéma principu light-up probes. Ackoliv se sonda sklada pouze z velmi kratké
sekvence a navazaného fluoroforu (F), samotna sonda v roztoku nefluoreskuje. Zvyseni
fluorescence nastava az po hybridizaci s komplementarnim fetézcem (zelen¢), kdy je omezena
volna otacivost aromatického sytému fluorescen¢niho barviva. Pfevzato a upraveno z [57].

2.3 Fluorofory

Slouceniny majici schopnost fluorescence se obecné nazyvaji fluorofory.
Ve skute¢nosti tyto molekuly ihned po absorbovani svételného zareni o urcité vinoveé
délce odevzdavaji piijatou energii zpét zafenim o delsi vinové délce. Mezi fluorofory
pouzivané pro detekci DNA se fadi pfedev§im synteticky vyrabéna barviva. Komercéné
dostupnd barviva jsou k dispozici v ruznych formach. Vybér idedlniho barviva
pro kone¢nou aplikaci byva na zakladé jejich spektralnich vlastnosti. Pro uceleny piehled

nejpouzivanéjsich fluoroforti je mizeme rozdélit podle jejich chemické struktury [58].
2.3.1 Fluorofory odvozené od xanthenu

Prvnim fluorescenénim barvivem vychéazejici ze struktury xanthenu byl
fluorescein (Obrazek 10). Pfestoze se jedna o velmi starou molekulu, nachazi Cetna
vyuziti jeSté v dnesni dobé. Unikétni vlastnosti se projevuji zejména ve vodném prostiedi
a fluorescein se stale s vyhodou pouziva jako fluorescencni barvivo. Vysoky extinkéni
koeficient, dobrd rozpustnost ve vod¢, a predevsim vysoky kvantovy vytézek
fluorescence jsou idealni parametry pii vyuziti jako fluorescencniho barviva [59].

Na druhou stranu, pouziti fluoresceinu je omezeno pro jeho zavislost na okolnim
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prosttedi pH a celkem vyrazny photobleaching [34]. Nejucinnéjsi forma fluoresceinu je
dianion, ktery je nachylny ke zménam pH a nejvice ovliviiuje kvantovy vytézek
fluorescence. Pouzitim vhodnych pufri a dodrZzenim standardizovanych podminek
v prub¢hu reakce lze tento negativni jev eliminovat a je mozné dosdhnout pfijatelné
opakovatelnosti reakce [60]. Vlastnosti fluoresceinu byly béhem let modifikovany
substituci na zdkladnim skeletu, coz déla z fluoresceinu nejrozsitfené;jsi skupinu ze vSech

fluorofort [61].

Xanthen

Obrazek 10 Chemickd struktura xanthenu a jeho derivatd. Fluorescein (FAM),
tetrachlorfluorescein (TET) a hexachlorfluorescein (HEX). Cervenou barvou je zvyraznéna
karboxylova skupina, kterou se fluorescencni barvivo vaze na nukleotid.

DalSim fluorescen¢nim barvivem odvozenym od xanthenu je rhodamin. Barviva
na zadklad¢ rhodaminu se vyznacuji lepsi stabilitou vi¢i zmén€ pH prostiedi a vyssi
fotostabilitou, ale pfi porovnani s fluoresceinem dosahuji niz§iho kvantového vytézku
fluorescence. Mezi komeréné dostupné fluorofory patii sulfonovany derivat rhodaminu

Alexa Fluor 488, Oregon Green 488 a Oregon Green 514 (Obrazek 11) [62,63].
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Obrazek 11 Piehled chemické struktury rhodaminu a derivati odvozenych z jeho struktury.
Komer¢né dostupné fluorofory jsou Alexa Fluor 488, Oregon Green 488 a Oregon Green 514.

2.3.2 Fluorofory odvozené od indocyaninu

Fluorescencni barviva odvozené od struktury indocyaninu se vyznacuji dvéma
indolovymi jadry, kterd jsou spojend rizn¢ dlouhym fetézcem obsahujici konjugované
dvojné vazby. Nekdy byvaji souhrnné oznacovany jako cyaninova barviva (Cy).
Podle poctu opakujicich se jednotek, ktera spojuji indolova jadra, se pojmenuji pfislusnou
Cislici na konci oznafeni barviva. Napiiklad cyaninovému barvivu s celkem péti
spojovanymi jednotkami mezi jadry indolu pfislus$i oznaceni Cy5. NejpouZzivangjsi
fluorescenéni barviva jsou Cy3, Cy5 a Cy3.5. Jeden indolovy kruh mé pfipojeny
hydroxypropyl a druhy indolovy kruh je tvofen tifuhlikatym fetézcem, ktery je kovalentné
spojeny k 5'-konci fosfat cytidin nukleotidu (Obrazek 12) [64—66].

26



R - H, SO
n=1,223,..
HO OH Cy5s

o—C;, HO

N*

=
N
% HO
Obrazek 12 Chemické struktury fluoroford odvozenych od indocyaninu. Komeréné dostupné
fluorofory jsou Cy3, Cy5 a Cy3.5. Pievzato a upraveno z [65].
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Kondenzace jednoho nebo vice benzenovych jader k zékladni struktute zptsobi
posun vlnové délky emisniho zafeni do oblasti ¢erveného spektra. Jedno benzenové jadro
posunuje vinovou délku zhruba o 30 az 40 nm k vySSim hodnotam. Modifikace
cyaninového barviva rozsifenim o aromaticky kruh je patrné také ze samotného oznaceni
barviva. Pro ilustraci, cyaninové barvivo Cy3.5 pfedstavuje pfidany benzenovy kruh
na kazdém indocyaninu. Dal§i modifikaci upravujici rozpustnost je sulfonace, ktera
zabranuje tvorbé agregati ve vodném prostfedi a ma zanedbatelny ucinek na zménu
vinové délky [67].

Derivaty asymetrickych cyaninovych barviv jsou odvozeny od struktury
3-methyl-2-[(E)-chinolin-4(1H)-ylidenmethyl]-1,3-benzothiazol-3-ium (Obrazek 13).
Znamymi zastupci jsou fluorescencni barviva SYBR Green I [68] a BOXTO [69].
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Obrazek 13 Prehled chemickych struktur asymetrickych cyaninovych barviv, jejimz zakladem
je 3-methyl-2-[(E)-chinolin-4(1H)-ylidenmethyl]-1,3-benzothiazol-3-ium. Komer¢né dostupna
fluorescencni barviva jsou SYBR Green I a BOXTO.

2.3.3 BODIPY

Dal$imi pouzivanymi fluorescen¢nimi barvivy jsou derivaty 4,4-difluor-4-bora-
3a,4a-diaza-S-indacenu (BODIPY). Takové molekuly nasli své vyuziti pro molekularni
sondy zvlasté¢ diky svym vyhodnym vlastnostem. Mezi tyto vlastnosti patii dobra
rozpustnost ve vod€é, minimalni agregace, chemickd stabilita, Gzké emisni pasy
s minimalnim rozkladem svétla, nezavislost na zménu pH a vysoké extink¢éni koeficienty.
Fluorofory BODIPY maji navic vyssi fotostabilitu neZ fluorescein. Substituce na riznych
mistech struktury daly vzniknout skuping barviv Citajici bezmala dvacet dalSich derivata.
Typickym rozpozndvacim znakem pro tuto skupinu latek je pfipojeni
absorp¢niho/emisniho maxima za nazev latky, napt. BODIPY 493/503 (Obrazek 14)
[70,71].

BODIPY 493/503

Obrazek 14 Chemicka struktura fluoroforu odvozeného od 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-S-
indacenu. Komeréné dostupné barvivo je standardné oznacované jako BODIPY 493/503.
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2.3.4 Strukturné odliSné fluorofory

Dalsi fluorofory jiz maji rozmanitou strukturu. Tato fluorescencni barviva jsou
schopna piijimat a odevzdavat energii v ramci celého viditelného spektra. Néktera z nich
to dokazou i v ultrafialové oblasti. Zastupcem molekuly odvozené od fenanthridinu je
ethidium-bromid (Obrazek 15). Toto uzitecné fluorescencni barvivo se stalo nezbytnou
slouceninou v molekularni biologii pfi vizualizaci nukleovych kyselin po celém svété
[72]. Fluorescenc¢ni barviva odvozena od 4-(5-fenyloxazol-2-yl)-pyridinu, ktera se hojné
vyuzivaji v prutokové cytometrii, se nazyvaji Cascade yellow [73] a Dapoxyl [74].
Dal8im zastupcem vyrabénym v americké vyzkumné laboratofi, nedaleko pohoti Cascade
mountains, je strukturni derivat pyrenu Cascade blue [73]. Fluorofor odvozeny
od fenylindolu, konkrétn¢ 4',6-diamidin-2-fenylindolu, pouziva zkracené oznaceni
DAPI. Toto fluorescen¢ni barvivo je znamé tim, Ze se vaze v malém zldbku DNA zvlaste

v pritomnosti AT sekvenci [75]. Tabulka 1 shrnuje strukturni zaklady fluorescen¢nich
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barviv, jejich absorp¢ni a emisni maxima.

Cascade yellow

H
N

O A
Y, o

NH

HO

\ .0 DAPI

/s/ N A N
=) S
o N

%S\ /S/D / \ L

2
HO/ ¢ ° \OH
Cascadce bluc Dapoxyl

Obrazek 15 Chemické struktury dalSich fluorofor. Komeréné dostupné fluorofory jsou
ethidium-bromid, Cascade blue, DAPI, Cascade Yellow a Dapoxyl.

Tabulka 1 Komer¢né dostupna fluorescencni barviva — strukturni zéklad, absorpéni a emisni
maxima. Pfevzato a upraveno z [76].

Barvivo Strukturalni Absorpce Emise
zaklad Amax [nm] Amax [nm]

FAM fluorescein 495 520

TET fluorescein 521 536

HEX fluorescein 535 556
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TAMRA rhodamin 555 576

?;558;3 cyanin 550 570
Cy3.5 cyanin 581 596
(637‘1(?/55‘;5 cyanin 649 670
4B903]/)51(§);{ indacen 493 503

2.4 Zhasece

Slouceniny disponujici schopnosti snizit fluorescenci vyzafovanou jinymi
latkami, nebo fluorescenci uplné€ potlacit, se obecn¢ oznacuji jako zhasece fluorescence.
Jiz pfi navrhu molekularni sondy je zadouci zvolit spravny typ zhasSefe. Vzhledem
k pouzitému fluorescencnimu barvivu a naslednému mechanismu zhaSeni se dba
na dodrzeni zakladnich pravidel pro fadné¢ fungovani sondy jako celku. Pti zhaSeni
principem FRET se musi ptfekryvat emisni spektrum fluoroforu a absorpcni spektrum
zhésece. Dalsi podminkou pro spravnou funkci molekularni sondy je vysoké chemicka
stabilita zhaSece vuc¢i okolnim ménicim se podminkdm pii samotné syntéze
oligodeoxynukleotidové sondy. Pozadavek na dostate¢nou odolnost je dualezitym
aspektem, protoze zhéaseC se navrhuje nejcastéji na 3'-konec oligodeoxynukleotidového
fetézce a je celou dobu pfitomny pii syntéze oligodeoxynukleotidové sondy v DNA
syntezatoru [43].

V soucasnosti se rozliSuji dvé generace zhasecl, které se odliSuji svymi
vlastnostmi. Mezi prvni objevené zhaSece patii tetramethylrhodaminy (TAMRA), které
jsou odvozeny od struktury rhodaminu (Obrazek 16). TAMRA se prezentuji vlastni
fluorescenct, ktera je u zhasecl nezadouci. Vlastni fluorescence dokaze negativné sniZit
citlivost pii detekci [77]. Dal§im zh4Se€em =z prvni generace je derivat
4-(fenyldiazenyl)anilinu (DABCYL). I pfes nepfitomnost vlastni fluorescence je omezen
na absorpci jen pifi nizké vlnové délce. Star§i generace zhaSeci ma celou fadu
nezadoucich vlastnosti, které snizuji jejich G€innost a omezuji jejich pouziti. Z toho
davodu byly tyto zhaSece nahrazeny novéjsi generaci oznacovanou jako dark quenchers

[78].
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Obrazek 16 Chemické struktury zhaseCl prvni generace. Komeréné dostupné zhaseCe jsou
TAMRA a DABCYL.

