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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Skolitel: doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.

Konzultantka: Mgr. Michaela Beranova

Studentka: Petra Grossova

Nazev diplomové prace: Piiprava konjugatii oligonukleotidovych sond s funkénimi

molekulami

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

optimalizovany podminky deprotekce.

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

UV detekci. Integrace pikti byla provedena v programu LabSolutions.

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

konkrétnéjsi urceni je tteba proveést diikladné;si kinetickou studii.

Kli¢ova slova: oligonukleotidové sondy, fluorescencni barvivo, click chemie



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Supervisor: doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.

Consultant: Mgr. Michaela Beranova

Student: Petra Grossova

Title of Thesis: Preparation of conjugates oligonucleotide probes with functional

molecules

The aim of this thesis was to find the optimal conditions for conjugation of an
oligonucleotide to a fluorescent dye by solid-phase click chemistry. The traditional
fluorescent dye Cyanine5 was chosen as the labelling molecule. The effect of the
concentration of fluorescent dye, the position of the labelling, the type of solid phase

and the reaction time were examined. The deprotection conditions were optimized.

Two series of reactions followed by deprotection and purification were performed. The
efficiency of the reaction was evaluated by comparing the peak areas under the curve
of conjugated and unconjugated molecules in the chromatograms of the samples after
analysis by HCPL with UV detection. Peak integration was performed in LabSolutions

software.

The reactions running on the polystyrene solid phase gave the highest yields, with
labelling at any position of the chain. For labelling at the 5'-end of the chain, more
than 90% efficiency was achieved using all tested solid phases. Furthermore, it was
found that a concentration of fluorescent dye 100x lower than that is commonly used
was sufficient for the click reaction. The reaction time can be significantly shorter than
the standard 24 hours. The reaction reached 94% yield after 10 minutes (5" CPG500A,
ImM Cy5), however maximum yield is reached between 1-12 hours. For a more

specific determination, a more thorough kinetic study is needed.

Key words: oligonucleotide probes, fluorescent dye, click chemistry



Seznam pouZzitych zkratek

A
A
AAC
ACN

AEC

AMA

CPG

CuAAC

Cy3
Cy5
DBCO
dC
DMT
DNA
dT

du
ELISA

EMA

adenin

Angstrom

alkyn-azidova cykloadice
acetonitril

aniontové-vymeénna  chromatografie (z angl. anion-exchange

chromatography)
32% amoniak + 40% methylamin/voda (1:1)
cytosin

sklenéna pevna faze s fizenou velikosti pora (z angl. controlled pore

glass)

alkyn-azidova cykloadice katalyzovana médi (z angl. copper-catalyzed

azide-alkyne cycloaddition)

Cyanine3

Cyanine5

dibenzoazacyklooktyn, dibenzo[b,f]azacyklookt-4-yn
deoxycytidin

dimethoxytrityl

deoxyribonukleova kyselina

deoxythymidin

deoxyuridin

enzyme-linked immuno sorbent assay

Evropska agentura pro 1é¢ivé ptipravky (z angl. European Medicines

Agency)



EMSA

ESIMS

FDA

FISH

GPC

HCLPS

HPLC

IEC

IPRP LC

1iqPCR

LAMP

elektroforetické testy pohyblivosti (z angl. electrophoretic mobility

shift assays)
hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z angl. Food and Drug

Administration)

fluorescenéni in situ hybridizace

guanin

gelova permeacni chromatografie, filtrace molekulovym sitem (SEC)

vysoce zesiténé polystyrenové pevné faze (z angl. hyper-cross-linked

polystyrene)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie (z angl. high performance

liquid chromatography)

iontové  vyménna  chromatografie (z angl. ion-exchange

chromatography)

iontove parova kapalinova chromatografie na reverzni fazi (z angl. ion-

pair reverse phase liquid chromatography)
imunokvantitativni PCR (z angl. immunoquantitative real-time PCR)

izotermalni amplifikace zprostfedkovand smyckou (z angl. loop-

mediated isothermal amplification)

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie s asistovanou laserovou desorpci/ionizaci s

MeOH

mRNA

miRNA

MS

matrici v kombinaci s detektorem doby letu Castic (z angl. matrix-

assisted laser desorption ionization—time-of-flight mass spectrometry)
methanol

medidtorova RNA

mikroRNA

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
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NADH
NGS
NMR
ON

ONS

PAGE

PCR

qgPCR

RNA
RP1

RP-HPLC

SEC

SPAAC

TEA
TEAA

THF

uH,O

nikotinamidadenindinukleotid

sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
spektroskopie nuklearni magnetické resonance

oligonukleotidové¢ fetézce modifikované DBCO vazané na pevné fazi

oligonukleotidova sonda (konjugat modifikovaného oligonukleotidu

s fluorescen¢nim barvivem)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyakrylamide gel

electrophoresis)
polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce (z angl. quantitative/real-

time polymerase chain reaction)
ribonukleova kyselina
kolonka s reverzni fazi (z angl. reverse-phase cartridge purification)

kapalinova chromatografie na reverznich fazich (z angl. reverse-phase

high performance liquid chromatography)

filtrace molekulovym sitem (z angl. size-exclusion chromatography),

gelova permeacni chromatografie (GPC)

pnutim podporovana azido-alkynova cykloadice (z angl. strain

promoted azide-alkyne cycloaddition)
thymin

triethylamin

triethylaminoacetat

tetrahydrofuran

uracil

demineralizovana purifikovana voda s pouZzitim pro HPLC
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1. Uvod

Béhem pandemie Covid-19 doslo k velkému pokroku v oblasti laboratorni
molekularné biologické diagnostiky. Metoda PCR se stala rutinni zalezitosti a jeji
vysledky ovliviiovaly zivoty velké ¢asti populace. Vysoka specifita a citlivost detekce
byly zadan¢jsi nez kdy diiv. Nejvetsi zaméteni ve vyzkumu padlo na vybér idealni
sekvence pro amplifikaci, stejné tak upravu vzorku. Nemén¢ diilezita je vSak i pfiprava
oligonukleotidové sondy, na které zavisi pravé detekce amplifikovaného useku. V této
oblasti doslo také k jistému posunu, nékteré nové metody byly zavedeny do praxe,
nicméné neexistuje ucelena studie porovnavajici efektivitu jednotlivych metod
pripravy fluorescenc¢nich sond. V této praci jsme se zaméfili na postsyntetickou
metodu znaceni oligonukleotidit pomoci click chemie na pevné fazi. Cilem bylo
definovat a optimalizovat podminky konjugace. Béhem prace jsme také zjistili, ze
pro kvantitativni prob&éhnuti reakce postacuje mnohem kratS$i doba reakce, nez se
obvykle pfi reakcich na pevné fazi pouziva, navic jsme optimalizovali podminky

deprotekce.
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2. Teoreticka Cast

2.1 Syntetické oligonukleotidy
Oligonukleotidy jsou kratké jedno- nebo dvouretézcové useky DNA nebo RNA.
Mohou mit délku 2—100 nukleotidli. Oznacuji se poctem nukleotidl s koncovkou -mer.
Chemicky jsou tvofeny z péti zékladnich heterocyklickych dusikatych bazi (A, C, G,
T, U) navazanych na cukr-fosfatové kostte z jednotek (deoxy)ribozy a zbytka kyseliny
fosfore¢né (Obr. 1). Nativné vznikaji enzymatickou syntézou nebo rozkladem vétSich
molekul. V bunkach se tak nachdzeji jako degrada¢ni meziprodukty nukleovych

kyselin, nebo v podobé miRNA, které pomahaji regulovat genovou expresi.

2
P N
I | :o: | H,N
{ A/)

QOH(

OII'-I‘O
0 k )

OH OH
Obrazek 1 Zakladni dusikaté baze — cytosin (C), guanin (G),
adenin (4) a uracil (U) na ribézofosfatové kostie tvorici RNA.'

2.1.1 Moznosti syntézy oligonukleotidu
In vitro lze oligonukleotidy pfipravit biotechnologickymi metodami (PCR, LAMP,
klonovani) nebo chemickou syntézou. Biotechnologické metody se pouzivaji
pro syntézu dlouhych sekvenci, jejich nevyhodou je nizkéd variabilita vzniklych

sekvenci. Chemickou syntézou lze pfipravit oligonukleotidy o délce do nékolika
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desitek monomert s velmi vysokou variabilitou. Existuji dva zpiisoby provedeni
syntézy: v roztoku a na pevné fazi, pti¢emz pro kazdy zptisob bylo navrzeno n¢kolik
moznych metod. Nejstar$i metoda, H-fosfonatova, je z roku 1955 (A.R. Todd et al.,
1955).2 0 rok pozd&ji popsal H.G. Khorana metodu fosfodiesterovou.® # R. Letsinger
popsal vroce 1969 metodu fosfotriesterovou a vroce 1975 fosfit-triesterovou.’
V 80. letech minulého stoleti byla popsdna metoda fosforamiditova, kterd se stala
nejpouzivanégjsi.>® Nyni se pro chemickou syntézu oligonukleotidii pouziva téméf

vyhradné fosforamiditova metoda na pevné fazi v DNA/RNA syntetizérech.’