Mladsi skupina zhaSeci se vyznacuje vlastni nulovou fluorescenci a rozsifenou
oblasti absorpce fluorescence, kterd je schopna pokryt vétSinu aplikovanych fluorofort.
Druhd generace zhasect dark quenchers se nyni fadi ke komercné nejpouzivanéjSim
zhaSe¢im. Protoze dark quenchers nemaji vyraznou vnitini fluorescenci, mohou byt
pouzity ve vysoké koncentraci [79]. Derivaty difenylazenu patii do skupiny
nejrozsitendjsich zhase¢ znamych jako Black Hole Quenchers™ (BHQ-1, BHQ-2,
BHQ-3) a BlackBerry® Quenchers (BBQ-650) (Obrazek 17). Tyto zhaSece maji
absorpéni maxima od 480 nm k blizkému infraervenému zéateni a pokryvaji takika
vétsinu aplikovanych fluoroforid. Nevyhodou je snizend chemickd stabilita béhem post-
syntetické modifikace oligodeoxynukleotidového fetézce, kdy mulze dochazet

k degradaci molekuly zhaSece pti pouziti agresivnich roztokl jodu nebo amoniaku [80—

BHQ-3 on BBQ-650

Obrazek 17 Chemické struktury zhasect druhé generace. Komerc¢né dostupné dark quenchers
jsou BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3 a BBQ-650.
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ZhéSece druhé generace odvozené také od struktury rhodaminu, se oznacuji jako
QSY-21 (Obrazek 18). N,N'-diaryl substituce na struktufe rhodaminu snizuje fluorescenci
molekuly. Zhasece QSY-21 absorbuji zafeni v rozsahu vinovych délek 540—750 nm, coz
je rozsah casto pouzivany ve FRET sondach [83]. Molekula zhaSeCe vychazejici
ze struktury 1,4-diamino-9,10-antrachinonu nalezi Iowa Black Quencher RQ™. Tento
zhase¢ ma Siroké absorp¢ni spektrum v rozsahu od 500 do 700 nm. Maximalni absorpce
zhasecCe je pti 656 nm, a proto dokaze zhaset emisni zafeni fluorescencniho barviva Cy5.5
[84]. Tabulka 2 shrnuje strukturni zaklad zhaseci fluorescence a jejich absorpcni

maxima.

QSY-21 lowa Black Quencher RQ™

Obrazek 18 Chemické struktury zhaSect druhé generace. Komeréné€ dostupné dark quenchers
jsou QSY-21 a Iowa Black Quencher RQ™,

Tabulka 2 Komer¢né dostupné zhasece fluorescence — strukturni zaklad a absorpéni maxima.
Ptevzato a upraveno z [76].

R
TAMRA rhodamin 555
DABCYL fenyldiazenylanilin =~ 453
BHQ-1 difenyldiazen 543
BHQ-2 difenyldiazen 544
BHQ-3 difenyldiazen 672
BBQ-650 difenyldiazen 650
QSY-21 rhodamin 660
5)1\11?13112:]1(1 Qm antrachinon 656
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2.5 Azaftalocyaniny

Chemicka struktura azaftalocyanini vychazi ze struktury porfyrinu, ktery
muzeme velmi Casto nalézt v ptirodé jako chlorofyl nebo hem B. Izosterni zdména
methinovych mustkti za atomy dusiku ve struktufe porfyrinu vytvoii molekulu
porfyrazinu (Obrazek 19). Z molekuly porfyrazinu vychézi molekula ftalocyaninu.
Pti podrobné&jsim zkoumani lze pozorovat 4 samostatné isoindolové jednotky propojené
v poloze 1 a 3 pies azomethinové miustky. Substituci methinové skupiny na benzenovém
jadre ftalocyaninu se vytvoii struktura azaftalocyaninu. Synteticky pfipravené slouceniny
obsahuji rozsahly systém konjugovanych vazeb a maji proto planarni usporadani.
Strukturni uspotfadani azaftalocyaninii umoziuje vazat ve svém stfedu kationty kovi,

polokovil nebo atomy vodiku. Navazani riznych kationtii v centru molekuly zasadné
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ovliviuje vlastnosti molekuly [85].
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\

porfyrin porfymzm

&
X§)
M = Centralni kationt kovu, polokovu, 2 atomy vodiku ftalocyanin amllalm.yamn

X = Atom dusiku

Obrazek 19 Strukturni znazornéni azaftalocyaninu. Chemicka struktura azaftalocyaninu vychazi
z porfyrinu (zvyraznéno modrou barvou). Izosterni substituci methinovych mistki porfyrinu
¢tyfmi dusiky (Cerven€) vznika porfyrazin. Spojenim 4 isoindolovych jednotek (zvyraznéna
struktura tuén€) azamethinovymi mustky vznikne ftalocyanin. Zaménnou methinové skupiny
benzenového jadra ftalocyaninu vznikne strukturni analog azaftalocyanin. Pfevzato a upraveno
z [85].

Jak vyplyva z vySe uvedeného, azaftalocyaniny jsou strukturni aza-analogy
ftalocyanintl, které vznikly izosterni substituci atomy dusiku misto methinové skupiny
v benzenovém jadie. Dle poctu vyménénich atoml dusiku ve struktufe makrocyklu
rozliSujeme jednotlivé modifikace azaftalocyanini. Naptiklad tetra[2,3 Jpyridoporfyrazin,
tetrapyrimidoporfyrazin, tetra[4,5]pyridazinoporfyrazin a tetrapyrazinoporfyrazin

(Obrazek 20) [86].
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tetra[2,3]pyridoporfyrazin  tetrapyrimidoporfyrazin  tetra[4,5]pyridazinoporfyrazin tetrapyrazinoporfyrazin

Obrazek 20 Piehled strukturnich modifikaci azaftalocyanini nahradou dusiku v benzenovém
jadre. Prevzato a upraveno z [86].

Za ucelem nalezeni vhodngjSich fotofyzikdlnich a fotochemickych vlastnosti
azaftalocyaninii jsou velmi cast¢é modifikace na aromatickém jadie vazané
ptes heteroatom. RozliSujeme, jestli k navazani dalSiho atomu dochazi na periferii, nebo
blize stfedu makrocyklu (Obréazek 21) [87].

R periferni
R / substituce
X’/::X\x __R
){/ neperiferni

N substituce
R

X = Atom dusiku (azaftalocyanin)

14

Obrazek 21 Polohy substituce azaftalocyaninii. Pfevzato a upraveno z [87].

2.5.1 Vlastnosti azaftalocyanini

Jak je patrné ze struktury azaftalocyaninli, molekuly obsahuji rozsahly
konjugovany systém dvojnych vazeb umoziujici absorpci svételné energie v Sirokém
pasmu spektra. Kondenzace benzenovych kruhli k porfyrazinu vyznamné posouva
absorpcéni a emisni spektrum do $ir§i oblasti vlnovych délek a pokryva dva pasy
od viditelného spektra po zacatek infracerveného spektra (300—-800 nm). ZlepSené
parametry roz$ifuji jejich pouziti a substituenty ovliviiuji elektronové prostiedi lepSimi
redoxnimi vlastnostmi, vySsi tepelnou a chemickou stabilitou. Typicky se
u azaftalocyaninli vyskytuje intenzivni absorpce v Soretové oblasti (300450 nm)
a v oblasti Q-pasu (600—700 nm), coz se projevuje vyraznou barevnosti piipravenych

latek (Obrazek 22) [85].
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Obrazek 22 Absorp¢ni spektrum azaftalocyaninu.

Vysokoenergeticky Soretliv pas je relativné stabilni v prostfedi s ménicimi se
okolnimi podminkami a vyuzivd se ke stanoveni koncentrace. Na druhou stranu
nizkoenergeticky Q-pas vykazuje vyssi variabilitu a je mozné ho pouzit k identifikaci
latky. V pfipadé, ze je Q-pas celistvy, bez vyraznéjSich odchylek, tak se bude
pravdépodobné jednat o symetricky azaftalocyanin obsahujici koordinovany centrdlni
kationt. Rozd¢€leny a nesoumérny Q-pas znamena vyskyt méné symetrické molekuly, kde
jsou misto centralniho kationtu ve stfedu jadra navazany pouze vodiky. Modifikace
navazanim atomil na benzenovy kruh vyraznéji neméni polohu Q-pasu, ale je to G¢inny
zpusob, jak ovlivnit celkové vlastnosti vysledné molekuly. Posun smérem k vyS$Sim
hodnotdm vinové délky I1ze dosdhnout postupnym piidanim z-konjugovaného systému
a uziva se pro né¢j oznaceni bathochromni posun. Kazdé dalsi navazané benzenové jadro
predstavuje posun asi o 20 nm. Naopak substituce benzenového jadra pyrazinem znamena
posun Q-pasu pfiblizn€ o 50 nm smérem k niz§im hladindm vlnové délky a jednd se
hypsochromni posun. Substituce azaftalocyaninu na periferii pomoci alkylu o 5 nm,
alkylaminu o 15 nm nebo thioetheru o 20 nm zptsobuje bathochromni posun. Substituce

alkoxy/aryloxy skupinou znamena hypsochromni posun ptiblizn€ o 10 nm [88,89].
2.5.2 Pouziti azaftalocyanini

Vyzkumna skupina pisobici na katedie farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy se zamétuje na vyzkum azaftalocyanini pro jejich vyhodné vlastnosti pii zhaSeni
fluorescence v oligodeoxynukleotidovych sondach jako dark quenchers. PredevSim
tetrapyrazinoporfyraziny nemaji vnitini fluorescenci a zaroven jsou schopné zhaset

fluorescencni zatfeni v Sirokém pasmu vilnovych délek. To z nich ¢ini idealni kandidaty
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na moderni zhéSeCe fluorescence. Detailngjsi studium azaftalocyaninii a jejich snadna
dostupnost otevielo dvetfe jejich praktickému vyuziti v riznych oblastech.
Azaftalocyaniny nachazeji uplatnéni nejen jako zhasece fluorescence, ale pouzivaji se
také v tisku. Vyuziva se jejich barevnosti pro vyrobu tonerti do tiskaren nebo funguji jako
fotoreceptory v laserovych tiskdrnach. Dobra absorpce fluorescenéniho zafeni o vinové
délce pres 650 nm a vysoké kvantové vytézky singletového kysliku jsou dulezité
vlastnosti pro pouziti pti fotodynamickeé terapii k 1é¢be tumorti. Selektivni efekt na prenos
intramolekularniho naboje vyuzivaji citlivé senzory pro detekci fluorescence
v biologickém prostiedi. Zablokovanim aminoskupin na periferii molekuly nebo
odebranim protonu hydroxylové skupiny fenolu slouzi jako vybrané senzory citlivé

na kationty kovil nebo ke stanoveni hodnoty pH [85].
2.5.3 Navazani azaftalocyaninu na oligodeoxynukleotid

Syntéza molekularni sondy nejcastéji probiha na pevné fazi ve sméru od 3'-konce
k 5'-konci. V ptipad¢ dvojit¢ znacené sondy se zhaSeCem na 3’-konci, syntéza zacina
navazanim azaftalocyaninu na modifikovanou pevnou fazi a kon¢i navazdnim fluoroforu
na 5'-konec oligodeoxynukleotidu. Navazani azaftalocyaninu na oligodeoxynukleotidovy
tetézec se provadi pomoci click chemie. Click chemie je velmi efektivni metoda vhodna
pro piipravu latek, které se daji jednoduSe spojit k sobé navzijem s vysokymi vytézky.
Mechanismus reakce je zalozen na Cu(l)-katalyzované azido-alkynové Huisgenové
cykloadici (Obréazek 23). Katalyzovana reakce probiha mezi azidem na modifikovaném
azaftalocyaninu a alkynem na modifikované pevné fazi (CPQG). Azaftalocyaninovy zhaSe¢
byl navrzen s ohledem na jeho jednoduchou a ucinnou vazbu na pevnou fazi.
Po detritylaci neboli odchranéni hydroxylové skupiny azaftalocyaninu, dojde k navazani
dalsich monomernich jednotek dle pozadované podoby oligodeoxynukleotidové
sekvence v DNA/RNA syntezatoru fosforamiditovou metodou. Nakonec se navaze
molekula fluoroforu na 5'-konec. Poslednim krokem syntézy oligodeoxynukleotidové
sondy je odStépeni piipravené sondy z pevné faze pomoci rozpoustédel specifickych
pro dany typ fluoroforu. Cela syntéza je zakonCend finadlnim cisténim pomoci gelové

chromatografie nebo HPLC [90].
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Obrazek 23 Zjednodusené schéma syntézy dvojité znacené molekularni sondy. Jako zhéasec (Z)
byl pouzity azaftalocyanin (Sediva struktura). Zhase¢ s tritylovou skupinou (Tr) se vaze
na modifikovany povrch pevné faze (CPG). Navazani probiha pomoci azido-alkynové
Huisgenovy cykloadice. Mezi azidem navdzanym na azaftalocyaninu a terminalnim alkynem
na povrchu pevné faze dojde k vytvoreni triazolového kruhu. Po detritylaci pokracuje syntéza
jednotlivych nukleotidd klasicky pomoci fosforamiditové metody. Jelikoz se jedna o dvojité
znacenou sondu, tak je syntéza ukoncena navazanim fluoroforu (F) na 5'-konec a uvolnénim
molekularni sondy z povrchu pevné faze. Misto odstépeni od pevné faze naznacuje cervena Sipka.
Ptevzato a upraveno z [90].

K navézani znacky na oligodeoxynukleotidovy fetézec se také s vyhodou vyuziva
molekula dibenzoazacyklooktynu (DBCO) navazand na vybrané thyminové bazi.
Na zaklad¢ Huisgenovy cykloadice se vyuZziva click reakce mezi trojnou vazbou (DBCO)
a azidové skupiny na modifikovaném zhaSeci. Osmiclenny cyklus s trojnou vazbou
umoziuje reakci s azidem diky velkému pnuti uvnitt molekuly bez katalyzatoru.
Vysledkem kondenzace je triazolovy kruh, podobné jako pii syntéze molekularni sondy
s azaftalocyaninem. Pfes DBCO lze navazat znacku na 5'-konec, 3'-konec a doprostred
fetézce. Navazani zhasece uprostied oligodeoxynukleotidové sekvence ilustruje schéma

nize (Obrazek 24) [91-93].
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Obrazek 24 Zjednodusené schéma syntézy molekularni sondy se zhaseCem (Z) navazanym
uprostied sekvence na DBCO.
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2.6 Analyza oligodeoxynukleotidii

Spravné zvolena analytickd technika je zdkladem pro uspé$nou analyzu synteticky
ptipravenych oligodeoxynukleotidi. Béhem syntézy oligodeoxynukleotidi jsou kladeny
vysoké naroky na kvalitu a ¢istotu vysledného produktu. Vzhledem k tomu, Ze v soucasné
dob¢ dominuje syntéza oligodeoxynukleotidli na pevné fazi fosforamiditovou metodou,
tak purifikacni metoda musi byt schopna oddélit strukturné blizké oligodeoxynukleotidy
o jednu bazi krat$i (n-1 necistoty), nebo naopak nukleotidy o jednu bazi delsi (n+1
necistoty), a v piipadé nekompletni sulfurizace necistoty fosfodiesteru [94].
Oligodeoxynukleotidy s jednou bazi navic (n+1) vznikaji pii syntéze na pevné fazi béhem
kondenzace. Formace oligodeoxynukleotidii n+1 zavisi na pouzitém aktivatoru, bazi
v sekvenci oligodeoxynukleotidu a dobé& trvani tohoto kroku [95]. Jen dokonale
pfipravené oligodeoxynukleotidy mohou byt bez problémi pouzity pii PCR a dalSich
aplikacich. Odstranéni necistot je zasadni pro kompletni pribéh PCR testli. Mala
kontaminace v sekvenci primeru nebo oligodeoxynukleotidu mtize zptisobit amplifikaci
nezadoucich sekvenci DNA pifi PCR, coz vede k rozsahlému Sumu na pozadi a dochazi
k falesn¢ pozitivnim nebo falesn€¢ negativnim vysledkiim pti urceni genotypu [96].

Mezi nejpouzivanéjsi techniky pro separaci oligodeoxynukleotidl patii kapilarni
elektroforéza a vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. Kapilarni gelova elektroforéza
se stala efektivnim ndstrojem pro analyzu oligodeoxynukleotidl, ale mé fadu omezeni,
které znemoziuji SirSi pouziti. Limitujicim faktorem je obtizna izolace DNA z gelu,

pracné odstranéni pufru ze vzorku, Spatné zobrazeni jednotlivych pasti a nemoznost
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on-line pfipojeni k hmotnostnimu spektrometru (MS). Vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) a iontové vyménnad chromatografie
(IEC) jsou dva nejrozsifenéjSi  chromatografické moédy pro  analyzu
oligodeoxynukleotidi. HPLC separace oligodeoxynukleotidi siln¢ zavisi na pouzité
stacionarni fazi, slozeni mobilni faze a teploté¢ na koloné. Nejbéznéjsi mobilni faze
pro separaci oligodeoxynukleotidi na reverzni fazi je vodny roztok pufru
triethylamonium acetat (TEAA) s acetonitrilem, ktery slouzi jako organicky modifikator.
Ackoliv samotny acetonitril ma pozitivni vliv na intenzitu signdlu v MS, tak ptidavek soli
snizuje celkovy iontovy proud a intenzitu signalu. Pro separaci oligodeoxynukleotidl

se obvykle provadi gradientova eluce [97].
2.6.1 Vliv teploty na chromatografickou separaci

ZlepSeni rozliSeni a selektivity oligodeoxynukleotidi je mozné dosahnout
zvySenim teploty analyzy. ZvySend teplota dokdze vyznamné zkratit retencni Cas
oligodeoxynukleotidii. Teplota ovliviiuje celkovou dobu analyzy vice nez selektivitu
[97]. Bylo zjisténo, ze pfenos hmoty ve stacionarni fazi je hlavnim faktorem pfispivajicim
k rozsifeni piku na poréznich C18 stacionarnich fazich. PouZitim zvySené kolonové
teploty 1ze minimalizovat negativni vliv pfenosu hmoty mezi stacionarni a mobilni fazi.
Béhem separace probiha fada rovnovaznych reakci, kde jsou analyty bud’ rozpustény
v mobilni fazi, nebo adsorbovany na stacionarni fazi kolony. Cim vysi teplota, tim
rychlejsi je vyména analyti mezi mobilni fazi a stacionarni fazi. Podstatné je dodrzet
teplotni rozpéti uddvané vyrobcem kolony [98].

Zvysena teplota ovliviiuje také viskozitu mobilni faze, coz mé za nasledek redukci
zpétného tlaku v systému. Tlak na koloné roste linedrné s pritokem mobilni faze
viskozita mobilni faze. Zaroven s tim klesa odpor proudéni mobilni faze uvniti kolony
a také protitlak systému. Lze konstatovat, Ze zvySena teplota separace se s vyhodou
pouziva ke zkraceni doby analyzy, ke zlepSeni ti€innosti separace a pro dosazeni niz§iho
protitlaku systému [99].

Maekawa a spol. publikovali zajimavou metodu pro analyzu
oligodeoxynukleotidi pomoci chromatografie citlivé na teplotu se staciondrni fazi na bazi
poly(N-isopropylakrylamidu). Diky zvySené teploté a pouzité koloné bylo mozné

kontrolovat fyzikalni vlastnosti bez pouziti toxickych organickych rozpoustédel
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a komplikovanych gradientovych metod. Bylo tak dosazeno uspokojivé separace vSech
nukleotidu, 1 typickych necistot, za pouziti vysoké teploty (10-50 °C) a vodné mobilni

faze bez ptitomnosti iontoveé parovych ¢inidel [100].
2.6.2 Chromatografické mody

Nejpouzivangj$im chromatografickym médem pro separaci
oligodeoxynukleotidl je aktudlng iontove parova chromatografie na reverzni fazi (IP-RP)
s UV-VIS detektorem nebo ve spojeni s MS. IP-RP v kombinaci s MS patii
mezi nejrozsitencjsi techniku, kterd poskytuje vysokou citlivost a vysoké rozliSeni.
Pouziti hmotnostni spektrometrie poskytuje kvantitativni tdaje spolu s detailnimi
informacemi o struktuie oligodeoxynukleotidu, v¢etné jeho sekvence [101]. K separaci
oligodeoxynukleotidii se také pouziva iontové vyménna chromatografie (IEC), nebo
mixed-mode HPLC. Nemodifikované oligodeoxynukleotidy jsou polyestery
s negativnimi naboji na fosfatovych skupinach, které jsou vhodné pro iontové vyménnou
kapalinovou chromatografii. V dasledku ionizace bazi je vyznamna sekundarni interakce,
kdyZ jsou hodnoty pH mobilni faze vyrazné¢ vyS$§i nez hodnoty pKa. Separace
oligodeoxynukleotidll na iontové vyménné kolon¢ je zavisla na délce sekvence a sloZzeni
nukleotidt, diky ¢emuz je tato technika vhodna pro rozliseni oligodeoxynukleotidovych
sekvenci rizné délky. Nevyhodou IEC je kontaminace oligodeoxynukleotidi
anorganickymi solemi, a proto je vyzadovan dalsi krok k odsoleni vzorku. Mixed-mode
HPLC je technika zaloZena na dvou nebo vice typech interakci mezi rozpusténou latkou
a stacionarni nebo mobilni fazi. Tyto techniky jsou efektivni pro separace zalozené jak
na velikosti, tak na potadi nukleotidi, a Ize je pouzit s reverzni fazi [94].

V piipad¢ separace oligodeoxynukleotidii pomoci IP-RP je rozdil mezi analyzou
nemodifikovaného oligodeoxynukleotidu a oligodeoxynukleotidu s navazanym
fluoroforem nebo zhaSeCem. Retencni chovani znacenych oligodeoxynukleotidli je
odlisné od nemodifikovanych oligodeoxynukleotidii. Navazand znacka vyznamné
ovlivituje retencni chovani modifikovaného oligodeoxynukleotidu diky svému
hydrofobnimu charakteru. Ve studii K. J. Fountaina a kol. byly nejprve eluovany
nemodifikované oligodeoxynukleotidy, nasledované oligodeoxynukleotidy
s fluoroforem, oligodeoxynukleotidy se zhaSeCem, a nakonec dvojit€¢ znacené

oligodeoxynukleotidy [102].
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Pouze nékolik publikaci pouzilo hydrofilni interakéni kapalinovou chromatografii
(HILIC) pro analyzu oligodeoxynukleotidii navzdory zfejmym vyhodam oproti IP-RP.
Hlavnimi benefity jsou absence iontoveé parovych cinidel a vy$$i mnozstvi organického
rozpoustédla pro ionizaci elektrosprejem (ESI). Kromé toho se pouziva acetonitril, coz je
aprotické rozpoustédlo, které muze také ptispivat k lepsi ionizaci oligodeoxynukleotidii
v rezimu zapornych iontl. Pti pouziti triethylaminu (TEA) s 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-
propanolem (HFIP) je vyZzadovan methanol, protoze HFIP neni rozpustny v acetonitrilu.
HILIC ptedstavuje metodu s velkym potencidlem do budoucna, ktery by mohl ucinit
vhodnéjsi alternativu k metod¢ IP-RP [103].

Dvourozmérna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostnim spektrometrem
(2D-LC-MS) demonstruje schopnost spojit dvé IP-RP metody pro analyzu
oligodeoxynukleotidl s cilem dosahnout lepSich vysledkii nez pti klasické iontove parové
chromatografii. Princip této metody spoc¢iva v pouziti silného iontové parového ¢inidla
v prvni dimenzi a v druhé dimenzi je pouzito slabsi iontové parové ¢inidlo, které je vice
MS kompatibilni. Takovy piistup dokaZe urcit n-1 necistoty v fddu nanogramil. Zavérem
lze fict, Ze se ofekava zvySeny zdjem o vicerozmérné metody 2D-LC-MS. Inovativni
strategie budou v kratkodobém horizontu ptibyvat, aby bylo mozné 1épe charakterizovat

a porozumét komplexni struktufe oligodeoxynukleotidii [94,96].
2.6.3 Stacionarni faze pro IP-RP-HPLC

Stacionarni faze hraje klicovou roli v separaci oligodeoxynukleotidii. Bylo
prokézéano, Ze dominantni postaveni patii kolonam s reverzni fazi. Roussis a kol. hodnotili
stacionarni faze o riznych délkach a prumeérech (C18, C4, C30, fenyl, fluor a kyano).
Dospéli k zavéru, Ze pouziti C4 a C30 kolony oproti koloné C18 nema vyznamné vyhody.
Oligodeoxynukleotidy byly méné zadrzeny na poldrni stacionarni fazi (fluor a kyano
staciondrni faze) pravdépodobné kvili mensi hydrofobni interakci mezi staciondrni fazi
a oligodeoxynukleotidem. Vyssi retence byla pozorovéana na kolonach modifikovanych
amidovymi skupinami diky dalSim interakcim stacionarni fidze s negativnimi néaboji
na oligodeoxynukleotidu. VétSina kolon obsahujici aromatické skupiny dosahovala
podobnych vysledkt jako kolona C18. Oligodeoxynukleotidy interaguji s fenylovou
stacionarni fazi elektrostaticky pomoci iontového paru a z-z interakce. V pfipadé
oktadecylové kolony C18 se uplatituji hydrofobni a elektrostatické interakce. Delsi

kolony s mensimi ¢asticemi vykazovaly lepsi separaci oligodeoxynukleotidii. Nejlepsich
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vysledkt pro separaci oligodeoxynukleotidli bylo dosazeno na kolonach C18 s mensimi

Casticemi pii zvySené teplote [104].
2.6.4 Iontové parova ¢inidla

Oligodeoxynukleotidy jsou v podstaté polymerni anionty (polyfosfaty) [97].
Vzhledem k velmi polarni povaze a naboji ve struktute oligodeoxynukleotidd, musi byt
v piipad¢ iontové parové chromatografie do mobilni faze ptidana iontoveé parova Cinidla,
aby se oligodeoxynukleotidy udrzely na kolon¢€. Separace oligodeoxynukleotidli zavisi
na dvou hlavnich mechanismech. Vliv ma jednak hydrofobni interakce a interakce naboje
zaporng nabitého oligodeoxynukleotidu mezi nabojem kladné nabitého alkylamoniového
iontu v mobilni fazi [105]. Triethylamin s kyselinou octovou (TEAA) se bézn¢ pouzival
jako protiion v analyze oligodeoxynukleotidi v koncentraci 100 mM. Takova
koncentrace vSak neni vhodna pro detekci ESI-MS. lontové parova cCinidla s kratkym
alkylovym fetézcem, jako je TEAA, pouze Castecn¢ pokryvaji stacionarni fazi a umoziuji
hydrofobni interakce mezi stacionarni fazi a oligodeoxynukleotidem. Vysledkem je, ze
separace je zalozena jak na velikosti, tak na hydrofobnosti oligodeoxynukleotidu.
Kyselina octova byla identifikovana jako hlavni sloZzka zodpovédna za potlaceni signalu
oligodeoxynukleotidu pi1 MS detekci [94]. Nicméné dalsi studie zavedly pouZziti jinych
alkylamoniovych soli. Nova iontové parova Ccinidla zlepSuji U¢innost separace
oligodeoxynukleotidii. Neddvno Levin a spol. publikovali rozsahlou studii tykajici se
vyvoje kombinace iontové parovych c¢inidel v mobilni fazi. Bylo prokazano, Ze
kombinace iontové parovych c¢inidel mize zlepsit rozliSeni a tvar pikti studovanych
analyti ve srovnani s pouzitim jednoho iontové parového ¢inidla [106]. Studie Apffela
akol. ma velky vyznam, protoZe spojili t€kavy triethylamin (TEA) s 1,1,1,3,3,3-
hexafluor-2-propanolem (HFIP). Tato kombinace pfinesla dobrou HPLC separaci
s dostate¢nou ionizaci elektrosprejem v rezimu zadpornych iontl. Autofi pozorovali pouze
malé potlaceni signdlu u hmotnostni spektrometrie. Od té doby se pufr HFIP/TEA stal
nejpouzivanéjSim iontové parovym cinidlem, ktery je vhodny pro stanoveni
oligodeoxynukleotidli kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii (LC-MS)
[107]. Alternativni fluorovany alkohol 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-methyl-2-propanol
(HFMIP) v kombinaci s N,N-dimethylcyklohexylaminem (DMCHA) poskytuje lepsi
vysledky pro LC-MS nez HFIP [108]. Hexylamin (HA) slouzi jako u¢inngj$i ¢inidlo