2.1.2 Fosforamiditova metoda
Fosforamiditova metoda probiha oproti biosyntéze ve sméru od 3’-konce k 5’-konci.
Zakladni stavebni jednotky jsou v tomto piipadé fosforamidity nukleosidii. Misto
fostatové skupiny je zde pfitomna skupina fosfitova, a pro omezeni vedlejsich reakci
jsou navic nachylné hydroxylové a aminové skupiny modifikované chranicimi
skupinami: 5’-hydroxyskupina deoxyribdézy je chranéna pomoci DMT (4,4'-
dimethoxytrityl), jedna hydroxyskupina fosfitu je chranéna B-cyanoethylem, zatimco
misto druhé je navdzana aktivacni diisopropylamino skupina (Obr. 2). Ochranu
exocyklickych aminoskupin nukleovych bazi (A, C, G) muzou poskytovat rizné

funkéni skupiny. V piipadé syntézy RNA musi byt chranéna i 2 -hydroxyskupina.'®

CH: O 0 NH
N |
7 ¢ 1/\ N

. X . ) /)

CH; 0 0 o

N Q

o o
p CN

I
CHs N CH;

CH; CH;

Obrazek 2 Struktura standardné modifikovaného 2’-deoxyadenosinfosforamiditu: fialova —
fosfitova  skupina, zelena — 4,4 -dimethoxytritylova chranici  skupina, zluta —
diisopropylaminova aktivacni skupina, oranzovd - [3-cyanoethylova chranici skupina, modrd
— benzoylamidova chranict skupina.
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Syntéza probihd ve 4 krocich, které se cyklicky opakuji az do pozadované délky
fetézce. Zacina detritylaci (Schéma 1, a) prvniho nukleosidu (nebo linkeru), ktery je
pfipevnén na pevné fazi. Odstranéni DMT z 5’-hyroxyskupiny se provadi pomoci
kyseliny trichloroctové nebo dichloroctové.!l: 2 Do reakce je piiveden
v n¢kolikandsobném piebytku fosforamiditovy monomer a aktivator. Nasleduje
coupling (Schéma 1, b) (kondenzace). Aktivator, napi. ETT (5-(ethylthio)-
1 H-tetrazol), protonizuje diisopropylaminoskupinu, kterd se odstépi ze 3 -konce a na
jeji misto se navaze odchranéna 5 -hydroxy skupina prvniho nukleotidu. Vznikly fosfit
triester je oxidovan (Schéma 1, ¢) pomoci jodu v prostiedi pyridinu na stabilnéjsi
fosfat triester. Tzv. capping (Schéma 1, d) se provadi nejcastéji pomoci acetanhydridu
s N-methylimidazolem a  malym  pfidavkem  pyridinu.  Nezreagované
5’-hydroxyskupiny se zablokuji acetylaci, aby nedochazelo k dal$imu prodluzovani

chybnych fetézct.'?

Po kazdém cyklu je odstranén nadbytek nezreagovanych fosforamiditl a vzniklych
vedlejSich produktii. Pti syntéze oligonukleotidii na pevné fazi lze reakéni prostor
promyt po kazdém kroku, coz usnadiiuje kone¢né ¢isténi a omezuje vznik nechténych
produktii. Cyklus se opakuje s dal§imi nukleosid fosforamidity, az do pozadované
délky fetézce. Na konec dojde k odstranéni chranicich skupin (deprotekci) a uvolnéni

fetézce z pevné faze.'*
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Schéma 1 Reakcni cyklus fosforamiditové syntézy oligonukleotidu na pevné fazi — a)
detritylace, b) coupling, c) oxidace, d) capping.

2.1.3 Typy pevnych fazi

Pevna faze je polymerni inertni nosic¢ s definovanou velikosti pért, na ktery je obvykle

kovalentné navéazana prvni molekula nukleosidu, pfedstavujici 3’-konec pro budouci

oligonukleotidovy fetézec. Nosi¢ musi obstat vSechny kroky syntézy beze zmény,

po ukonceni syntézy by vSak mélo snadno prob&hnout odStépeni oligonukleotidového

fetézce z pevné faze. To vétSinou umoziuje linker — organickd molekula spojujici

oligonukleotid s polymerem. Dlouhé molekuly linkeru také usnadiuji pfistup
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reakénim agens k 5'-hydroxylové skupin€ syntetizovaného fetézce. NejCastéji se
pouzivaji alkylaminy s dlouhym fetézcem, esterové vazané ptes sukcinyl na prvni

nukleosid (Obr. 3).

ET

0
Nsi Ne
— Si N 0 OH
NN Y \/\/\/\N
H
[¢] 0

Obrazek 3 Alkylamin s dlouhym retézcem spojujici fosforamidit nukleosidu a pevnou fazi.
LCAA CPG 500 A, Biosearch Technologies.

Pro fosforamiditovou metodu byvala téméf vyhradné pouzivana sklenénd pevna faze
s fizenou velikosti pord na bazi oxidu kiemicitého (CPG — controlled pore glass). Tyto
porézni nosi¢e jsou inertni vici rozpoustédlim a ¢inidlim pouzivanym pii syntéze.
Velikost  pérdt  ur€uje  maximalni moznou  délku  nasyntetizovaného
oligonukleotidového fetézce. Komeréné dostupné jsou CPG nosiCe s definovanou
velikosti portt 500 A pro oligonukleotidy o délce do 30 nukleotidii, pory o velikosti
1000 A pojmou fetézce dlouhé 50 nukleotidi a CPG s pory 2000 A jsou pro fetdzce
do maximaln¢ 150 nukleotidi. Nevyhodou CPG je jeho nestabilita v bazickém
prostfedi, které se pouzivd pii deprotekci, coz muize vést ke zvySeni necistot

v kone¢ném produktu.

Alternativou k CPG pevnym fazim jsou vysoce zesiténé polystyrenové (HCLPS) a
methakrylatové pevné faze. Polystyrenovy nosi¢ byl prvnim pouzivanym nosicem
pti syntéze oligonukleotidi na pevné fazi. Kvuli nékterym jeho nepfiznivym
vlastnostem (bobtnani, rozpousténi) byl ale brzy vytésnén silikonovymi ¢asticemi.
Se zlepSenim vyrobni technologie se vSak jeho pouziti stdva znovu popularnéjsi a
v poslednich letech bylo uvedeno na trh mnoho novych materidlti (NittoPhase,
. 14-16

NittoPhase HL, Nitto Denko; Primer Support 5G) a dal$i jsou ve vyvoji.

Makromolekularni struktura vétSinou podléha patentové ochrané. K dohleddni byvaji
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zvefejnéné pouze koncové modifikované skupiny, na kterych probiha syntéza.
Dulezitymi kritérii pii vyrobé pevnych ¢astic je reprodukovatelna trovein bobtnani,

loadingu a uniformni velikost ¢astic.!’

V ptipad¢ automatizované syntézy v DNA/RNA syntetizéru je pevna faze ve formé
frit ukotvena v kolonkéach nebo jamkovych destickach, diky ¢emuz jsou umoznény i

nasledna deprotekce a Cisténi.

2.1.4 DNA/RNA syntetizér
DNA/RNA  syntetizér je zafizeni umoziujici automatizovanou syntézu
oligonukleotidt o libovolné sekvenci. Soucasti zatizeni jsou zasobniky komponent a
nadobky s reagenciemi, které jsou pomoci hadi¢ek a pump piivadény do reakéni
komory. Tu ptedstavuje soubor kolon (448 kolonek) nebo jamkova desti¢ka (96 nebo
384 jamek), ve kterych je ukotven polymerni nosic. Proces je fizen z pocitace a Ize
kontrolovat ptes kontrolni panel. Doba trvani syntézy se pohybuje od desitek minut po

nékolik hodin dle délky syntetizované sekvence.'®

2.1.5 Deprotekce oligonukleotidui
Po nasyntetizovani pozadované délky fetézce musi dojit k jeho odsStépeni od pevné
faze, resp. linkeru a odchranéni jednotlivych reaktivnich skupin. Standardné se vse
déje behem jednoho kroku pomoci koncentrovaného roztoku hydroxidu amonného
ve vode¢ (28-33 %) za zvySené teploty. BéZné pouzivanym deprotekénim Cinidlem je
i smés hydroxidu amonného a methylaminu v objemovém poméru 1:1 (tzv. AMA)."”
Dalsi moznosti je pouziti 0,4 M hydroxidu sodného ve smési MeOH s vodou 4:1.
Nékteré modifikace vSak mohou byt labilni vic¢i bazickému prostfedi a vyZaduji

mirngjsi podminky deprotekce.?°

Skupina nejvice labilnich protektivnich skupin se nazyva ochrannd sada ,UltraMild"‘.
Tu lze odstranit methanolovym roztokem uhli¢itanu draselného, vodnym amoniakem
nebo vodnym methylaminem pii laboratorni teploté, dale také smési
terc-butylamin:MeOH:voda v poméru 1:1:2%! nebo ferc-butylamin:voda v poméru 1:3.
Ultra-UltraMild deprotekéni ¢inidlem je 10% diisopropylamin v 0,25M roztoku -
merkaptoethanolu v MeOH.??
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Piiklady UltraMild chranicich skupin jsou: N(2)-dimethylformamidyl nebo
N(2)-isopropylfenoxyacetyl chranici guanin, N(2)-acetyl chranici cytosin,

N(6)-fenoxyacetyl chranici adenin (Obr. 4).!!

31) o az) .
N NH N
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NH NH
N XN XN
y
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Obrazek 4 UltraMild chranici  skupiny: a;) N(2)-dimethylformamidyl, a;) N(2)-
isopropylfenoxyacetyl, b) N(2)-acetyl, c) N(6)-fenoxyacetyl

2.1.6 Cistént oligonukleotidii
Béhem syntézy se nukleotid navazuje na 5'-konec prodluZujiciho se fetézce. V kazdém
reakénim cyklu je v8ak malé procento fetézct, které nejsou prodlouzeny. Vznika tak
smés oligonukleotidovych fetézct o riznych délkach. Cim delsi fetézec se syntetizuje,
tim je vyS$i procento chyb a tedy vétsi mnozstvi necistot (Tabulka 1). Nékteré aplikace
vyzaduji vysokou €istotu produktu, nebot’ ptitomnost kratSich sekvenci by mohla vést
k nechténym interakcim. V jinych pfipadech (napf. PCR primery) kratSi fetézce

vysledek neovlivni a pfilisné ¢isténi produktu by bylo neefektivni.
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Tabulka 1 Vytéznost syntézy dle poctu bazi syntetizovaného oligonukleotidu

Pocet bazi | Efektivita

90,00 % 95,00 % 97,00 % 98,50 % 99,50 %

10 34,90 % 59,90 % 73,70 % 86,00 % 95,10 %
20 12,20 % 35,80 % 54,40 % 73,90 % 90,50 %
50 0,52 % 7,70 % 21,80 % 47,00 % 77,80 %
100 0% 0,59 % 4,80 % 22,10 % 60,60 %
150 0% 0% 1,00 % 10,40 % 47,10 %
200 0% 0 % 0,23 % 4,90 % 36,70 %

Nasledujici metody se pouzivaji pro separaci pozadovaného produktu od zkracenych

fetézcn a dalSich nedistot:

Gelova permeacni chromatografie (Size exclusion chromatography)

Pro odstranéni nizkomolekuldrnich necistot se pouzivda gelovd permeacni
chromatografie (GPC) neboli filtrace molekulovym sitem (SEC). Odstranuje
zbytkove vedlejsi produkty, které zbyly po syntéze, Stépeni a deprotekci. Tomuto
procesu se fikd také odsolovani. Provadi se v plastovych kolonkach naplnénych
poréznim dextranem nebo silikagelem. Béhem separace dochazi k zachyceni malych
molekul (nedosyntetizované fetézce, nenavazané ionty soli) v porech, zatimco delsi

molekuly oligonukleotidl prochazeji kolonou s ¢elem mobilni faze.

Pro mnoho aplikaci (v€etné¢ PCR) je odsolovani dostacujici technika cisténi pro
oligonukleotidy do délky 35 bazi, jelikoz fetézce o plné délce v tomto ptipadé
prevazuji. Oligonukleotidy pouZzivané pii klonovani nebo delsi nez 35 bazi vyzaduji
dal$i metodu cisténi. Vybér zdvisi na délce fetézce, scale syntézy a ucelu pouZiti

oligonukleotidu.?
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Kolonka s reverzni fdzi (RP1)

Separace na kolonce s reverzni fazi odstrani vysoky podil nekompletnich sekvenci.
Ptedpokladem je, aby oligonukleotid byl syntetizovan v rezimu trityl-on, tedy aby byla
ponechana DMT skupina na 5’-konci. Principem separace je rozdil v hydrofobicité
mezi produktem s 5°-DMT a nekompletnimi sekvencemi bez 5'-DMT. Zatimco
oligonukleotid v plné délce zlistavd na kolon¢, nekompletni sekvence se vymyji.
Pozadovany produkt plné délky je poté na kolon¢ zbaven DMT skupiny a eluovéan

z kolonky.?

Kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC)

S rostouci délkou fetézce se zvysuje podil nedosyntetizovanych sekvenci. Ne vSechny
tyto necistoty se pomoci RP1 odstrani, a proto se u delSich fetézcli, doporucuje
purifikace pomoci HPLC nebo PAGE. Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie
s reverzni fazi (RP-HPLC) funguje na stejném principu jako vySe uvedena kolonka
s reverzni fazi. Vyssi rozliSeni v§ak umoziiuje dosahnout vyssi rovné ¢istoty. HPLC
je ucinnou metodou cisténi oligonukleotidl s fluorofory, jako jsou sondy qPCR,
protoze lipofilita fluorofort zajiSt'uje vynikajici oddéleni produktu od kontaminanti.
Kromé toho je RP-HPLC metodou volby pro vétsi mnozstvi produktu diky kapacité a
rozliSovacim vlastnostem kolony. RozliSovaci schopnost zalozena na lipofilité se
sniZzuje s rostouci délkou fetézce. Proto se RP-HPLC obvykle nedoporucuje pro €isténi
produktli delSich nez 50 bazi. Ackoli Ize touto metodou purifikovat i delsi

oligonukleotidy (az 80 bézi), miiZe to mit neptiznivy vliv na &istotu a vytéznost.>

Aniontové vyménnd chromatografie (AEC)

Pfi iontovyménné chromatografii dochazi k déleni analyti na zakladé rozdilné sily
iontovych interakci s funkénimi skupinami stacionarni faze. AEC vyuziva jako
staciondrni fazi kvartérni aminy nebo jiné kladn€ nabité molekuly. Ty interaguji se
zaporn¢ nabitymi fosfatovymi skupinami nukleotidii. Separace je umoznéna
gradientem MF. Tuto techniku lze spojit s purifikaci pomoci RP-HPLC, ¢imzZ se
separacni proces roz§ifi o druhy rozmér. Metoda je vhodnéd pro ¢iSténi menSich

mnozstvi produktl s délkou fetézce do 40-mer. > 24

21



Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Principem separace PAGE je pohyb molekul v gelu piisobenim elektrického pole.
Separa¢nimi kritérii jsou naboj, a predev§sim molekulova hmotnost molekul. Tato
metoda poskytuje velmi vysokou Cistotu produktu (95-99 %). Vytéznost z PAGE je
niz§i nez u jinych metod kvali slozitym postupiim potiebnym pro extrakci
oligonukleotidli z gelu a odstranéni velké vétSiny zkracenych produktt. Tato technika
se doporucuje, pokud je pozadovan vysoce purifikovany produkt delSich fetézct (>50

bazf).23: 24

2.1.7 Moznosti analyzy oligonukleotidu
Potfeba analyzovat nasyntetizované oligonukleotidy ma dva hlavni divody. Prvnim
je identifikace nebo potvrzeni struktury a charakterizace molekuly. Takové analyza se
provadi po deprotekci a purifikaci. Nejdikladnéjsi charakteristiku a identifikaci
poskytuje metoda sekvenovani. Kviili vysokym nékladim se ale pfili§ nevyuziva.
V rutinni  vyrobé postatuje pro identifikaci a charakterizaci hmotnostni
spektrometrie. V dneSni dobé se beézné pouzivaji dvé metody: hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejem (ESI MS) a hmotnostni spektrometrie s asistovanou
laserovou desorpci/ionizaci s matrici v kombinaci s detektorem doby letu castic

(MALDI-TOF).?* K potvrzeni struktury lze také pouzit metodu NMR .2

Castgji je ale analyza potiebna jesté pied purifikaci, a to z diivodu zji§tovani profilu
necistot. Tyto detailn€j$i informace o spektru nasyntetizovanych oligonukleotidi
poskytuji separacni metody a metody kapilarni elektroforézy. Pfed analyzou se
vétSinou provadi tzv. prepurifikace k odstranéni hrubych necistot. Pouzitd analyticka

metoda pak mize byt shodna s metodou purifikacni.

Ze separacnich technik 1ze pouZzit IEC (iontov€ vyménnéa chromatografie), IP RP LC
(iontové parova kapalinova chromatografie na reverzni fazi), oboji s detekci UV nebo
MS. Z metod kapilarni elektroforézy se nejCastéji pouziva kapilarni zoénova
elektroforéza. Dobré vysledky poskytuje také kapilarni elektroforéza s pulznim

polem.?” Variantou mtize byt i kapilarni gelova elektroforéza.?®
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Optimalni metodou se nedd nazvat zadna z vyjmenovanych, vybér je velmi
individudlni a zavisi na délce fetézce, piipadné modifikacich oligonukleotidu,

analyzovaném mnozstvi a také technickém vybaveni laboratote.

2.1.8 Modifikace nukleotidii
Pro syntézu oligonukleotidovych fetézct se Casto pouzivaji modifikované monomery,

a to z n¢kolika duvodu:
e usnadnéni syntézy (pouziti chranicich a aktivujicich skupin),

e zlepSeni vlastnosti pro pouziti in vivo (zvySeni rezistence vici nukledzam,

zvySeni lipofility pro lepsi prinik pies bunééné membrany).

e umoznéni detekce (navazani specifickych molekul, napt. fluorofort,

radioizotopt, biotinu).

Pouziti protektivnich skupin bylo diskutovéno v kapitole 2.1.2. Z diivodu zaméteni
této prace se dale budu zabyvat pouze modifikacemi, které umoznuji zavedeni

specifickych neradioaktivnich molekul pro umoznéni detekce.

Obmeény lze provadét na vSech ¢astech molekuly: bazi, cukru, fosfatu. Specifické
molekuly lze pfipojit i na 3'- nebo 5’-konec oligonukleotidu. Reaktivni funkéni
skupiny pro piipravu konjugatii jsou: amin, thiol, karboxyl, azid, alkenyl, alkynyl,
aldehyd a fosfatové funkéni skupiny (napf. 5’-monofosfat, fosforothioat). Pro
pfipojeni znacici molekuly v fetézci oligonukleotidu se nejcastéji vyuziva substituce

na thyminu nebo uracilu (Obr. 5,6).
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Obrazek 5 Priklad modifikované baze nukleotidu - aminoallyl-dU.
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Obrazek 6 Priklad modifikované baze nukleotidu - DBCO-dT.

2.1.9 Moznosti znaceni
Existuji dva hlavni zptsoby, jak zavést molekulu fluoroforu do oligonukleotidového
fetézce. Prvni zplsob zahrnuje pfipravu fluorescencni znackou modifikovaného
fosforamiditu. Takova molekula mize byt do fetézce inkorporovana béhem syntézy
oligonukleotidového fetézce fosforamiditovou metodou, vétSinou ale pouze na
5’-konec fetézce. Druhym zplsobem je navazani reaktivni skupiny na pozadované
misto v fetézci a nasledna specificka reakce s ligandem nesoucim fluorofor. Vyhodou
druhého zptisobu je moznost postsyntetické konjugace s fluoroforem na libovolnou
pozici v oligonukleotidovém fetézci, a to bud’ pfed, nebo po finalni deprotekci, dle
stability molekuly. Dal§i moZnosti je pouZiti modifikovanych bazi nebo pevnych fazi

s fluorescenénimi vlastnostmi.

Aminy

Nejcastéji pouzivanou funkéni skupinou navazanou na oligonukleotidovém fetézci je
aminoskupina. Nejjednodussimi modifikacemi vznikaji 5’-amino
2’,5"-dideoxynukleosidové  derivaty. Ddéle 1lze na nukleosidy navazovat
2-aminoethanol, 3-aminopropanol, 6-aminohexanol, 12-aminododekanol,
aminoethylenglykol a amino-tetraethylenglykol.?’ Pro modifikaci oligonukleotidu na
3’-konci  byly  pouzity = N-Fmoc-2-amino-1,3-propandiolové  derivaty a
N-Fmoc-2-aminobutyl-1,3-propandiolové derivaty. K pfimé alkylaci 2"-OH skupiny

ribonukleosidu miize byt pouzit N-(5-bromopentyl)ftalimid. Zavedend aminova
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skupina musi byt béhem syntézy chranéna pied nezaddoucimi reakcemi. K tomu slouzi
nékteré z nasledujicich protektivnich skupin (Obr. 7).