pro parovani iontl nez TEA, protoze vykazuje silngj$i adsorpci na reverzni fazi diky
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delsimu alkylovému fetézci. Dimethylbutylamin (DMBA) ma stejny molekulovy vzorec
a podobné fyzikalné-chemické vlastnosti jako TEA, ale jeho struktura je odliSna. Jak
TEA, tak DMBA jsou siln¢ baze (pKa 10,7, resp. 10,19) a ob¢ jsou aktivnimi iontovymi
pary béhem chromatografického procesu. HFIP je volatilnéjsi (bod varu 59 °C) a pti pH
7-8,3 je ionizovan pouze cCasteéné (pKa 8,25) ve srovnani s kyselinou octovou
(pKa=4,75, bod varu=118 °C). HFIP je velmi slaba kyselina, m4 vysokou schopnost
tvorby vodikové vazby a mize interagovat s vétSinou rozpoustédel. Navic se béhem
chromatografického procesu nenabiji a muze byt volné¢ odpatfen [105]. Podrobné
vlastnosti iontové parovych ¢inidel 1ze nalézt nize (Tabulka 3).

Tabulka 3 Struktura a chemické vlastnosti modifikator mobilni faze bézné pouzivanych jako
iontové parova Cinidla pro analyzu oligodeoxynukleotidl na reverzni fazi. Pfevzato a upraveno
z [94].

Nazev Struktura logDpuso  pKa ?,Ocd) varu

Kyselina mravenci HO/\Q -3,59 4,27 101
o]

Kyselina octova )J\ -3,41 4,54 118

OH
Triethylamin (TEA) ﬁ -0,93 10,21 89
\/ " \/

ﬁ o}

Triethylamonium

acetat (TEAA) \/NHV )J\ -0,93 10,21 164

O

Hexylamin (HA) i NN 056 1021 131

N,N-dimethyl /
cyklohexylamin N -0,21 10,22 160
(DMCHA) \

Dibutylamin (DBA) NN -0,17 10,75 160

N
H

OH
1,1,1,3,3,3-hexafluor- F. F
2-propanol (HFIP) 1,14 79739
F F
F F
Tributylamin (TBA) _\——‘ 1,42 1044 216
\/\/ N \/\/
HO
1,1,1,3,3,3-hexafluor- . E
2-methyl-2-propanol 1,47 8,08 61
(HFMIP) F F
F F
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3 Cil prace

Cilem této prace bylo:

— vybrat vhodnou staciondrni f4zi pro separaci dvojit¢é znaceného
oligodeoxynukleotidu a jednoduse znacené¢ho oligodeoxynukleotidu s dostateCnym
rozliSenim.

— modifikovat danou HPLC metodu pro monitorovani piipravy jednodusSe
znac¢enych molekularnich sond.

— vyuzit tuto metodu pro hodnoceni post-syntetické modifikace

oligodeoxynukleotidovych sond pomoci click reakce.
4 Prakticka cast

4.1 Pristroje

HPLC systém Prominence (Shimadzu, Japonsko)
e Zasobnik mobilnich fazi
e Jednotka pro michani mobilnich fazi FCV-11AL
e Degasser DGU-20A3
e Dv¢ vysokotlaka cerpadla LC-20AD
e Autosampler SIL-20AC
e Komunika¢ni modul CBM-20A
e Kolonovy termostat CTO-20AC
e Detektor SPD-M20A

4.2 Chromatografické kolony

e Hypersil™ BDS C18, (100x4.6) mm, velikost ¢astic 2.4 pm, (ThermoFischer
Scientific, USA)

e XBridge BEH C18 XP Column, (100x4.6) mm, velikost ¢astic 2.5 um, (Waters,
USA)

e Clarity® Oligo-RP™, (100x4.6) mm, velikost ¢astic 3 um, (Phenomenex, USA)

e Syncronis aQ, (100x4.6) mm, velikost ¢astic 3 um, (ThermoFisher Scientific, USA)
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e Syncronis C18, (100x4.6) mm, velikost ¢astic 3 um, (ThermoFisher Scientific,
USA)

e ACE Excel 3 CI18-PFP, (100%x3) mm, velikost castic 3 pum, (Advanced
Chromatography Technologies LTD, Velka Britanie)

e ZirChrom®-MS, (150%4.6) mm, velikost ¢astic 5 pm, (ZirChrom Separations, Inc.,
USA)

Laboratorni vybaveni

Analytické vahy — Sartorius A200S, Ceska republika

Vakuové filtracni zafizeni s nylonovym filtrem (45 pum)

Laboratorni sklo, banky, kadinky, odmérné banky, odmérné vélce, kyvety, pipety,

mikropipety, vialky, vortex

4.3 Standardy

Molekularni sondy byly pfipraveny ve spolupraci s AzaPc group (Katedra
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy, Farmaceutickd fakulta UK v Hradci
Kralové) a Generi Biotech (Hradec Kralové). Oligodeoxynukleotidovy fetézec v rozsahu
17 bazi byl pouzit pro ptipravu standardi €. 1, 2 a 3. Oligodeoxynukleotidovy fetézec
v rozsahu 23 bazi (standardy ¢. 4-9) byl pouzit k modifikaci bazi pomoci DBCO
na 2. bazi (dale oznacovany jako 3'-konec), 13. bazi (dale oznacovany jako X), nebo
na 23. bazi (dale oznacovany jako 5'-konec) ve sméru syntézy na pevném nosici. Standard
¢. 9 reprezentoval nemodifikovanou oligodeoxynukleotidovou sekvenci bez modifikace.
Vsechny standardy (S1-S9) byly rozpustény ve 100 pl vody.

e Standard ¢. 1 (S1) —smés (1:1)
5'-FAM-GAT CAG CGT TCC ATC AG-BHQ-1-3’
5'-GAT CAG CGT TCC ATC AG-BHQ-1-3'
e Standard ¢. 2 (S2) —smés (1:1)
5'-Cy5-GAT CAG CGT TCC ATC AG-Q30-3'
5'-GAT CAG CGT TCC ATC AG-Q30-3' (1:1)
e Standard €. 3 (S3) —smés (1:1)
5'-FAM-GAT CAG CGT TCC ATC AG-Q30-3’
5'-GAT CAG CGT TCC ATC AG-Q30-3' (1:1)
e Standard ¢. 4 (S4) — Q40-DBCO-5'-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG TT-3'

45



e Standard ¢. 5 (S5) — FK8-DBCO-5"-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG TT-3'
e Standard ¢. 6 (S6) — 5-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG [DBCOdT]T-3’

e Standard ¢. 7 (S7) - 5-GTG GAT GAC CAG C[DBCOdT]G TTC GTG TT-3'

e Standard ¢. 8 (S8) — DBCO-5"-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG TT-3'

e Standard ¢. 9 (S9) - 5-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG TT-3'

4.4 Oligodeoxynukleotidové sondy

Jednoduse znacené oligodeoxynukleotidové sondy byly ptipraveny:
—na pevné fazi CPG s velikosti porti 2000 A, 1000 A, 500 A

— na pevné fAzi na bazi polystyrenu (velikost porti odpovida piiblizng 1000 A)

Jednotlivé oligodeoxynukleotidové sekvence (23 bazi) pfipravené na stejné pevné
fazi a modifikované na stejném mist¢ se liSily koncentraci znacky pti click reakci.
Veskeré vzorky uvedené nize byly nafedény na koncentraci 500 nmol/ml. Podrobné
informace o pfipravenych vzorcich shrnuje Tabulka 4.

Tabulka 4 Piehled jednoduse znacenych oligodeoxynukleotidovych sond.

Vzorek Znacka Pevna faze m(f’(;)ii“:liZce plr"(iocl;iccel‘ltl:z:ieci
Al Q40 CPG, 2000 A 3 10 uM
A2 Q40 CPG, 2000 A 3 100 uM
A3 Q40 CPG, 2000 A 3 1 mM
A4 Q40 CPG, 2000 A 3 10 mM
AS Q40 CPG, 2000 A 3 100 mM
Bl Q40 CPG, 2000 A X' 10 uM
B2 Q40 CPG, 2000 A X' 100 uM
B3 Q40 CPG, 2000 A X' 1 mM
B4 Q40 CPG, 2000 A X' 10 mM
B5 Q40 CPG, 2000 A X' 100 mM
Cl Q40 CPG, 2000 A 5 10 uM
C2 Q40 CPG, 2000 A 5' 100 uM
C3 Q40 CPG, 2000 A 5 1 mM
C4 Q40 CPG, 2000 A 5' 10 mM
Cs Q40 CPG, 2000 A 5' 100 mM
D1 Q40 CPG, 1000 A 3 100 uM
D2 Q40 CPG, 1000 A 3 1 mM
D3 Q40 CPG, 1000 A 3 10 mM
El Q40 CPG, 1000 A X' 100 uM
E2 Q40 CPG, 1000 A X' 1 mM
E3 Q40 CPG, 1000 A X' 10 mM
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F1 Q40 CPG, 1000 A 5' 100 pM
F2 Q40 CPG, 1000 A 5' 1 mM
F3 Q40 CPG, 1000 A 5' 10 mM
Gl Q40 CPG, 500 A 3 100 uM
G2 Q40 CPG, 500 A 3 1 mM
G3 Q40 CPG, 500 A 3 10 mM
H1 Q40 CPG, 500 A X' 100 uM
H2 Q40 CPG, 500 A X' 1 mM
H3 Q40 CPG, 500 A X' 10 mM
I1 Q40 CPG, 500 A 5 100 uM
2 Q40 CPG, 500 A 5' 1 mM
I3 Q40 CPG, 500 A 5' 10 mM
P1 Q40 Polystyren, 1000 A 3 100 uM
P2 Q40 Polystyren, 1000 A 3 1 mM
P3 Q40  Polystyren, 1000 A 3 10 mM
Ql Q40 Polystyren, 1000 A X' 100 uM
Q2 Q40 Polystyren, 1000 A X' 1 mM
Q3 Q40  Polystyren, 1000 A X' 10 mM
R1 Q40  Polystyren, 1000 A 5' 100 uM
R2 Q40 Polystyren, 1000 A 5’ 1 mM
R3 Q40 Polystyren, 1000 A 5’ 10 mM
1 FK8 CPG, 2000 A 3 100 uM
12 FK8 CPG, 2000 A 3 1 mM
13 FK8 CPG, 2000 A 3 10 mM
K1 FK8 CPG, 2000 A X' 100 uM
K2 FK8 CPG, 2000 A X' 1 mM
K3 FK8 CPG, 2000 A X' 10 mM
L1 FK8 CPG, 2000 A 5' 100 uM
L2 FK8 CPG, 2000 A 5’ 1 mM
L3 FK8 CPG, 2000 A 5 10 mM
M1 FKS8 CPG, 500 A 3 100 uM
M2 FK8 CPG, 500 A 3 1 mM
M3 FKS8 CPG, 500 A 3 10 mM
N1 FKS8 CPG, 500 A X' 100 uM
N2 FK8 CPG, 500 A X' 1 mM
N3 FKS8 CPG, 500 A X' 10 mM
03 FK8 CPG, 500 A 5' 10 mM
BDP1 BDP16 CPG, 500 A 5' 10 uM
BDP2 BDP16 CPG, 500 A 5' 100 uM
BDP3 BDP16 CPG, 500 A 5' 1 mM
BDP4 BDP16 CPG, 500 A 5' 10 mM
BDP5 BDP16 CPG, 500 A 5' 100 mM
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Azaftalocyanin Q40 (Obrazek 25) byl navazan na DBCO pomoci azido-alkynové

Huisgenovy cykloadice.
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Obrazek 25 Chemicka struktura azaftalocyaninu Q40.

Molekula FK8 (Obrazek 26) je derivatem akridinu a slouzi jako interkalaéni

¢inidlo pro zpevnéni vazby na fetézec DNA.
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Obrazek 26 Chemicka struktura interkala¢niho ¢inidla FKS.

Molekula BDP16 (Obrazek 27) je derivatem fluoroforu BODIPY. Toto
fluorescenéni barvivo bylo pouzito k piipravé molekularni sondy navazanim

na oligodeoxynukleotidovy fetézec na 5'-konci.