Ligandy, které reaguji se zavedenou aminoskupinou, obsahuji reaktivni skupiny, jako

30; 31 2

jsou: N-hydroxysukcinimidyl estery, chloridy kyselin,> sulfonylchloridy,*

izothiokyanaty.>*
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Obrdzek 7 Amino-chranici skupiny: Fmoc — fluorenylmethyloxykarbonyl, TFA —
trifluoroacetyl, PDA — diamid kyseliny ftalové, MMT — monomethoxytrityl, DMS(O)MT - 4,4'-
dimethoxy-4"-methylsulfonyl-trityl

Thioly

Thiolové derivaty tvofi konjugaty s maleinimidovymi a haloacetamidovymi ligandy.
K jejich syntéze se pouzivaji S-trityl-5"-merkapto-2'-5"-dideoxynukleosidy*® nebo
merkaptoalkoholy jako jsou 3-merkapto-propanol a 6-merkapto-hexanol. Thiolova

skupina byva chranéna tritylovou skupinou.®% 3’
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Karboxylové kyseliny
Oligonukleotidy modifikované derivaty karboxylovych kyselin slouzi spiSe jako
meziprodukty pfi pfipravé aminoderivati nebo pro imobilizaci oligonukleotidi

na povrchy nesouci aminoskupiny.

Modifikace nukleové baze karboxylovou skupinou na 5. pozici 2’-deoxyuridinu dava
vzniknout karboxy-dT fosforamiditu. Tuto molekulu Ize inkorporovat i do stfedu

oligonukleotidového fetézce.*®

Aldehydy
Aldehydy velmi ochotn¢ a selektivné reaguji s hydraziny, hydrazidy a
hydroxylaminovymi derivaty, ¢ehoz se vyuzivd pro imobilizaci oligonukleotidil

na pevné fazi, reakci s proteiny, polymery a ptipravu oligonukleotidovych konjugatt.’

Alkeny, alkyny

V poslednich letech zaznamendvaji velky uspéch reakce, které¢ mohou byt provedeny
selektivné v zivych biologickych vzorcich, takzvané bioortogonalni reakce.*® Zahrnuji
nékolik konjugaénich reakci, které vyuzivaji alkenové nebo alkynové derivaty
oligonukleotidt. Jedny z prvnich reakci, které byly aplikovany, byly Diels-Alderovy
cykloadice. Pro modifikaci oligonukleotidu byl pouzit 1,3-hexadien nebo furanovy
derivat a jako ligand slouzila funkéni molekula s navazanym maleimidem, ktery se
chovd jako dienofil. Tento typ reakce byl pouzit pro pfipravu konjugati

s fluorescenénimi molekulami, biotinem a peptidy.**+

Dalsimi velmi oblibenymi postsyntetickymi reakcemi oligonukleotidi je staly
1,3-dipoléarni cykloadice mezi alkyny a azidy, znamé pod pojmem ,click chemie® (viz
kapitola 2.3).** Alkyny mohou byt do oligonukleotidového fetézce zavedeny bud’
pfimou inkorporaci alkynového fosforamiditu nebo reakci oligonukleotidu, nesouci
amino- nebo karboxylovou skupinu, sreaktivni aktivovanou esterovou nebo
aminoskupinou na molekule alkynu.***® Dalsi moznosti je enzymaticka inkorporace

nukleosidtrifosfatu do DNA pomoci DNA polymerazy.*’

Jednim z nejjednodusSich fosforamidith pouzivanych pro zavedeni alkynu
do oligonukleotidového fetézce byl hex-5-yn-1-ol fosforamidit.*: ** Reaktivitu mély

usnadnit spojovaci molekuly s aktivovanym donorem trojné vazby typu
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propynylamino aromatickych karboxylovych kyselin a dal§i.* Pro zavedeni alkynové
skupiny na pyrimidin byla vybrana pozice 5. Skupina Carella a Seela vyvinula
alkynyl-dU a dC.>% 3! Purinové nukleosidy byly modifikovany na 7-deazapuriny.>% >

Byla také popsana modifikace na 2 -pozici uridinu.>*

Do fosfatovych vazeb byly zavedeny alkynylové skupiny zaménou 2-kyanoethylové
skupiny za 4-pentynylovou.>® Déle byla popsana syntéza oligonukleotidii obsahujicich
1-ethynyl-2-deoxy-B-D-ribofuranosu a uc¢innd konverze ethynylové skupiny na
nékolik 1,2,3-triazolti, ¢imz vznikaji nova analoga nukleobazi.’® V jiné studii byla
popsana syntéza 5-dipropargylamin-dU fosforamiditu.’” Tento bifunkéni derivat je
schopen vést dvé po sob¢ jdouci click reakce, ¢imz se zvySuje pocet potencidlnich

derivath ziskanych click chemii.>3-¢°

2.1.10 Vyuziti
Syntetické oligonukleotidy nasly Siroké uplatnéni na poli molekularni biologie,

genetiky 1 mediciny, od zakladniho vyzkumu az po klinické pouziti.

Neznacené oligonukleotidy slouzi jako moderni 1é¢iva pro genovou terapii. Celkem
16 terapeutik na bazi nukleotidii bylo schvalenych FDA/EMA v roce 2022. Jejich
principem je znemoznéni syntézy toxického proteinu nebo obnova syntézy chybéjiciho
proteinu na genetické Urovni navazdnim na cilovou mRNA na zikladé

komplementarity bazi (Watson-Crickovo parovani).6!

Znacené oligonukleotidy slouZzi pro molekularné-biologické a genetické experimenty,

jako diagnostika, primery nebo sondy v PCR.

Oligonukleotidové sondy/znacky umoziuji detekci a kvantifikaci amplifikovanych
pozadovanych usekiit DNA nebo RNA. To poméaha objasnovat zdkladni bunécné
procesy, jako naptiklad skladani, replikaci, transkripci a translaci. Dale umoziuje

vizualizovat subceluldrni lokalizaci nukleovych kyselin, zejména mRNA.

V biotechnologii umoziuji znaené nukleotidy sekvenovani chromozomd, plazmida i
celych genomdt, transkriptomovou analyzu, muta¢ni analyzu, studium genetické
variability nebo identifikaci osob. K tomu slouzi zejména metody PCR a NGS (next

generation sequencing).
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2.2 Fluorescencni znaceni
Fluorofory jsou molekuly, které maji schopnost fluorescence nebo jejiho zhaseni
(quenching). U téchto molekul se ve struktuie nejcastéji nachazi aromatické jadro nebo
jiny konjugovany systém dvojnych vazeb. Fluorofory mizeme délit na wvnitini
(intrinsic) a vng&jsi (extrinsic). Vnitini neboli vlastni fluorofory se vyskytuji pfirozene.
Jsou jimi naptiklad aromatické aminokyseliny (Trp, Tyr, Phe), NADH, vitamin A,
hemoglobin, chlorofyl. Jejich aktivitu lze méfit piimo. Vné&j$i neboli nevlastni
fluorofory jsou syntetické molekuly. Mohou se vazat na biomolekuly, které nevykazuji
fluorescenci, ¢imz umoziuji jejich detekci. Pokud je vazba kovalentni, nazyvame je
fluorescencni znaCkou (anglicky fluorescent labels/tags), nekovalentn¢ vazané

fluorofory jsou fluorescenéni sondy (fluorescent probes).5% 63

Jednotlivé fluorofory muizeme charakterizovat na zéklad¢ jejich fotofyzikalnich
vlastnosti. Jsou jimi: vlnovd délka pfi maximalni absorpci (Aaps™™), polocas
fluorescence (tS), vinova délka ptfi maximalni emisi (Aem™), fluorescencni kvantovy

max

vytézek (®r), Stokesiv posun (Alem™ ™ —Aabs™**) @ molarni absorpéni koeficient (g). Pro
pouziti v biologickych vzorcich je tfeba brat v potaz také rozpustnost ve vodnych
roztocich, naboj, velikost a tvar molekuly, cytotoxicitu a snadnost biokonjugace na
pozadovanou molekulu pro tvorbu znacky. Ideédlni vlastnosti fluorescencni znacky
jsou shrnuty nize (Tabulka 2).

Tabulka 2 Optimalni viastnosti fluorescencni znacky.

Fotofyzikalni Chemické Fyzikalni

dlouha doba dohasinéani vysoka rozpustnost ve vod¢ | malé velikost

znacny Stokestv posun netoxicita nenéchylnost k agregaci
vysoka intenzita zareni snadnd syntéza naboj (+, -, neutralni)
vysoka fotostabilita snadnd biokonjugace

vysoka Cistota

Dle velikosti molekuly se fluorofory déli na fluorescencni barviva (200 — 1000 Da),
proteiny, polymery a nanocastice (quantum dots).** Malé organické molekuly
fluorescenénich barviv miizeme dale rozdélit na typy dle zékladniho strukturniho

skeletu, od které¢ho jsou odvozené, viz Tabulka 3.

28



Tabulka 3 Rozdéleni pouzivanych fluoroforii dle chemické struktury.**

Zakladni Priklady pouzivanych molekul

strukturni skelet

xanthen fluorescein, rhodamin, Oregon green, eosin, Texas red,
aminobenzopyranoxantheny (ABPXs) pfemosténé tetra-aryl-p-
chinodimethany (BTAQs)®

cyanin cyaniny, indocarbocyaniny, oxarbocyaniny, thiacarbocyaniny,
merocyaniny, SYBR Green |

squarain Seta, Square, aminosquarain, dicyanomethylensquarain, Squarain-
rotaxanové derivaty

naftalen dansylové a prodanové derivaty

kumarin kumariny, 7-hydroxykumariny, MUG, MUP, DiFMUP, Pacific blue

oxadiazol pyridyloxazol, nitrobenzoxadiazol, benzoxadiazol

anthracen anthrachinony, DRAQS5, DRAQ7, CyTRAK Orange

pyren Cascade blue

oxazin Nile red, Nile blue, Kresylova violet’, oxazin170

akridin proflavin, akridinové oranz, akridinova zlut

arylmethin auramin, krystalova violet, malachitova zelen

tetrapyrrol porfin, ftalocyanin, bilirubin

dipyrromethen BODIPY (borondipyrromethane), aza-BODIPY

Pojem fluorescencni barvivo byl pouzit jiz na pocatku 20. stoleti, vyuziti pro znaceni

biomolekul se datuje od roku 1942.56:67 Od té doby nasly fluorofory Siroké uplatnéni

na poli molekularni biologie, genetiky a biomediciny, a to jak ve vyzkumu, tak i

v klinické praxi. Nejcastéji byvaji fluorescencéni barviva soucésti sond, které se

pouzivaji k detekcei proteind a nukleovych kyselin.

Konkrétni metody, ve kterych se fluorescencni znaceni pouziva, jsou napf.:

e imunoeseje — biochemické testy na principu vazby antigen-protilatka,

e DNA microarray (DNA ¢ip) - profilovani genové exprese,

o clektroforetické testy pohyblivosti (EMSA) - identifikace a analyza protein-
DNA/RNA interakci,
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e real-time immunoquantitative PCR (igPCR) - kombinace metod ELISA a PCR,

e fluorescencni in situ hybridizace (FISH) — hledani specifické sekvence

v chromozomu (zjiStovani mutaci).

K detekci fluorescence slouzi napt. pritokova cytometrie, fluorescencni mikroskopie,
spektrofluorimetry, fluorescencni skenery (se cteCkou mikrodesticek, "light-up

probes," in vivo imaging).%®

2.2.1Cyaninova barviva
Cyaninova barviva jsou rigidni planarni molekuly vykazujici fluorescenci.®’ Jejich
struktura obsahuje vétSinou lichy pocet elektronové deficitnich methinovych skupin,
které tvoii systém konjugovanych dvojnych vazeb. Tento fetézec miva na kazdém
konci navazany heterocyklus (pyrrol, imidazol, thiazol, pyridin, chinolin indol,
benzothiazol), aromaticky kruh nebo jiny cykloalken obsahujici dusik, z ¢ehoz jeden
dusik je terciarni a druhy kvarterni. To dohromady tvofti velky n-konjugovany systém
zodpovédny za fluorescencni vlastnosti molekuly (tzv. push-pull elektronovy systém

chromofort).”

lf’—‘\ X x :’--‘\
AP,
R, R,
n=0,1,2,3

Obrazek 8 Obecna struktura cyaninii
Diky vynikajicim fotofyzikalnim a chemickym vlastnostem, jako je vysoky molarni
absorpéni koeficient, vysoky fluorescencni kvantovy vytézek, relativné dlouhé
absorp¢ni a emisni vinové délky (mezi 450 a 750 nm), dobra biokompatibilita a nizka
toxicita, jsou cyaninova barviva hojné vyuZivana pro piipravu biologickych sond. Tyto
fluorofory se vazi specificky 1 nespecificky na rizné biologické struktury, napf.
enzymy, protilatky, nukleové kyseliny. Nevyhodou pouziti téchto barviv je jejich
nestabilita a zejména vysoka fotosenzitivita. Cyaniny také neprostupuji membranami

zivych bunék, coZ snizuje moznost vyuziti pi in vivo experimentech.6% 7!
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Cyaniny se d¢li na rtizné strukturni typy, napf. streptocyaniny maji dusiky pouze
methylované, hemicyaniny maji jeden dusik soucésti heterocyklu a uzaviené

cyaniny maji oba dusiky soucasti heterocyklu.”?

Pro ptipravu fluorescen¢nich konjugatii s nukleovymi kyselinami se nejvice pouzivaji
uzaviené cyaniny obsahujici dva indolové kruhy spojené polymethinovym mistkem,
tzv. tetramethylindo(di)-karbocyaniny, konkrétné barviva s kodovym oznacenim
Cy3 a Cy5. Cislovka v tomto ptipadé udava pocet methinovych mistkt mezi indoly.
Molekuly mohou byt dale modifikovany riznymi funkénimi skupinami pro zvyseni
hydrofility a specifickymi reakénimi skupinami pro konjugaci s biologickymi

molekulami.

CyS5 je dnes povazovano za tradi¢ni fluorescenc¢ni barvivo, které 1ze velmi jednoduse
detekovat. Jeho maximalni absorpce 1 emise se nachdzi v oblasti far-red
(Aabs ™™= 648 nm, Aem ™= 670) nm a jeho molarni absorp¢ni koeficient ma hodnotu &=

250000 cm™'M™!, tudiz lze snadno vidét i pouhym okem.”

Obrazek 9 Strukturni vzorec slouceniny Cyanine5-azid
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2.3 Click chemie
Pojem ,click chemie® predstavuje Sirokou skupinu reakci, které jsou jednoduché na
provedeni, probihaji ve vodném prostiedi, jsou stereospecifické a dosahuji vysokych
vytézkt s minimem vedlejsich produktii.”* Poprvé tento termin pouzil K.B. Sharpless

v roce 1999 a v roce 2022 byl za objev click chemie ocenén Nobelovou cenou.? >

Reakce, které spliuji pfedchozi kritéria se rozdé€luji do 4 zékladnich typu:

e nukleofilni substituce;

e adice na C-C nésobnou vazbu (Michaelova adice, epoxidace, dihydroxylace,
aziridinace);

e reakce nealdolového typu (kondenzace N-hydroxysukcinimidu);

e cykloadice (Diels—Adlerova reakce, Huisgenova cykloadice).”

Pti Huisgenové cykloadici se konjuguje azid s alkylovou skupinou za vzniku
1,2,3-triazolového miustku. Tyto funkéni skupiny jsou chemicky nereaktivni vici
vétsing funkEnich €asti jinych biologickych substrati (lipidim, proteiniim, nukleovym
kyselinam), v biologickych molekuldch se témér nevyskytuji, presto je lze snadno
do skeletu velkych organickych molekul zavést, tudiz reakce probihd v Zivém
prostfedi velmi specificky. Takové reakce se oznacuji jako bioortogonalni a

biokompatibilni.

CuAAC (alkyn-azidové cykloadice katalyzované médi)

I
N
N" ) Cul RN XN
| = T

Schéma 2 Obecné schéma azid-alkynove cykloadice katalizované médi
Aby reakce probéhla kvantitativné, byva katalyzovana médi. Katalyza Cul nejenze
vyznamné snizuje aktivacni bariéru cykloadice s terminalnimi alkyny, ale také vede
vyhradné k 1,4-disubstituovanym 1,2,3-triazoltiim. Cul vSak zptsobuje oxidac¢ni stres

zivym bunkam vedouci k degradaci aminokyselin. To omezuje pouziti pii in vivo
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aplikacich. Navic pro vysoky vytézek byva vhodné zvyseni teploty reakce, coz mize

zpisobit rozklad fluorescenc¢niho barviva pii jeho konjugaci na oligonukleotid.

S cilem pfekonat tato omezeni bylo vénovano velké usili vyvoji katalytickych systému
obsahujicich Cu® chelatujici ligandy pro zvySeni kinetiky a stabilizaci oxida¢niho
stavu Cu’. Alternativné se jako u¢inné biokonjugacni reakce pro aplikace in vitro, kde
nelze pouzit katalyzatory Cu, ukazaly SPAAC, které¢ byly pivodné vyvinuty pro

studium dynamickych procest biomolekul v Zivych systémech.’®

SPAAC (pnutim podporované azido-alkynové cykloadice)

2
R—NH

2
R—NH
Schéma 3 Obecné schéma azid-alkynové cykloadice podporované pnutim

Skupina americké védkyné Carolyn Ruth Bertozzi objevila vyhody wvnitiniho
kruhového napéti cyklooktyni, jako t€¢inného zplisobu snizeni aktivacni bariéry AAC,
a vytvorila tak alternativu k pouziti kovovych katalyzatori. Tuto metodu nasledné
pouzila pro fluorescencni znaceni proteini a glykan na povrchu bun¢k v zivych
buiikach a organismech. Diky své jednoduchosti a skvélé ortogonalité¢ si SPAAC
rychle osvojilo mnoho dalSich skupin nejen pro studium dynamickych procest
biomolekul v zivych systémech, ale také jako vykonnou spojovaci technologii v
nanotechnologiich a v materidlové a polymerni véde. Vroce 2022 ziskala
C. R. Bertozzi za tento objev spole¢né s Mortenem Meldalem a Karlem Barrym

Sharplessem Nobelovu cenu za chemii.*’
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3. Cil prace

Cilem této prace bylo ovéfit, zda Ize pro ptipravu oligonukleotidovych sond pouzit
postsyntetickou metodu znaceni na pevné fazi pomoci click chemie a optimalizovat
tuto metodu pro jeji efektivni vyuziti. Pro experiment bylo pouzito tradi¢ni
fluorescen¢ni barvivo Cyanine5 ve formé azidu a oligodeoxyribonukleotidové
sekvence vdzané na poréznim nosi¢i a s DBCO navazanym pies spojovaci fetézec na
5’-konci (23. baze), nebo s DBCO modifikovanou T-bazi na 2., resp. 10. pozici od
3’-konce fetézce. Diky DBCO je umoznén nasledny click fluorescencni znacky reakei

SPAAC.