Obrazek 27 Chemicka struktura fluoroforu BDP16.
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4.5 Absorpéni spektra modifikovanych oligodeoxynukleotidi

Absorp¢ni spektra modifikovanych oligodeoxynukleotidi (Obrazek 28) byla

pouzita pro porovnani s absorpénimi spektry testovanych vzorkl k identifikaci pika

na chromatografickém zdznamu.
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Obrazek 28 Piehled absorpénich spekter modifikovanych oligodeoxynukleotidi. Q40 —
oligodeoxynukleotid se znackou Q40 na 5'-konci. FK8 — oligodeoxynukleotid se znackou FK8
na 5'-konci. BHQ-1 — oligodeoxynukleotid se znackou BHQ-1 na 3'-konci. FAM BHQ-1 —
oligodeoxynukleotid se znackou FAM na 5'-konci a BHQ-1 na 3'-konci. Cy5 Q30 -
oligodeoxynukleotid se znackou Cy5 na 5'-konci a Q30 na 3'-konci. FAM Q30 -

oligodeoxynukleotid se znackou FAM na 5'-konci

a Q30 na 3'-konci. BDP16

oligodeoxynukleotid se znackou BDP16 na 5'-konci.
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4.6 Chemikalie

Acetonitril (ACN), methanol (MeOH), 99% kyselina octovd — Sigma Aldrich, Némecko
Triethylamin (TEA) — Hadfield, Spojené kralovstvi

2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (TRIS), 36% kyselina chlorovodikova,

85% kyselina fosfore¢na — Penta, Ceska republika

Fluorid amonny — Lach-Ner, Ceska republika

4.7 Priprava pufra

Priprava roztoku TEAA

Pro ptipravu 500 ml 50 mM roztoku TEAA bylo pouZzito 12,5 ml 2M zasobniho

roztoku TEAA a 487,5 ml ¢isténé vody. Vysledny roztok byl promichan a ptefiltrovan

vakuovou filtraci pfes nylonovy filtr (45 um) do odmérmné banky. Zfedénim 2M zasobniho

roztoku TEAA byly ptipraveny také roztoky TEAA o koncentraci 5, 15, 25 mM. Hodnota

pH vysledného roztoku byla 6,3.

Priprava roztoku TRIS

Na ptipravu 500 ml roztoku TRIS o koncentraci 50 mM bylo navdzeno 3,0285 g

TRIS, ktery byl rozpustén v cca 450 ml vody a hodnota pH byla upravena na 6,3 pomoci

HCI. Vysledny roztok byl v odmérné banice doplnén vodou po rysku do 500 ml a roztok

byl prefiltrovan ptes nylonovy filtr (45 pm).

4.8 Testované chromatografické podminky

SloZeni mobilni faze:

Pratok mobilni faze:

Teplota kolonového prostoru:

Objem nastfikovaného vzorku:

Detektor:

Vodna slozka

Organicka slozka

HO

5;15;25; 50 mM TEAA
5;25; 50 mM TRIS

10 mM NH4F

20 mM H3POq4

0,6; 1,0 ml/min

40 °C; 55 °C

1 pul

PDA (260 nm)

50

ACN
MeOH



5 Vysledky a diskuze

5.1 Vybér stacionarni faze pro analyzu molekularnich sond

V prvni cCasti této prace bylo navdzano na experimenty A. Scensné [1].
V diplomové praci byly testovany chromatografické kolony s cilem dosahnout dostate¢né
rozliSeni zejména pro DLP sondu a MLP se zhaSecem. Separace téchto dvou latek byla
nejvice problematicka, protoze retencni chovani celé sondy bylo zasadné ovlivnéno
fyzikaln&-chemickymi vlastnostmi zhaSece a tedy retence DLP i MLP byla obecné velice
podobna. V rdmci této prace bylo testovdno celkem 7 odliSnych chromatografickych
kolon a pro kazdou kolonu bylo zkouSeno nalézt optimalni chromatografické podminky.
K vybéru chromatografické kolony byly pouzivany standardy S1-S3. MLP S4 a S5 byly
analyzovany za stejnych podminek. Standardy byly detekovany PDA detektorem
pfi 260 nm a piky byly identifikovany pomoci UV-VIS spekter, viz Obrazek 28.

5.1.1 Kolona Hypersil™ BDS C18

Prvni testovanou kolonou byla Hypersil™ BDS C18. Chromatograficka kolona
Hypersil™ BDS C18 obsahovala deaktivované silanolové skupiny v €asticich o velikosti
2,4 um. Uvodni mé&feni bylo provadéno za pouziti gradientu 50 mM TEAA v ACN 10—
70 % (3,5-33,5 min). Za téchto podminek nebylo dosazeno uspokojivych vysledk.
Chromatografické piky byly kromé jednoduse znacenych oligodeoxynukleotidti (S4 a S5)
nizké, Siroké nebo byly eluovany v mrtvém case. Pocate¢ni mnozstvi organické faze
v gradientu TEAA 50 mM/ACN bylo zvySeno, gradient ACN 40-70 % (3,5-33,5 min).
Zvyseni podilu ACN v mobilni fazi nepfineslo vyrazné zlepSeni vysledkl. Proto bylo
zkouseno prodlouzeni ¢asu analyzy a zpomaleni nastupu organické faze. Analyza byla
prodlouZena o vice jak 30 minut a gradient byl ACN 40-70 % (3,5-66,5 min). Nicmén¢
ani tento pokus nevedl ke zlepSené separaci a chromatogramy vypadaly velmi podobné.
Nejlepsi dosazené chromatogramy kazdého standardu byly vyexportovany (Obrazek 29).
Nase vysledky korespondovaly se zavéry v diplomové préci. Z t€ vyplynulo, ze k separaci
oligodeoxynukleotidovych sond s navdazanym fluoroforem FAM bylo lepSi pouzit
v mobilni f4zi TRIS misto TEAA. Smé&s MLP a DLP standardu S2 byla od sebe rozdélena

jako jedind. OvSem piky chvostovaly a rozliSeni bylo nizké.
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Obrazek 29 Srovnani vybranych chromatografickych zdznaml standard S1-S5 na koloné
Hypersil™ BDS C18. S1 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B
(73:27), teplota 40 °C, prutok 1 ml/min. S2, S3 — mobilni faize A: 50 mM TEAA, B: ACN,
gradient A:B, 0-3,5 min (40 % B), 3,5-66,5 min (40—70 % B), 66,5-68 min (70 % B), 68—68,5
min (70—40 % B), 68,5-73 min (40 % B), teplota 40 °C, pritok 1 ml/min. S4, S5 — mobilni faze
A: 50 mM TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0-3,5 min (10 % B), 3,5-33,5 min (10—70 % B),
33,5-35 min (70 % B), 35-35,5 min (70—10 % B), 35,5-40 min (10 % B), teplota 40 °C, pratok
1 ml/min

5.1.2 Kolona Xbridge BEH C18 XP

Jako druha kolona byla vybrana Xbridge BEH C18 XP s velikosti ¢astic 2,5 pm.
Jednalo se o kolonu s hybridni stacionarni fazi, kterd se vyznacovala vysokou stabilitou.
Ethylenem zesit'ované hybridy poskytovaly chemickou, mechanickou i teplotni odolnost.

Pocate¢ni chromatografické podminky byly stejné jako v kapitole 5.1.1 a separace byla
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zkouSena v izokratickém modu. Nejlepsi dosazené vysledky jsou zobrazeny nize
(Obrazek 30). U S1 nebylo mozné rozlisit jednoduse znaceny a dvojité znaceny
oligodeoxynukleotid. DLP byly pii separaci oddéleny od oligodeoxynukleotidu
s navazanym zhaSeCem v piipad¢ standardi S2 a S3 za podminek popsanych nize.
Zapomoci  gradientové  metody byly separovany  jednoduSe  znacené
oligodeoxynukleotidy (S4 a S5) pii pouziti 50 mM TEAA v ACN 40-70 % (3,5—
33,5 min). Standard S5 se zacal d€lit na dva izomery. Tyto izomery vznikly diky moZnosti

navazani znacky FK8 na DBCO ze dvou stran, viz Obrazek 24.
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Obrazek 30 Srovndni vybranych chromatografickych zaznamt standardt S1-S5 na koloné
Xbridge BEH C18 XP. S1 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B
(75:25), teplota 40 °C, pritok 1 ml/min. S2, S4 a S5 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN,
gradient A:B, 0-3,5 min (40 % B), 3,5-33,5 min (40—70 % B), 33,5-35 min (70 % B), 35-35,5
min (70—40 % B), 35,540 min (40 % B), teplota 40 °C, pritok 1 ml/min. S3 — mobilni faze A:
50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B (82:18), teplota 40 °C, pritok 1 ml/min.
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5.1.3 Kolona Clarity® Oligo-RP™

Dal§i kolona k testovdni byla vybrana Clarity® Oligo-RP™. Tato kolona
obsahovala Castice o velikosti 3 um vyrobené TWIN™ technologii. Stfed ¢astice oxidu
kiemicitého nebyl béhem vyrobniho procesu zménén a byla tedy zachovana mechanicka
pevnost a tuhost. Zatimco povrch dcastice byl chranén pied chemickymi vlivy
anorganicko-organickou vrstvou. Kolona byla vyvinuta specidln€¢ pro separaci
oligodeoxynukleotidi. Chromatografické podminky testované vyse s pouzitim TEAA
50 mM/ACN nebyly vhodné pro S1 a S2, tak bylo upraveno mnozstvi ACN v mobilni
fazi, gradient ACN 40-90 % (3,5-33,5 min). Separace za izokratickych podminek byla
rovnéz testovana. U S1 byl ¢astecné oddélen MLP od DLP pii 20 % ACN v izokratickém
modu. Smés S2 byla eluovana aZ po manudlnim zvySeni na 60 % ACN. Pro S3 a S4 byly
nejlepsi chromatogramy v gradientu s vy$§im mnoZzstvim ACN 40-90 % (3,5-33,5 min).
Pro S5 bylo nejvyhodnéjsi analyzovat modifikované oligodeoxynukleotidy pomoci
izokratické metody (18 % ACN). Testovana kolona byla selektivni ke v§em testovanym

standardiim a v porovnani s pfedchozi kolonou byla selektivita lepsi (Obrazek 31).
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Obrazek 31 Srovnéni vybranych chromatografickych zaznamt standardtt S1-S5 na koloné
Clarity® Oligo-RP™, S1 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B
(80:20), teplota 40 °C, prttok 1 ml/min. S2 —mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka
eluce A:B (53:47), manualné zvyseno na 60 % B v 17 min, teplota 40 °C, pritok 1 ml/min. S3,
S4 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0-3,5 min (40 % B), 3,5-33,5 min
(40—90 % B), 33,5-35 min (90 % B), 35-35,5 min (90—40 % B), 35,5-40 min (40 % B), teplota
40 °C, pratok 1 ml/min. S5 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B
(82:18), teplota 40 °C, prutok 1 ml/min.

5.1.4 Kolona Syncronis aQ a Syncronis C18
Kolona Syncronis aQ byla polarni endkapovana C18 kolona umoziujici provadét
analyzu ve 100% vodné mobilni fazi. Obsahovala Castice o velikosti 3 pm. Stejné jako

u predchozich pokusti se vychézelo ze stejnych pocatecnich podminek s pouzitim TEAA

50 mM/ACN, gradient ACN 40-90 % (3,5-33,5 min) a bylo zkouSeno nastavit podminky
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jak pro izokratickou analyzu, tak pro gradientovou analyzu. OvSem vysledky na této
kolon¢ nebyly prakticky viibec pouzitelné. Na koloné¢ byla slaba retence
oligodeoxynukleotidii a piky byly navic velmi rozmyté. Tato kolona nebyla vhodna
pro separaci modifikovanych oligodeoxynukleotidi. V navaznosti na piedchozi méteni
byla jest¢ vyzkousena podobna kolona. Syncronis C18 s velikosti ¢astic 3 um byla
klasickou obdobou kolony s kovalentné¢ navazanymi casticemi C18. Podobné jako

u predchozi kolony nebylo mozné spolehlivé detekovat jednotlivé latky.
5.1.5 Kolona ACE Excel 3 C18-PFP

Stejnou sérii experimentl byla otestovana také kolona ACE Excel 3 C18-PFP.
Tato kolona ptfedstavovala alternativu k bézné dostupnym kolonam C18 pro smési latek,
které jsou od sebe obtizné oddélitelné. Jednalo se o kolonu, kterd kombinovala C18
a pentafluorofenylovou stacionarni fazi. Na separaci se podileji hydrofobni interakce, 7-7
interakce, vodikové mustky a dipdl-dipol interakce. Jelikoz byl béhem separace
pozorovan zvyseny zpétny tlak v systému, byl pratok snizen na 0,6 ml/min
pro izokratickou 1 gradientovou metodu. Ve smési S1 nebyly rozdéleny MLP a DLP
pomoci gradientové ani izokratické metody. Dva piky byly separovany u standardi S2
a S3, kde prvni pik patfil jednoduse zna¢enému oligodeoxynukleotidu a druhy, mensi pik
prislusel dvojité znacenému oligodeoxynukleotidu. Smés S2 byla nejlépe separovana
pomoci izokratické metody (47 % ACN). Pro smés standardii S3 a jednoduse znaceny
oligonukleotid S4 bylo nejvyhodnéjsi pouzit TEAA 50 mM/ACN, gradient ACN 40—
90 % (3,5-33,5 min). Na této kolon¢€ bylo mozné spolehlivé detekovat jednoduse znaceny
oligodeoxynukleotid (S5) s TEAA 50 mM/ACN, gradient ACN 10-60 % (3,5-33,5 min),
viz Obrazek 32.
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Obrazek 32 Srovnani vybranych chromatografickych zdznamu standardit S1-S5 na kolon¢ ACE
Excel 3 C18-PFP. S1, S5 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0-3,5 min
(10 % B), 3,5-33,5 min (10—60 % B), 33,5-35 min (60 % B), 35-35,5 min (60—10 % B), 35,5—
40 min (10 % B), teplota 40 °C, prttok 0,6 ml/min. S2 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN,
izokraticka eluce A:B (53:47), teplota 40 °C, pritok 0,6 ml/min. S3, S4 — mobilni faze A: 50 mM
TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0-3,5 min (40 % B), 3,5-33,5 min (40—90 % B), 33,5-35 min
(90 % B), 35-35,5 min (90—40 % B), 35,540 min (40 % B), teplota 40 °C, prutok 0,6 ml/min.

5.1.6 Kolona ZirChrom®-MS
Posledni testovanou kolonou byla ZirChrom®-MS, ktera se od ostatnich
testovanych kolon liSila typem ¢astic a svoji délkou. Jednalo se o kolonu s reverzni fazi

obsahujici zirkoniové ¢astice o velikosti 5 um. Kolona byla o 50 mm delsi nez vSechny

piedchozi testované kolony. Nepolarni stacionarni faze byla tvofena zesitovanym

57



polybutadienem, ktery byl ukotven na povrchu deaktivovaného oxidu zirkonicitého.
Dftive pouzité izokratické ani gradientové metody nevedly ke zlepSené separaci latek.
Proto byla testovana zména ve slozeni mobilni fdze. Pro analyzu S4 byly nejlepsi
podminky pro separaci pii pouziti gradientové metody s TEAA 50 mM/ACN, gradient
ACN 40-90 % (3,5-33,5 min), viz Obrazek 33. U S5 bylo testovano misto ACN pouziti
20% MeOH v izokratickém modu. Ale pik znac¢eného oligodeoxynukleotidu se objevil az
po manudlnim zvyseni podilu MeOH na 40 %. Déle byla zkouSena uprava sloZeni mobilni
faze na 15 mM TEAA/ACN. SniZeni koncentrace TEAA se projevilo nedostatecnou
tvorbou iontového paru mezi TEA a oligodeoxynukleotidem, coz byl diivod nedostate¢né
retence (eluce v mrtvém cCase). Alternativné byl jesté¢ upraven pufr pfidanim 10 mM
NH4F, aby vysledna mobilni faze byla (50 mM TEAA+10 mM NH4F)/ACN. Ptidani
NH4F nemélo kladny efekt na vysledek analyzy. Posledni modifikaci bylo ptidani
kyseliny fosfore¢né k pufru 50mM TEAA a separace byla provadéna v mobilni fazi
(50 mM TEAA+20 mM H3PO4)/ACN. Bohuzel pouziti fosfatu neptineslo zadny benefit

v selektivité.
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Obrazek 33 Srovnani vybranych chromatografickych zdznami standard S1-S5 na koloné
ZirChrom®-MS. S1 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: MeOH, izokraticka eluce A:B (75:25),
manualné zvySeno na 40 % B v 20 min, teplota 40 °C, pritok 1 ml/min. S2 — mobilni faze A:
15 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B (70:30), teplota 40 °C, prutok 1 ml/min. S3 —
mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce A:B (53:47), teplota 40 °C, prutok
1 ml/min. S4 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0-3,5 min (40 % B), 3,5—
33,5 min (40—90 % B), 33,5-35 min (90 % B), 35-35,5 min (90—40 % B), 35,5-40 min (40 %
B), teplota 40 °C, pritok 1 ml/min. S5 — mobilni faze A: 50 mM TEAA, B: MeOH, izokraticka
eluce A:B (80:20), manualné zvySeno na 40 % B v 25 min, teplota 40 °C, pritok 1 ml/min.

Shrnuti:

vvvvvv

oddélit MLP a DLP u S1. Nepovedlo se to na kolon¢ Hypersil™ BDS C18. Podobné
vysledky byly zaznamenany na koloné¢ Xbridge BEH C18 XP. Na této C18 kolon¢ byla
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uspésné rozdelena smes dvojit¢ znacen¢ho oligodeoxynukleotidu a jednoduse znacené¢ho
oligodeoxynukleotidu (S2 a S3). U S1 k rozdé€leni smési oligodeoxynukleotidi nedoslo.
Kolony Syncronis aQ a Syncronis C18 nebyly vhodné pro separaci modifikovanych
oligodeoxynukleotidl. Zajimavé vysledky byly zaznamendny na kolon¢ ACE Excel 3
C18-PFP s modifikovanym povrchem, ale ani na této kolon¢ se nepodatilo oddélit smés
standardu S1. Na kolon¢ ZirChrom®-MS nebylo prakticky mozné separovat dvojité
znaceny oligodeoxynukleotid od jednoduse znacen¢ho oligodeoxynukleotidu v zddném
testovaném prostfedi. Kolona Clarity® Oligo-RP™ poskytovala nejlepsi vysledky
ze vSech testovanych kolon. Tato chromatograficka kolona jako jedina dokazala ¢aste¢né
separovat jednoduse znaceny oligodeoxynukleotid zhasecem BHQ-1 na 5'-konci a dvojité
znaceny oligodeoxynukleotid (S1). Proto byla v dal§im kroku vénovana pozornost
optimalizaci chromatografickych podminek pro separaci dvojit¢ znacenych

oligodeoxynukleotidovych sekvenci (S1-S3) na koloné Clarity® Oligo-RPT™,

5.2 Optimalizace podminek na koloné Clarity® Oligo-RP™

V sérii pokusit byl sledovan typ pouzitého iontové parového cinidla, jeho
koncentrace a vliv teploty na koloné. Byly testovany standardy S1, S2 a S3 s mobilni fazi
obsahujici pufr o koncentraci v rozmezi 5-50 mM TEAA. Separace znafenych
oligodeoxynukleotidii byla zasadné ovlivnéna koncentraci iontové péarového cinidla.
MnozZstvi iontil dostupnych pro vytvoreni iontového paru bylo dileZitym parametrem
pro retenci na kolon€. Experimenty byly provadény pii dvou riznych teplotach na koloné
(40 °C a 55 °C). Pro testovani byly pouzity izokratické metody s pritokem mobilni faze
1 ml/min a detekci PDA. Vzhledem k tomu, Ze standardy s azaftalocyaninovym zhaSe¢em
obsahovaly lipofilngj§i molekulu nez standardy se zhaSeCem BHQ-1, tak bylo pouzito
vys$$i mnozstvi organické faze k separaci smési standardti S2 a S3. Podrobné podminky
jsou uvedeny v piehledu chromatografickych zaznamii (Obréazek 34).

MLP a DLP v S1 byly ptekvapivé rozdéleny pouze za pouziti 5 mM TEAA
v ACN pii teploté na kolon¢ 40 °C. Vyssi koncentrace TEAA neméla pozitivni efekt
na separaci téchto latek podobné jako zvySend teplota na koloné. Vlivem vyssi
koncentrace TEAA doslo k prodlouzeni reten¢niho Casu.

Smés MLP a DLP ve S2 se podafilo rozdélit pomoci vSech tii koncentraci TEAA.
Bylo potvrzeno, Ze pii vyssi koncentraci TEAA v mobilni fazi doslo k prodlouzeni

retencnich Casii. RozlisSeni mezi MLP a DLP se zlepSilo diky vy$Simu podilu TEAA
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v mobilni fazi. ZvySena teplota neméla rozhodujici vliv na separaci, a dokonce pti 50 mM
TEAA doslo k prodlouzeni reten¢nich Cast.

Podobné vysledky byly zaznamenany u S3. ZvySend teplota na koloné¢ m¢éla
negativni efekt na separaci MLP a DLP pii pouziti 25 mM TEAA a 50 mM TEAA.
Pti pouziti 5 mM TEAA nebyl prakticky zadny rozdil mezi testovanymi teplotami.

Z vysledkt vyplynulo, ze pfi pouziti niz8i koncentrace pufru TEAA byly piky
znaéenych oligodeoxynukleotidii §ir$i. Cim vyssi byla koncentrace pufru, tim byl &as
analyzy delsi, s vyjimkou S1 u 25 mM TEAA. Nicméné¢ koncentrace 50 mM TEAA
v kombinaci s acetonitrilem se zddla jako nejvhodnéjsi pro mobilni fazi pfi separaci
znacenych oligodeoxynukleotidii (S2 a S3). Celkovy ¢as analyzy byl o néco malo delsi
nez u koncentraci 5 mM a 25 mM TEAA, ale rozliSeni separovanych molekul bylo lepsi.
Ukazalo se, Ze pti pouziti 5 mM TEAA bylo v mobilni fazi ptili§ malé mnozstvi TEA
k vytvoteni stabilniho iontového paru pro standardy S2 a S3. Naopak v ptipadé S1 se
zapomoci 5 mM TEAA v ACN podafilo separovat jednoduse znaceny
oligodeoxynukleotid a dvojité¢ znaceny oligodeoxynukleotid v izokratickém modu.
V nékterych piipadech doslo pti zvySené teploté naopak k prodlouZeni analyzy, a proto

temperace kolonového prostoru ziistala pro dalsi experimenty nastavena na 40 °C.
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Obrazek 34 Piehled chromatogramii standardt (S1, S2 a S3) za pouziti tii koncentraci TEAA
v mobilni fazi pfi teploté na kolon¢ 40 °C (Cerng) a 55 °C (rGzove). S1 — mobilni faze A: 50 mM
TEAA (25 mM), B: ACN, izokraticka eluce A:B (75:25). S1 — mobilni faze A: 5 mM TEAA, B:
ACN, izokraticka eluce A:B (80:20). S2, S3 — mobilni faze A: 50 mM TEAA (25 mM), B: ACN,
izokraticka eluce A:B (50:50). S2, S3 — mobilni faze A: 5 mM TEAA, B: ACN, izokraticka eluce
A:B (53:47).

V nasledujicim experimentu byl vyzkouSen jiny typ iontové parového cCinidla.
Misto TEA byl zvolen TRIS, ktery byl testovan stejné jako u predchozich pokusi ve tfech
riznych koncentracich (5 mM, 25 mM a 50 mM). Podobné jako pfi testovani TEAA
v mobilni fazi doSlo u S1 k GispéSné separaci jednoduse znaceného oligodeoxynukleotidu
od dvojit€¢ znacené¢ho oligodeoxynukleotidu pii pouziti 5 mM TRIS (Obrazek 35).
Pti zvySeni koncentrace TRIS v mobilni fazi na 25 mM nedoslo ke zlepSeni separace,
a proto koncentrace 50 mM uz nebyla testovana. V piipadé standardid S2 a S3 analyza
v prostiedi TRIS nepfinesla v porovnani s TEAA zlepSeni ani v jedné testované
koncentraci. Za pouziti koncentrace 25 mM TRIS byla jesté¢ zkouSena separace
pfi zvySené teplote, ale vyssi teplota nepfinesla Zddné zlepSeni v rozliSeni ani redukci

retenc¢nich ¢asu.
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Obrazek 35 Prehled chromatogramti standarda (S1, S2 a S3) za pouziti tfi koncentraci TRIS
v mobilni fazi. Pfi pouziti 25 mM TRIS byly testovany dvé teploty na kolon€ 40 °C (ern¢)
a 55 °C (rizove). S1 —mobilni faze A: 25 mM TRIS, B: ACN, izokraticka eluce A:B (75:25). S1
—mobilni faze A: 5 mM TRIS, B: ACN, izokraticka eluce A:B (80:20). S2, S3 — mobilni faze A:
50 mM TRIS, B: ACN, izokraticka eluce A:B (50:50). S4, S5 — mobilni faze A: 25 mM TRIS, B:
ACN, izokraticka eluce A:B (53:47). S2 — mobilni faze A: 5 mM TRIS, B: ACN, izokraticka
eluce A:B (53:47). S3 — mobilni faze A: 5 mM TRIS, B: ACN, izokraticka eluce A:B (50:50).