Z:Z;:Z
+
|

Schéma 4 Znaceni oligonukleotidu pomoci click chemie

Sledovali jsme vliv koncentrace fluorescenc¢niho barviva a typ pouzité pevné faze pro
znaceni oligonukleotidli na tfech riznych pozicich. Samostatné jsme sledovali vliv

doby reakce na efektivitu znaceni.
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. Experimentalni ¢ast
4.1 Metodika
4.1.1 Chemikalie a pouzité pristroje
4.1.1.1  Chemikdlie

Cyanine5 azid (Cy5) — 25 mg v pevné formé, kat. ¢. D3030 (Lumiprobe, Némecko)

tetrahydrofuran (THF) bez stabilizatoru, pro HPLC, > 99,9 %, (Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), suseny pomoci PureSolv MICRO Solvent Purification Systems,

pevné faze s nasyntetizovanymi a nedeprotektovanymi fetézci oligonukleotidii

modifikovanymi pomoci DBCO (ON) — viz 4.1.1.3 (Generi Biotech, Cesko),
deprotekeni ¢inidlo 1 (0,05M roztok K>CO3; v MeOH) — pfiprava viz 4.1.2,
deprotekéni ¢inidlo 2 (32% vodny roztok NH3) — (Merck, Némecko),

methanol (MeOH) — pro HPLC, gradient grade, > 99,9 % (VWR Chemicals,

Francie),

roztok pro vyménu K* iontii za Na* (0,15M roztok octanu sodného ve vodg) —

piiprava viz 4.1.2,

uH>O — demineralizovana purifikovana voda s pouZzitim pro HPLC, vyrabéna

pomoci membranového systému Millipore (Merck, Némecko),
triethylaminoacetatovy pufr (TEAA) 0,05M — pfiprava viz 4.1.2,
CH3COOH - p.a., >99,8 % (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
triethylamin bezvody (TEA) (Fluorochem Ltd, Hadfield, UK),

acetonitril (ACN) —pro HPLC, gradient grade, >99.9 %, (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA; VWR Chemicals, Francie).

4.1.1.2  Pristroje a laboratorni zafizeni

Analytické vahy — AT21 Comparator FACT, d = 0,001 mg (Mettler Toledo,
Belgie),
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e analytické vahy — ABJ-NM/ABS-N, d = 0,1 mg (KERN, Némecko),
e tiepacka — Vibramax 100 (Heidolph, Némecko),

e kolonky pro SEC — CentriPure NI10, Zotadex Gel Filtration Columns
(EmpBiotech, Némecko),

e vortex — Wizard IR advanced (Velp scientifica, Italie),
e vakuova centrifuga — Integrated SpeedVac (ThermoFisher, USA)

e rotacni odparka s teflonovym nastavcem — Hei-VAP Value Digital (Heidolph,

Némecko),
e pH metr — (Druopta, Praha, Ceskoslovensko),
e nylonovd membrana — 0,22 um, 47 mm (GVS North America, USA),

e HPLC systém — Shimadzu LC20 chromatograf (DGU-20A3 solvent degasser, dvé
binarni gradientové pumpy LC-20AD, SIL-20AC autosampler, CTO-20AC
termostat, SPD-M20A photodiode array detector (PDA), CBM-20A system
controller) (Shimadzu, Kyoto, Japan),

e LabSolutions software 5.3 (Shimadzu, Kyoto, Japan),

e hmotnostni spektrometr - MALDI Autoflex II (Bruker DALTONICS, Némecko).

4.1.1.3 Vychozi oligonukleotidy
Pro vSechny reakce byl pouZit oligodeoxyribonukleotidovy fetézec 23-mer o shodné
sekvenci 5'-GTG GAT GAC CAG CTG TTC GTG TT-3', na ktery byl navazan
DBCO ve formé¢ fosforamiditu na 5-konec fetézce (57) anebo byly pouzity T baze
modifikované DBCO na 2. (3"), respektive 10. pozici (X") od 3"-konce fetézce. Baze
jednotlivych nukleotidl byly chranény sadou UltraMild. Kazdy typ modifikovan¢ho
oligonukleotidového fetézce byl navazan pies linker na jeden ze 4 typl pouzité pevné
faze (CPG500A/1000A/2000A/HCLPS). Celkem tak bylo zkouméno 12 druhid
nedeprotektovanych oligonukleotidovych fetézcti modifikovanych DBCO vazanych

na pevné fazi (ON). Jejich schématické zndzornéni je na Obr. 10.
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Obrdzek 10 Schématické zndazornéni  jednotlivich —druhii ON: a) 3-CPG5004,
b) 3-CPG10004, ¢) 3-CPG20004, d) 3-HCLPS, e) X'-CPG5004, f) X'-CPGI10004,
g) X-CPG20004, h) X'-HCLPS, i) 5-CPG5004, j) 5-CPGI0004, k) 5-CPG20004,
1) 5"-HCLPS.

4.1.2 Pripravy roztokii
Roztoky Cy5

Byly pfipraveny roztoky o Ctyfech rtiznych koncentracich navazenim krystalické
formy Cy5 do tmavych sklenénych vialek a rozpusténim v dostate¢ném mnozstvi THF

pro 12 click reakci provadéné najednou tésné po nafedéni (Tabulka 4). Kvili malému
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mnozstvi fluorescencniho barviva byly reakce se 100mM roztokem provadéné

postupné.

Tabulka 4 Navaizenda a odmeérena mnozstvi pro pripravu Cy5 roztokii.

Koncentrace Cy5 | Objem THF na 1 vzorek | Navazka CyS5 | Celkovy objem THF
[mmol/1] [ul] [mg] [nl]

0,1 400 0,290 4800

1 200 1,443 2400

10 200 14,430 2400

100 200 12,025 200

Deprotekéni ¢inidlo 1 — pfipraveno navazenim 0,691 g KyCOs, rozpusténim

ve 100 ml MeOH a michanim na magnetické michacce pfes noc,

Roztok Na" CH3COO™ — piipraven navazenim 1,231 g octanu sodného a rozpusténim

ve 100 ml uH,»O0.

TEAA — nejprve byl pfipraven 2M zasobni roztok smichanim 242 ml uH>O, 48 ml
CH3COOH a 110 ml TEA. Tato smés byla michana 48 hodin na magnetické michacce.
Poté bylo pomoci TEA upraveno pH na 7,0. Tento roztok byl uchovavan v tmavé lahvi.
Pro analyzu byl pfipraven 0,05M roztok odebranim 12,5 ml zasobniho roztoku a
doplnénim v odmérné barice z tmavého skla o objemu 500 ml po rysku. Pfed pouzitim

byl tento roztok prefiltrovan pfes nylonovou membranu.

4.1.3 Znaceni ON
Do sklenénych vialek s neporusenym septem bylo navazovano mnozstvi odpovidajici
30 nmol loadingu (molarniho mnoZstvi prvniho navdzaného nukleosidu) jednotlivych

ON danych vyrobcem. Navazovano bylo s pfesnosti na tisicinu miligramu +15 %

(Tabulka 5).
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Tabulka 5 Loading a navazované mnozstvi dle typu pevné faze

typ pevné faze loading [nmol/mg] navazované mnozstvi [mg]
500 A CPG 40 0,638 — 0,862
1000 A CPG 27 0,944 — 1,277
2000 A CPG 23 1,109 — 1,500
1000 A HCLPS 17 1,500 — 2,020

K navazenym ON bylo ptidavano 200 pl roztoku Cy5 o koncentracich 1 mM, 10 mM,
100 mM a 400 pl roztoku CyS5 o koncentraci 0,1 mM. Reakce probihaly bez pfistupu

svétla za nepietrzitého tfepani 24 hodin pfi teploté 23 °C.

4.1.4 Deprotekce
Po 24 hodinach byl pipetou odebran roztok nenavdzaného fluorescen¢niho barviva.
Konjugat ON s CyS5 na pevné fazi byl ve vialce promyt ¢istym THF do ¢ira, ¢iry THF
byl poté odpipetovan a odpatfen za ptistupu vzduchu. Na zavér bylo ptidano 500 pl
deprotekéniho ¢inidla pro UltraMild baze (0,05M roztok K>COsz v MeOH).
Deprotekce probihala opét bez ptistupu svétla za nepietrzitého tfepani po dobu 2

hodin.

4.1.5 Cisteni
K deprotektovanym vzorktim bylo p¥idano 500 pl roztoku Na” CH3COO". K piecisténi
vyslednych konjugati byly pouzity kolonky CentriPure N10 uréené k odstranéni
malych molekul od oligonukleotidt delSich nez 10 nukleotidi metodou GPC. Kolonky
byly nejprve nékolikrat promyty uH>O. Cely objem vialky (1000 pl) byl nanesen
sklenénou Pasteurovou pipetou na kolonku o celkovém objemu 1500 pl. Po vsaknuti
vzorku bylo na kolonku naneseno 500 pl uH>O, ptficemz se eluat nechal odkapévat do
odpadni kadinky. Jelikoz se oligonukleotidové fetézce o plné délce eluuji s elem
mobilni faze (uH20), bylo poté na kolonku naneseno 1000 pl uH>O, béhem niz bylo
odebirano 1000 pl eludtu do popsané plastové vialky. Ve vysledném eludtu se tak

nachazely mobilni faze (uH>O) a fetézce oligonukleotidii o délkach blizkych 23

39



nukleotidim s/bez navazaného barviva Cy5. Pokud doslo k viditelnému zadrzeni
modré frakce ptfi prichodu kolonkou, byla odebrana do dalsi plastové vialky 2.,

pripadné 3. frakce.

4.1.6 Priprava vzorkii pro analyzu
Eluat nasbirany do plastovych vialek byl odpafen v centrifuze za vakua (T= 55 °C,
p= 500 kpa, T= 6 h, provedeno v Generi Biotech). Poté bylo k odparkiim ptidano 60 pl
uH>0 a vzorky byly rozpustény za pomoci tfepani ve vortexu po dobu 5 minut. Takto
vzniklé roztoky byly pfeneseny do sklenénych vialek (NDS, 1,5 ml) s inserty ur¢enymi
pro HPLC a nésledn¢ byly analyzovany.

4.1.7 HPLC analyza
Oligonukleotidy 1 Cy5 maji sva charakteristickd UV-spektra, pro detekci tedy byla
pouzita analyza pomoci HPLC s UV detekci pii 260 nm (Grafy 2, 3 a 4).

Mobilni faze: MFa — 50 mM TEAA, MFg — ACN.
Kolona: Clarity® Oligo-RP™ 3 um, 4,6 x 100 mm (Phenomenex, USA).

Metoda: 50 mM TEAA:ACN, gr. 10-85 %, 17 min (Graf 1).