Shrnuti:

Nejlepsi chromatografické podminky pro separaci MLP a DLP v S1 byly pti40 °C
v mobilni fazi 5 mM TRIS/ACN (80:20). Nejlepsi chromatografické podminky
pro separaci MLP a DLP v S2 a S3 byly shodné¢ izokratickou metodou pii 40 °C v mobilni
fazi 50 mM TEAA/ACN (50:50). V porovnani s vysledky Mgr. S€ensné byly naSe
nejlepsi podminky odliSné pii separaci standardu S3. V diplomové préaci bylo
doporuc¢ovano pouzit 50 mM TRIS k separaci oligodeoxynukleotidu s navdzanym
azaftalocyaninovym zhaSecem a fluoroforem FAM. Dalsi odlisnosti bylo, Zze zvySena
teplota na kolon& Clarity® Oligo-RP™ nezlepsila separaci smési MLP a DLP. Naopak
bylo potvrzeno, ze pro oligodeoxynukleotidy znacené zhaseCem BHQ-1 a fluoroforem
FAM bylo nejlepsi pouziti pufru TRIS, jen separace na kolon& Clarity® Oligo-RP™

vyzadovala niz§i koncentraci (5 mM TRIS).
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5.3 Vyvoj metody pro hodnoceni post-syntetické modifikace

oligodeoxnukleotidovych sond pomoci click reakce

V této casti byla pozornost veénovana separaci jednoduse znacenych
oligodeoxynukleotidl a necistot, které se mohou vyskytnout ve vzorku pii jejich ptiprave.
Standardy (S6-S9) predstavovali rezidua pii syntéze jednoduSe znacenych
oligodeoxynukleotidi. Pokud byla modifikovanda baze s DBCO pritomna
v oligodeoxynukleotidu, ale selhalo navazani znacky na DBCO, tak ve vzorku zistal
ptitomny oligodeoxynukleotid s modifikovanou bazi s DBCO na 3’-konci (S6), uprostied
fetézce (S7) nebo na 5'-konci (S8). Pii syntéze mohl ve vzorku zlstat také
nemodifikovany oligodeoxynukleotidovy fetézec bez DBCO (S9). Na zacatku byla
separace standardd testovana v izokratickém moédu 50 mM TEAA (25 mM TEAA)
v ACN. S vyjimkou S9 trvala separace vice n€Z 15 minut. Proto byla aplikovana
gradientovd metoda s mobilni fazi 25 mM TEAA/ACN a 50 mM TEAA/ACN.
U testovanych standardii byl potvrzen stejny trend jako u ptfedchozich experimentt.
Pti pouziti 25 mM TEAA/ACN byla analyza o trochu krat$i nez s 50 mM TEAA/ACN,
ale uspora ¢asu (1-2 minuty) nebyla nijak zasadni (Obrazek 36). Analyza standardi byla
jesté zkousSena alternativné v prostiedi 25 mM a 50 mM TEAA v methanolu. Elu¢ni sila
methanolu byla slabsi nez v ptipad¢ acetonitrilu. Navic chromatograficka metoda byla

delsi, a proto byl vybran ACN.
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Obriazek 36 Chromatogramy standardii S6-S9. Kolona Clarity® Oligo-RP™, mobilni faze A:
50 mM TEAA modie (25 mM TEAA cern¢), B: ACN, gradient A:B, 0-2,5 min (11 % B), 2,5—
16,5 min (11525 % B), 16,520 min (25 % B), 20-20,5 min (25—11 % B), 20,5-25 min
(11 % B), teplota 40 °C, prttok 1 ml/min, detekce PDA.

Gradientovd metoda 2,5-20 min (10—50 % ACN) s mobilni fazi 50 mM
TEAA/ACN byla pivodné dlouhd 28 minut. Z experimentti vyplynulo, ze 50 % ACN
nemélo dostatecnou elucni silu pro standard €. 4. Po optimalizaci mnozstvi ACN a doby
analyzy jsou vysledné podminky pro separaci nemodifikovanych oligodeoxynukleotidii
a modifikovaného oligodeoxynukleotidu znackou Q40 shrnuty v tabulce 5. Pro analyzu
molekularni sondy se znaCkou FK8 bylo sniZeno mnozstvi acetonitrilu a celkovy cas

analyzy byl zkracen o 1 minutu (Tabulka 5).
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Tabulka 5 Piehled chromatografickych podminek pro separaci oligodeoxynukleotidti se znackou
Q40 a FKS.

Kolona: Clarity® Oligo-RP™, 3 um, 4.6 x 100 mm
Teplota kolony: 40 °C

Mobilni faze: 50 mM TEAA (A) : ACN (B)

Pratok mob. faze: 1 ml/min

Dévkovany objem: 1wl

Detektor: PDA
Gradientova eluce: Znacka Q40 Znacka FK8
Cas (min)  Slozka B (%) | Cas (min) Slozka B (%)
0,0 10 0,0 10
0,5 10 0,5 10
10,0 85 10,0 46
13,0 85 12,0 46
13,5 10 12,5 10
17,0 10 16,0 10
Celkovy ¢as metody: 17 min 16 min
Shrnuti:

Jak jiz bylo uvedeno, tak pravé navdzand znacka byla zasadni pro retenci
na kolon¢€. Na zéklad¢ chromatografickych zaznami byla demonstrovana pouzitelnost
téchto metod k hodnoceni post-syntetické modifikace pfi ptipravé jednoduSe znacenych
oligodeoxynukleotidli znackou Q40 (Obrazek 37) a FK8 (Obrazek 38). V prvnim ptipade
pfi porovnani retencnich casii byl na koloné¢ nejméné zadrZzovany nemodifikovany
oligodeoxynukleotid (S9), nasledovany modifikovanymi oligodeoxynukleotidy s DBCO
(S6-S8) a nejvice byl zadrzovany oligodeoxynukleotid se zhasecem Q40 (S4).
Ve druhém ptipad¢ byl nejprve z kolony eluovan nemodifikovany oligodeoxynukleotid
(S9), nésledovany oligodeoxynukleotidem s FK8 (S5) a nakonec modifikované

oligodeoxynukleotidy s DBCO (S6-S8).
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Obrazek 37 Porovnani chromatogramil S4 s koncentraci znacky Q40 pfi click reakci 10 mM
(zeleng), S6 (hn&dg), S7 (modie), S8 (rizoveé) a S9 (Serné). Kolona Clarity® Oligo-RP™, mobilni
faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0-0,5 min (10 % B), 0,5-10 min (10—85 % B),
10-13 min (85 % B), 13-13,5 min (85—10 % B), 13,5-17 min (10 % B), teplota 40 °C, prtutok
1 ml/min, detekce PDA.
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Obrazek 38 Porovnani chromatogramt S5 s koncentraci znacky FKS8 pfi click reakci 10 mM
(zeleng), S6 (hn&dg), S7 (modie), S8 (rizoveé) a S9 (Serné). Kolona Clarity® Oligo-RP™, mobilni
faze A: 50 mM TEAA, B: ACN, gradient A:B, 0—0,5 min (10 % B), 0,5-10 min (10—46 % B),
10-12 min (46 % B), 12-12,5 min (46—10 % B), 12,5-16 min (10 % B), teplota 40 °C, prtutok
1 ml/min, detekce PDA.

5.4 Analyza oligodeoxynukleotidii se znackou Q40

Na zaklad¢ chromatografické metody vyvinuté specificky pro jednoduse znacené
oligodeoxynukleotidy znackou Q40 byly analyzovany vzorky pfipravené na rtznych
typech pevné faze. Byly porovnavany vzorky pfipravované na pevné fazi CPG s velikosti
pori 2000 A, 1000 A, 500 A a vzorky pFipravované na pevné fazi na bazi polystyrenu.

Na vSech c¢tyfech typech pevné faze byly syntetizovany vzorky s koncentraci navazané
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znacky 100 uM, 1 mM a 10 mM. Ziroven bylo mozné navic otestovat vzorky
oligodeoxynukleotidli zna¢enych 10 pM a 100 mM koncentraci znacky Q40 pripravené

na pevné fazi s velikosti porti 2000 A.
5.4.1 CPG pevna faze

Z chromatogramtl (Obrazek 39) je patrné, Ze retencni Cas oligodeoxynukleotidii
s navazanou znackou uprostied fetézce byl o néco kratSi nez u vzorkll se znackou
na 3’-konci a 5'-konci. Azaftalocyanin Q40 navazany uprostied fetézce byl nejspis
zastinén okolnimi nukleotidy a hydrofobicita sondy byla nizsi. Mezi vzorky s modifikaci
na obou koncich prakticky nebyl rozdil v retenci.

Obecné je mozné Fict, Ze na pevné fazi s velikosti pord 2000 A se podatilo celkem
uspésné pripravit pouze oligodeoxynukleotidy znacené na 5'-konci. Nejlepsi vysledek byl
pozorovan pii pouZiti znacky s koncentraci 1 mM pfi click reakci (C3). Znaceni uprostied
sekvence bylo neefektivni bez zdsadniho vlivu koncentrace zhasece na vysledek. Znaceni
na 3'-konci prakticky neprobéhlo ani pii jedné z dostupnych koncentraci a pievazovaly
oligodeoxynukleotidy pouze s DBCO, viz Obrazek 40.

Podobné vysledky byly pozorovany u vzorkl pfipravenych na pevné fazi CPG
s velikosti porti 1000 A. Nejvyssi mnozstvi navazané znacky na oligodeoxynukleotid
bylo opét na 5'-konci s koncentraci zhdSe¢e 1 mM pii click reakei (F2).

Nejlepsi vysledky bylo moZné pozorovat u vzorkl pfipravenych na pevné fazi
s velikosti por 500 A. Nejenze jsme dokdzali zaznamenat viditelné mnoZstvi
oligodeoxynukleotidu se znackou na 5'-konci, ale poprvé bylo zaznamenano vyrazngjsi
mnozstvi oligodeoxynukleotidu se zhaSeCem uprostied fetézce bez ziejmych necistot
(vzorky H2 a H3). Nejvice navdzané znacky uprostied fetézce bylo pii koncentraci 1 mM
pfi click reakci. OvSem v piipad¢ navazdni znacky na 5'-konci bylo nejvice
azaftalocyaninového zhaSece s koncentraci 10 mM pii click reakci (13). BohuZzel ani
na pevné fazi s velikosti porti 500 A se nepodafilo zaznamenat oligodeoxynukleotid
s navazanym zhaSeCem Q40 na 3'-konci u Zadné testované koncentrace, patrné diky

sterickému efektu jako u vSech pfedchozich materiali.
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Obrazek 39 Porovnani chromatografickych zaznamut oligodeoxynukleotid se znackou Q40 na 3’-konci, uprostied fetézce (X') a na 5'-konci (koncentrace
znacky pfi click reakci: 10 mM rizove, 1 mM ¢erné, 100 uM modie). Soucasné je zde porovnani vzorkl pfipravenych na pevné fazi CPG s velikosti poru
2000 A, 1000 A a 500 A. Analyzovano metodou vyvinutou pro oligodeoxynukleotidy se znackou Q40. Pozn. u vzorkidi D1 a D2 se nepodafilo detekovat zadny
pik, patrn€ doslo k chybé pii jejich zpracovani. Elu¢ni potadi: nemodifikovany oligodeoxynukleotid (t=4 min), oligodeoxynukleotid s DBCO (=6 min)
a oligodeoxynukleotid se znackou Q40 (t=9 min), viz Obrazek 37.
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Z hlediska pouzitého mnozstvi zhaSece Q40 se pro znaceni na 5'-konci jevi jako
nejlepsi koncentrace 1 mM. Vzhledem k obtizim se znacenim je vliv koncentrace

na vysledek znaceni na 3’-konci a uprostied fetézce tézko hodnotitelny (Obrazek 40).
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Obrazek 40 Porovnani chromatografickych zdznamui oligodeoxynukleotidii se znackou Q40
na 3'-konci, uprostied fetézce (X') a na 5'-konci (koncentrace znacky pii click reakci: 100 mM
hnéde€, 10 mM razove, 1 mM cerné, 100 uM modie, 10 uM zelené) piipravenych na pevné fazi
CPG s velikosti pori 2000 A. Analyzovano metodou vyvinutou pro oligodeoxynukleotidy se
znackou Q40. Pozn.: u vzorku B1 se nepodaftilo detekovat zadny pik, patrné doslo k chybé pfi jeho
zpracovani. Elu¢ni pofadi: nemodifikovany oligodeoxynukleotid (t—=4 min), oligodeoxynukleotid
s DBCO (t=6 min) a oligodeoxynukleotid se znackou Q40 (t=9 min), viz Obrazek 37.

5.4.2 Polystyrenova pevna faze

V grafické podob& bylo mozné srovnadvat oligodeoxynukleotidy s navazanou
znackou Q40 pfipravené na pevné fazi na bazi polystyrenu (Obrazek 41). Na této pevné
fazi s nejvetsi pravdépodobnosti doSlo ke sprdvnému navazani modifikované baze
s DBCO na oligodeoxynukleotid bez ohledu na lokaci. Z ptehledu dale plyne, zZe
koncentrace zhdsece 1 mM se zdala byt dostatecna i v piipad€ syntézy na polystyrenové

pevné fazi. Zajimavé bylo, Ze se ndm nepodafilo pfipravit vzorky s navdzanou znackou
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Q40 na 5'-konci v takovém mnozstvi jako na pevné fazi CPG bez ohledu na velikost pori.
Diky tomu zistala dominantni pozice pro pfipravu vzorkil s navdzanou znackou Q40

na 5'-konci sklenénému pevnému nosici s kontrolovanou velikosti pora.

Znacka: Q40 Pevna faze: Polystyren
= 10 mM
=1 mM
% =100 pM
3 g
£
2
= _‘____’___)J\,ML P3
____H___,M.A.?J P
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)\ P1
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_,———-"JJ\]L\_—AK\,‘__‘_‘_——__\ Q3

e L__qLF ot
A
T T T Ql
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£
[=]
e
R3
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. . . R1
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Obrazek 41 Porovnani chromatografickych zaznamt oligodeoxynukleotidi se znackou Q40
na 3'-konci, uprostred fetézce (X') a na 5'-konci (koncentrace znacky pii click reakci: 10 mM
ruzové, 1 mM cCerné, 100 uM modie) pfipravenych na pevné fazi na bazi polystyrenu.
Analyzovano metodou vyvinutou pro oligodeoxynukleotidy se znackou Q40. Elu¢ni potadi:
nemodifikovany oligodeoxynukleotid (t=4 min), oligodeoxynukleotid s DBCO (t=6 min)
a oligodeoxynukleotid se znackou Q40 (=9 min), viz Obrazek 37.

Shrnuti:

Z vysledkli vyplynulo, Ze pro pfipravu znacené¢ho oligodeoxynukleotidu
azaftalocyaninem Q40 se zda byt idedlni koncentrace zhaSece Q40 pfi click reakci | mM
bez ohledu na typ pevné faze. MenSi mnoZstvi zhdSece nebylo ve vétSin¢ piipad
dostate¢né pro navazani na oligodeoxynukleotidovy fetézec. Naopak vys§i mnozstvi nez
I mM nemélo pfi navazovani takovy efekt, aby bylo pouziti vyhodné, s vyjimkou

navazani znaéky na 5’-konec na pevné fazi CPG s velikosti porti 500 A. V piipadé pevné
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faze CPG se ani v jednom piipadée nepodatilo pripravit oligodeoxynukleotidy se znackou
Q40 na 3'-konci v dostate¢ném mnozstvi. Pravdépodobné to souviselo s velikosti
molekuly Q40, ktera byla vzhledem ke zplisobu syntézy v tésné blizkosti pevné faze
a nedokazala se pfiblizit k DBCO na 2. bazi. Pevna faze CPG s pory o velikosti 2000 A
byla vhodna pouze pro pfipravu sond znacenych na 5'-konci. Zajimavé bylo, Ze na pevné
fazi na bazi polystyrenu se podafilo pfipravit oligodeoxynukleotidy s navazanym
zhaSecem na vSech tfech mistech.

Zavérem bylo mozné konstatovat, ze pro piipravu oligodeoxynukleotidu se
znackou Q40 je doporuceno: na 3'-konci pouzivat polystyrenovou pevnou fazi;
k ptipravé oligodeoxynukleotidii znaCenych uprostied fetézce pevnou fazi CPG

s velikosti porti 500 A; na 5'-konci pevnou fazi CPG s velikosti porti 2000 A.

5.5 Analyza oligodeoxynukleotidii se znackou FK8

Oligodeoxynukleotidy s interkalacnim ¢inidlem FK8 byly pfipraveny na pevné
fazi CPG s velikosti porit 2000 A a 500 A. Oligodeoxynukleotidy byly pfi click reakci
modifikovany roztokem znacky o koncentracich 100 uM, 1 mM a 10 mM. Vzorky se
zna¢kou na 5'-konci pfipravené na pevné fazi s velikosti porti 500 A byly v dobé testovani
piipraveny pouze s koncentraci znacky 10 mM, viz Obrazek 42.

Modifikace oligodeoxynukleotidu na 3'-konci na pevné fazi s velikosti port
2000 A se podafilo piipravit bez ptitomnosti vyraznéjsich nedistot (Obrazek 42). Jako
nejlepsi pro modifikaci se ukézala 10 mM koncentrace (J3). Velice podobné na tom byly
také vzorky se znaCkou FK8 umisténou uprostied fetézce (K3) a na 5'-konci (L3).

K porovnani byly jesté vzorky, které byly syntetizovany na pevné fazi s velikosti
port 500 A. Dle vysledkdl se podatilo oligodeoxynukleotid modifikovat ve vysokém
mnozstvi. U znacky na 5'-konci bylo srovnatelné mnozstvi navédzano
na oligodeoxynukleotidovou sekvenci pii pouziti znacky s koncentraci 1 mM 1 10 mM
pti click reakci (M2 a M3). V ptipad¢ znacky uprostied fetézce byl nejlepsi vysledek
pozorovan pii pouziti znacky s koncentraci 1 mM pfi click reakeci (N2). Vzorek O3
obsahoval oligodeoxynukleotid se znackou FK8 a zifejm&€ néjaké mnoZstvi
nemodifikovaného oligodeoxynukleotidu. Pro kompletni srovnani by bylo dobré doplnit

vzorky pfipravené na 5'-konci také se znackou FK8 o koncentracich 100 pM a 1 mM.
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Obrazek 42 Porovnani chromatografickych zaznamut oligodeoxynukleotidii se znackou FK8
na 3'-konci, uprostred fetézce (X') a na 5'-konci (koncentrace znacky pii click reakci: 10 mM
ruzové, 1 mM Cerné, 100 uM modie). Soucasné je zde porovnani vzorkid ptipravenych na pevné
fazi CPG s velikosti pora 2000 A a 500 A. Analyzovano metodou vyvinutou
pro oligodeoxynukleotidy se znackou FK8. Pozn.: u vzorku N3 se nepodarilo detekovat zadny
pik, patrné¢ doSlo k chybé pfi jeho zpracovani. Elu¢ni poradi: nemodifikovany
oligodeoxynukleotid (t—4 min), oligodeoxynukleotid se znackou FK8 (t=7 min)
a oligodeoxynukleotid s DBCO (t=8 min), viz Obrazek 38.

Shrouti:

Na zéklad¢ dostupnych vysledkl je mozné konstatovat, Ze 100 uM koncentrace
FK8 byla pfili§ mala na to, aby doSlo k navazani na oligodeoxynukleotidovy fetézec
stejné jako v piipadé znacky Q40. Dostacujici koncentrace FK8 k navéazani
na oligodeoxynukleotidovy fetézec bez ohledu na misto vazby byla 1 mM. Bohuzel

k vzajemnému porovnani nebyly k dispozici vzorky pfipravené na pevné fazi CPG
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s velikosti port 1000 A a na polystyrenové fazi, které by bylo dobré pro tplnost doplnit.
Pevna faze s velikosti porti 500 A byla vhodngj$i pro piipravu vzorkl znagenych
molekulou FK8 na 3’-konci a uprostied fetézce. Mnozstvi navazané znacky se zda byt
vy$§i nez v ptipadé pevné faze s velikosti pord 2000 A. S ohledem na to, Ze ndm chybély
vzorky se znatkou FK8 na 5'-konci pfipravené na pevné fazi s velikosti porti 500 A, l1ze
v soucasné chvili doporucit provadét post-syntetické modifikace znackou FKS
na 5'-konci na pevné fazi s velikosti pord 2000 A. V porovnani se vzorky znadenymi
zhasec¢em Q40 se ndm na pevné fazi o velikosti porti 2000 A povedlo pfipravit vzorky
s navazanou znackou FK8 na 3’-konci, uprostied fetézce a na 5'-konci. Znacka FK8 se
dokazala 1épe vmezeftit do port pevné faze nez objemna struktura azaftalocyaninu a click

reakce probé&hla podstatné 1épe na vSech tfech mistech oligodeoxynukleotidu.

5.6 Analyza oligodeoxynukleotida se znackou BDP16 — pilotni vzorky

V navaznosti na pfedchozi analyzy byla jesté¢ optimalizovana HPLC metoda
pro monitorovani ptipravy jednoduse znacenych molekuldrnich sond s navazanou
molekulou fluoroforu BDP16. Oligodeoxynukleotidy byly pfipraveny stejnym zplisobem
jako predchozi vzorky znacené Q40 a FK8. Na pevné fazi CPG s velikosti porti 500 A
bylo pfipraveno celkem pét pilotnich vzorkli zna¢enych pouze na 5'-konci. Jednalo se jen
o pilotni testovani a chromatografické podminky byly upraveny tak, abychom dosahli
separace znacenych a nemodifikovanych oligodeoxynukleotidii (Tabulka 6).

Tabulka 6 Prehled chromatografickych podminek pro separaci vzorkid se znackou BDP16.

Kolona: Clarity® Oligo-RP™, 3 um, 4.6 x 100 mm
Teplota kolony: 40 °C

Mobilni faze: 50 mM TEAA (A) : ACN (B)

Pratok mob. faze: 1 ml/min

Dévkovany objem: 1wl

Detektor: PDA
Gradientova eluce: Cas (min)  Slozka B (%)
0,0 10
0,5 10
10,0 70
20,0 70
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20,5 10
24,0 10

Celkovy ¢as metody: 24 minut

Shrouti:

Z vysledkt vyplynulo, Ze stejné jako v ptedchozich ptipadech nebyla koncentrace
znacky 10 uM pro modifikaci efektivni (Obrazek 43). U vzorku BDP4 se podafilo navazat
znacku BDP16 na oligodeoxynukleotid v pfijatelném mnoZzstvi a koncentrace 10 mM
pii click reakci se jevila jako dostate¢nd. OvSem také u tohoto vzorku bylo
na chromatogramu vidét vyrazné mnozstvi nemodifikovaného oligodeoxynukleotidu,
kdy ziejmé doSlo k problému pii syntéze oligodeoxynukleotidu s DBCO. ZvySeni
koncentrace BDP16 na 100 mM jiz nepfineslo zlepSeni. Bylo pozorovéano, Ze pik
oligodeoxynukleotidu s navazanou znackou BDP16 byl rozsifeny diky vzniku dvou
izomeru pfi click reakci, podobné jako v ptipad¢ molekuly FK8. Vzhledem k tomu, ze se
jednalo pouze o pilotni méfeni a k dispozici nebyly kompletni vzorky k porovnani, tak je
aktudlné doporucovano k modifikaci pouzivat koncentraci znacky pfi click reakci 10 mM.
Bylo prokézéno, Ze také naSe tfeti chromatograficki metoda byla pouzitelna
k monitorovani ptipravy modifikovanych oligodeoxynukleotidti s odlisnou znackou.
Bylo by urcité zajimavé sledovat post-syntetickou modifikaci oligodeoxynukleotidu
s fluorescen¢nim barvivem BDP16 také na 3'-konci a uprostied fetézce. RovnéZz by bylo
vhodné doplnit méteni o vysledky vzorki, které¢ by byly pfipraveny na raznych typech

pevne faze.

BDP5 (100 mM)
BDP4 (10 mM)
BDP3 (1 mM)
BDP2 (100 pM)
BDP1 (10 M)

Absorbance (mAu)

Cas (min)

Obrazek 43 Porovnani chromatografickych zaznami oligodeoxynukleotidi se znackou BDP16
na 5'-konci (koncentrace znacky pii click reakci: 100 mM hnéd€, 10 mM ruzove, 1 mM cerné,
100 uM modie, 10 pM zelen&) piipravenych na pevné fazi CPG s velikosti pori 500 A.
Analyzovano metodou vyvinutou pro oligodeoxynukleotidy se znackou BDP16. Elu¢ni poradi:
nemodifikovany oligodeoxynukleotid (t=4 min), oligodeoxynukleotid s DBCO (t=7 min)
a oligodeoxynukleotid se znackou BDP16 (=9 min).
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6 Zavér

V prvni casti rigorézni prace bylo otestovano celkem 7 rGznych
chromatografickych kolon k separaci dvojit¢ znacenych oligodeoxynukleotidli
od jednoduse znadenych oligodeoxynukleotidii. Kolona Clarity® Oligo-RP™ méla
nejlepsi selektivitu pro separaci jednoduse a dvojité znacenych sond obsahujici znacky
Q30, FAM, BHQ-1, Cy5, Q40 a FK8. U S1 se nam ptekvapivé podafilo separovat
oligodeoxynukleotid s navazanym zhaSecem BHQ-1 od oligodeoxynukleotidu
s navazanym fluoroforem FAM a zh4Secem BHQ-1 v mobilni fazi s niz$i koncentraci
(5 mM TRIS v ACN). Ukazalo se, Ze v ptipadé vzorkl S2 a S3 bylo nejlepsi pouzit
k separaci MLP od DLP mobilni fazi 50 mM TEAA v ACN i pies delsi Cas analyzy.
Zvysena teplota na koloné nevedla k lepSimu rozliSeni. V dalsi Casti byla vénovéana
pozornost analyze jednoduSe znafenych oligodeoxynukleotidi. K dispozici byly
oligodeoxynukleotidy s navdzanou znackou Q40, FK8 a BDP16. Pro monitorovani
ptipravy modifikovanych oligodeoxynukleotidi byly vyvinuty tfi HPLC metody.
Chromatografick¢ podminky byly optimalizovany na stejné staciondrni fazi jako
v pfedchozim pfipadé. Z vysledkd vyplynulo, Ze k navazdni znacky
na oligodeoxynukleotid bylo dostacujici pouzit koncentraci 1 mM pro znacky Q40 a FKS8,
ale pro BDP16 se zdala lepsi koncentrace 10 mM pfi click reakci. Spravny vybér pevné
faze byl zdsadnim zpusobem ovlivnén navazovanou znackou na oligodeoxynukleotid.
Pro vzorky se znackou Q40 na 3'-konci bylo nejvyhodné&jsi pouzivat pevnou fazi na bazi
polystyrenu. Pevna faze CPG s velikosti porti 500 A byla vybréana pro piipravu vzorki se
znackou Q40 uprostied tetézce. Vzorky se znackou Q40 na 5'-konci byly piipraveny
nejlépe na pevné fazi CPG s velikosti porii 2000 A. Oligodeoxynukleotidy se znackou
FK&8 na 3'-konci a uprostted fetézce byly pfipraveny v nejvyss§im mnozstvi na pevné fazi
CPG s velikosti porti 500 A. Pevna faze CPG s velikosti porti 2000 A byla identifikovana
jako nejlepsi pro piipravu oligodeoxynukleotidii se znatkou FK8 na 5'-konci. V ramci
dalSiho smétovani vyzkumu by bylo vhodné dokoncit piipravu vzorkl se znackou FK8
a BDP16 na ostatnich typech pevné faze, aby bylo mozné 1€pe zhodnotit post-syntetické
modifikace. Chromatografické metody by pfipadné mohly byt optimalizovany

k semipreparativni separaci znacenych oligodeoxynukleotidu.
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