HPLC chromatografie byla vyuZita i k semipreparaci pfipravovanych sond pro jejich
naslednou charakterizaci pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. MS analyza

byla provedena v Generi Biotech.
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Graf 1 Prubéh gradientové eluce pri HPLC analyze. Krivka zndzornuje % zastoupeni
acetonitrilu v mobilni fazi behem analyzy.
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4.1.8 Vyhodnoceni
Analyza vysledkt byla provedena pomoci programu LabSolutions a MSExcel. Na
vyslednych chromatogramech byla integrovana plocha pod kiivkou piki
olignukleotidi modifikovanych DBCO s navazanym Cy5 (ONS) a oligonukleotidii
modifikovanych DBCO bez navazaného Cy5 (ON). Z poméru ploch téchto dvou pikil

byla vypocitana procentudlni efektivita reakce dle této rovnice:

AUCpps
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AUC,y + AUCpns
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Chromatogram 1 Priklad chromatogramu pro ONS s modifikaci na 2. pozici od 3 '-konce (3°).
Sledované piky: ON (tx= 6,095 min), ONS (tr= 7,678 min).
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Graf 2 UV spektra sledovanych pikii v Chromatogramu 1 (pas pro oligonukleotid v okoli 260
nm, pas pro Cy5 v okoli 650 nm). A — UV spektrum ON, B — UV spektrum ONS.
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Chromatogram 2 Priklad chromatogramu pro ONS s modifikaci na 10. pozici od 3 "-konce
(X°). Sledované piky: ON (tg= 6,095 min), ONS (tg= 7,227 min).
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Graf 3 UV spektra sledovanych pikii (pas pro oligonukleotid v okoli 260 nm, pas pro Cy5 v
okoli 650 nm). A — UV spektrum ON, B — UV spektrum ONS.
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Chromatogram 3 Priklad chromatogramu pro ONS s modifikaci na 5 '-konci (5°).
Sledované piky: ON (tx= 6,095 min), ONS (tr= 7,678 min).
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Graf 4 UV spektra sledovanych pikii (pas pro oligonukleotid v okoli 260 nm, pds pro Cy5 v
okoli 650 nm). A — UV spektrum ON, B — UV spektrum ONS.
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4.2 Vysledky

4.2.1 Uprava deprotekcnich podminek

Schéma 5 Odstépeni oligonukleotidové sondy z pevné faze

Pro nalezeni vhodnych deprotekénich podminek byl pouzit roztok CyS5 o koncentraci
1 mM a 3 navazky ON (5'-CPG500A). Postup byl dodrzen dle metodiky (4.1.3. —
4.1.7.) s tim rozdilem, Ze jako deprotekéni Cinidlo byl pouzit u jednoho vzorku roztok
NH3 a deprotekce probihala 2 nebo 4 hodiny (Tabulka 6). Pro kontrolu byl pouzit
oligonukleotid chranény normalni sadou, na jehoz deprotekci byl pouzit roztok NH3
na | hodinu. Po deprotekci bylo ke v§em vzorktim pfidano 500 pl uH>O misto roztoku
Na" CH3COO' Eluat (1 ml modré frakce) byl sbiran do 4ml vialek a poté odpafen na

odparce s teflonovym nastavcem.

Tabulka 6 Zkousené deprotekcni podminky

deprotekéni ¢inidlo cas deprotekce [h]
NH3; 1 (kontrola)

NH3 2

K>CO;3 2

K2COs3 4

HPLC analyza byla pouZita zaroven pro semipreparaci. Nastfik analytu byl zvySen na
20 pl, frakce hlavniho piku (7,8 min pro kontrolni vzorek, 7,6 min pro ostatni) byla
jiména do sklenéné zkumavky a odpatrena na odparce s teflonovym nastavcem. Frakce

byly nasledné charakterizovany pomoci MALDI-TOF MS (Graf 5, 6, 7 a 8).
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Graf 5 Hmotnostni spektrum kontrolniho vzorku po deprotekci amoniakem 1 hodinu.
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Graf 6 Hmotnostni spektrum vzorku po deprotekci amoniakem 2 hodiny.
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Graf' 7 Hmostnostni spektrum vzorku po deprotekci K>COj3 2 hodiny.
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Graf 8 Hmotnostni spektrum vzorku po deprotekci K;COs3 4 hodiny.

4.2.2 Optimalizace znaceni
Pro kazdy typ ON byla provedena click reakce s roztokem Cy5 ve ¢tyfech rtiznych
koncentracich. Postup byl dodrzen dle metodiky. Byl sledovan vliv pouzité pevné faze
a koncentrace Cy5 na efektivitu znaceni na 3 riznych pozicich fetézce (37, X', 57). Pro

koncentrace Cy5 0,1 — 10 mM byla provedena 2 opakovani.

Shrnuté vysledky pro jednotlivé pozice jsou uvedeny niZze (Graf 9, 10 a 11). Vysledné
hodnoty ploch pikii pod kiivkou, retencnich ¢ast a vypoctenych vytezki jsou uvedeny

v Seznamu piiloh (Pfiloha 1), véetné vypoctenych aritmetickych primérti z obou sérii.
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Graf' 9 Vytéznost click reakce na 3'-konci retézce.
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Graf 10 Vytéznost click reakce na X'-pozici
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Graf'11 Vyteznost click reakce na 5 -konci retézce

4.2.3 Optimalizace doby reakce
V dalsi ¢asti byl vybran konkrétni ON (5'-CPG500A) a koncentrace Cy5 (1 mM), a
byl sledovan pouze vliv ¢asu. Byl dodrzen postup dle metodiky kromé Casu reakce,

ktera probihala 10 min, 30 min, 1 h, 6 h, 12 h nebo 24 h. Experiment byl proveden ve

dvou opakovanich.

Shrnuté vysledky jsou uvedeny nize (Graf 12). Vysledné hodnoty ploch pikd pod
kiivkou, reten¢nich Casii a vypoctenych efektivit jsou uvedeny v Seznamu piiloh

(Ptiloha 2), v¢etné vypoctenych aritmetickych primért z obou sérii.
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Graf 12 Vliv doby reakce na efektivitu znaceni DBCO modifikovaného oligonukleotidu na
CPG 500 A, pri koncentraci Cy5 1 mmol/l.
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5. Diskuze

Vyhodou postsyntetického znaceni by méla byt nizsi spotieba fluorescencéniho barviva
a jeho ochrana pred extrémnimi reakénimi podminkami bé&hem syntézy
oligonukleotidového fetézce (pridavek kyseliny trichloroctové, oxidace jodem). To se
projevi zejména pokud je fluorofor nutné umistit na 3 -konec fetézce nebo nékterou

dalsi bazi uprostied fetézce, na niz by syntetickym cyklem musel projit vicekrat.

Tato prace ovefuje moznost pouziti postsyntetického znaceni oligonukleotidii na
pevné fazi pomoci click chemie. Cilem bylo definovat optimalni typ pevné faze a
koncentraci fluorescen¢niho barviva Cy5 pro jeho konjugaci na 3 rizné pozice
oligonukleotidového fetézce. Samostatné jsme sledovali také vliv Casu reakce. Nejprve

vSak bylo nutné upravit podminky deprotekce.

5.1 Optimalizace deprotekce
Co se tyka ochrany fluorescen¢niho barviva pied naro¢nymi reakénimi podminkami,
v experimentu jsme se nevyhnuli slabé bazickému prosttedi pti deprotekci. Prestoze
nukleotidy byly chranény sadou UltraMild, které postacuji mirnéj$i podminky pro
odchranéni, nez je bézné (misto hydroxidu sodného byl pouzit roztok K>COs
v MeOH), vyskytly se problémy se stabilitou fluorescencniho barviva. Standardni
doba deprotekce dle literatury a pfedchozich zkuSenosti skupiny byla 8 hodin, av§ak
po této dobé doslo k naprosté degradaci CyS5 a viditelné zméné zbarveni z modré na

zlutou. Proto byly zkoumany podminky deprotekce.

Byl vybran jeden typ ON, ktery byl z ptfedchozich vysledkd vyzkumné skupiny
vyhodnocen jako nejlepsi (5'-CPG500A) a ImM koncentrace Cy5, ktera se ukazala
jako dostacujici. Jako deprotek¢ni ¢inidlo byl pouzit NH3 s ¢asem zkracenym na
2 hodiny a roztok K>CO3z v MeOH s ¢asem zkracenym na 2 nebo 4 hodiny. Pro
porovnani slouzily ONS chranéné normalni sadou deprotektované NH3 po dobu
1 hodiny. Po této dobé dojde k odstépeni fetézce od pevné faze, ale ne k odchranéni
labilnich skupin (viz Graf 5). Pti deprotekci ONS po dobu 2 hodin rozkladal NH3 vice
nez K>COs3 a zaroven deprotekce KoCOs3 po dobu 4 hodin vedla k vétSimu rozkladu
ONS nez po 2 hodinach (viz Graf 6, 7, 8). Jako nejvhodné&jsi kombinace podminek byl
tedy vybran roztok KoCO3 v MeOH s ¢asem deprotekce 2 hodiny.
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Alternativou by bylo provést konjugaci barviva s oligonukleotidovym fetézcem az po
deprotekci, tedy v roztoku. V takovém piipadé je ale komplikovangjs$i separace
hotového konjugatu od nadbytecného mnozstvi fluorescen¢niho barviva. Béhem
experimentu jsme vyuzivali oligonukleotidovych fetézcti ukotvenych na pevné fazi,
tudiz roztok nadbyte¢ného barviva mohl byt jednoduse odpipetovan po jeho dekantaci.
To po provedeni deprotekce neni mozné, nebot’ béhem ni dochazi zaroven k odstépeni
oligonukleotidového fetézce z pevné faze. Resenim by mohl byt linker, ktery by se

Stépil za jinych, nez bazickych podminek a tyto kroky by probihaly na sobé nezavisle.

5.2 Typ pevné faze
Vhodny typ pevné faze je nutné vybirat dle pozice znaceni na oligonukleotidovém
fetézci. Nejcastéjsi a také nejjednodussi je znaceni na 5'-konci fetézce. Vytéznost
reakce pro tuto pozici presahovala 90 % u vSech pouzitych pevnych fazich (CPG500A,
CPG1000A, CPG2000A, HCLPS) a v celém rozsahu pouzitych koncentraci (0,1-100
se tu mohli zabyvat moznosti znaceni v roztoku po deprotekci. V takovém piipadé by

pozice znaceni neméla mit na efektivitu takovy vliv.

V nami zvoleném provedeni se vSak ukazalo, Ze i pro znacCeni na 10. pozici od
3’-konce fetézce (X') je efektivita vysoka. Pii pouziti vSech typl pevnych fazi se
hodnoty vytéZnosti pohybovaly vrozmezi 80-100 %, pti¢emzZ horni hranice

dosahovaly zejména oligonukleotidy vazané na polystyrenové pevné fazi.

V ptipadé znaceni na 2. pozici od 3"-konce fetézce pak uz polystyrenova pevna faze
vyrazné pievySuje ve vysledcich vSechny ostatni. Jako jedind umoznuje vytéznost pies
90 % (94-97 %), a to pii viech pouzitych koncentracich. U CPG (500A, 10004,
2000A) pevnych fazi lze pozorovat rostouci tendenci dle pourité koncentrace,
efektivita znaCeni vSak dosahuje sotva 80 % pro nejkoncentrovanégjsi roztok Cy5

(konktrétne bylo dosazeno 80, 82 a 73 % efektivity).

Obecné lze tici, ze nejvhodnéjsi pevnou fazi je HCLPS, a to pro znaceni na vsSech
pozicich oligonukleotidového fetézce. Pro znaceni na 5'-konci oligonukleotidu lze

pouzit vSechny testované pevné faze.
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5.3 Koncentrace fluorescencniho barviva
Bézné pouzivana koncentrace CyS5 pro znaceni efekt v praxi pohybuje okolo 100 mM,
Z prvnich experimentli vSak bylo zjiSténo, Ze by méla byt dostatecnad koncentrace
nasobn¢ nizsi. Proto byl stanoven zkoumany rozsah koncentraci ve zna¢né §ifi, po

desetinasobcich od 100 uM do 100 mM.

Z vysledki je evidentni, ze u vétSiny pouzitych ON postacuje pro kvantitativni pritb¢h
mozné zvysit efektivitu pouzitim vice koncentrovaného roztoku CyS5. Pro znaceni na
5’-konci nema koncentrace Cy5 na efektivitu zddny vyznamny vliv. Efektivita
konjugace je pravdépodobné maximalni jiz pii 100uM koncentraci Cy5 a pouziti
koncentrovanéjsiho roztoku ji nezvysi. U né€kterych ON je ale tendence dokonce
opatnd a 100mM koncentrace se jevi jako pfilid vysokd (X'-CPG1000A, X'-
CPG2000A). Diivodem by mohl byt rozklad Cy5 pravé z diivodu vysoké koncentrace.

Nutno vSak zdlraznit, ze se 100mM Cy5 byla provedena pouze 1 série opakovani,
tudiz vysledky nemuseji byt zcela validni. Diivodem bylo omezené mnozstvi a vysoka

cena fluorescenc¢niho barviva.

5.4 Cas click reakce
Pro sledovani vySe uvedenych aspektii byla doba click reakce nadhodnocena na
24 hodin, aby bylo zajisténo kompletni probéhnuti reakce. Poté byl vybran jeden
konkrétni ON (5"-CPG500A) a koncentrace Cy5 (1 mM), a byl sledovan pouze vliv

¢asu.

Ve zjisténych vysledcich mizeme sledovat mirné vzrlstajici tendenci mezi 10
minutami a 1 hodinou (94-96 %), naopak po 24 hodinach dochdzi k vyraznéjSimu
poklesu efektivity (ptiblizné o 5 %), coz by mohlo poukazovat na rozklad Cy5 nebo
celé ONS. Hodnota 79 % vytéZznosti je vSak pravdépodobné odchylka zplsobena
chybou. Po vyfazeni této hodnoty a zahrnuti hodnot pfedchozich méteni by se
vytéznost pohybovala kolem 94 %, coz by znamenalo, Ze je ve vSech méfenych Casech

témér konstantni.
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Pro lepsi porozuméni kinetiky reakce by bylo vhodné nechat reakci probihat i kratsi
dobu, nez 10 minut. Kratsi ¢asové useky by ovSem bylo lepsi optimalizovat az po

pievedeni znacici metody na syntetizér.

5.5 Vwyhodnoceni
Na chromatogramech lze pozorovat zdvojené piky (Chromatogram 2). Ty jsou
zpusobeny pfitomnosti izomerd, které vznikaji béhem click reakce. Podle
chromatogramu se ve vzorku vyskytovalo také malé¢ mnozstvi ON nemodifikovanych
DBCO. Jejich piky jsme sledovali, mély odli$ny retencni ¢as i UV-spektrum. Plocha
téchto pikii do vypoctu zahrnuta nebyla, nebot’ u nich click reakce nebyla mozna, a
doslo by tak ke zkresleni vysledkd. Jejich plochy v chromatogramu tvotily zhruba
0-10 %, ale nevysledovali jsme Zadny vyrazné&jsi trend s ohledem na typ pevné faze ¢i

pozice modifikace.
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo najit optimalni podminky konjugace oligonukleotidu
s fluorescencnim barvivem pomoci click chemie na pevné fazi. Byly k tomu pouzity
oligonukleotidové 23- mery modifikované na tiech riznych pozicich (2. a 10. baze od
3’-konce nebo na 5’-konci oligonuklotidového fetézce), vazané na Ctyfech typech
pevné faze (CPG500A, CPG1000A, CPG2000A, HCLPS). Celkem tak bylo vytvoreno
12 rtiznych typt oligonukleotidovych sond.

Za znacici molekulu bylo vybrano tradi¢ni fluorescencni barvivo Cyanine$, které bylo
do reakce ptidavéano v roztoku o koncentracich v rozmezi 0,1 — 100 mmol/l. Reakce
probihaly 24 hodin, ale v dalsi ¢asti experimentalni prace bylo zjisténo, ze dostatecné

efektivity je dosazeno jiz pii dobé reakce 10 minut (94 %, 5'-CPG500A, 1mM Cy5).

Také byly upraveny podminky deprotekce. Bylo zachovano pouzivané UltraMild
deprotek¢ni Cinidlo, ale doba deprotekce byla zkradcena na 2 hodiny, nebot’ béhem

standardnich 8 hodin dochazelo k viditelnému rozkladu fluorescen¢niho barviva.

Nejvyssi vytéznost poskytovaly reakce probihajici na polystyrenové pevné fazi, a to
pfi znaceni na vSech pozicich fetézce. Pro znaceni na 5’-konci fetézce bylo dosazeno
vic nez 90% efektivity pfi pouziti vSech nami testovanych pevnych fazi. Dale bylo
zjiSténo, Ze pro click reakci postacuje koncentrace fluorescencniho barviva 100x niZsi,

nez je bézné pouzivana, coz ukazuje jeji potencial pro zavedeni do praxe.
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8. Prilohy

8.1 Priloha 1

Tabulka 7 Nameérené a vypoctené hodnoty optimalizace znaceni pro 2. pozici oligonukleotidu
od 3 ’-konce: ccys-koncentrace pridavaného Cy5, S - série méreni, Aons - plocha pod krivkou
piku znacené oligonukleotidové sondy, trons) - retencni cas piku znacené oligonukleotidové
sondy, Aon- plocha pod krivkou piku modifikovaného oligonukleotidu bez Cy35, trion) - retencni
cas piku modifikovaného oligonukleotidu bez Cy5, Aons+on - soucet ploch pod krivkou piki
znacené oligonukleotidové sondy a modifikovaného oligonukleotidu bez Cy5, n — efektivita
znaceni Cy5, an — primérnd efektivita znaceni.

pozice znaceni: 3’-konec
typ pevné Cays | S Aons | tr(oNs) Aon | troN) | AonstoN | M| @n
faze | [mmol/l] [min] [min] [%] | [%]
CPG 500 A 0,1 1] 169740 | 7,641 | 120110 | 6,120 | 289850 | 59| 57
CPG 500 A 0,1 2] 319210 | 7,636 | 264769 | 6,116 | 583979 | 55
CPG 500 A 11| 732805 | 7,633 | 66077 | 6,111 | 798882 | 92| 80
CPG 500 A 12| 179897 | 7,638 | 83080 | 6,107 | 262977 | 68
CPG 500 A 10 | 1| 157156 | 7,666 | 60278 | 6,125 | 217434 | 72| 77
CPG 500 A 10 [ 2| 208169 | 7,643 | 48635 | 6,088 | 256804 | &1
CPG 500 A 100 | 1| 259361 | 7,612 | 70349 | 6,032 | 329710 | 79| 79
CPG 1000 A 0,1 | 1| 138008 | 7,637 | 150315 | 6,116 | 288323 | 48 | 57
CPG 1000 A 0,1 2| 42109 7,634 | 21499 | 6,107 63608 | 66
CPG 1000 A 1] 1] 272830 | 7,609 0 -| 272830 | 100 | 77
CPG 1000 A 12 90162 | 7,641 | 76924 | 6,118 | 167086 | 54
CPG 1000 A 10 | 1| 230048 | 7,648 | 146694 | 6,130 | 376742 | 61| 81
CPG 1000 A 10 | 2| 145852 | 7,654 0 - | 145852 | 100
CPG 1000 A 100 | 1| 155216 | 7,614 | 34990 | 6,060 | 190206 | 82| 82
CPG 2000 A 0,11 68485 | 7,637 | 131980 | 6,117 | 200465 | 34| 28
CPG 2000 A 0,12 87627 | 7,641 | 303002 | 6,120 | 390629 | 22
CPG 2000 A 11| 370806 | 7,617 | 426640 | 6,099 | 797446 | 46| 48
CPG 2000 A 12| 122276 | 7,617 | 124990 | 6,095 | 247266 | 49
CPG 2000 A 10| 1| 202050 | 7,645 | 90387 | 6,108 | 292437 | 69 | 67
CPG 2000 A 10| 2| 236940 | 7,637 | 122758 | 6,105 | 359698 | 66
CPG 2000 A 100 | 1 84545 | 7,622 | 30689 | 6,043 | 115234 | 73| 73
PS 0,1 | 1| 799881 | 7,689 | 61126 | 6,066 | 861007 | 93| 94
PS 0,1 |2| 1168884 | 7,640 | 69079 | 6,111 | 1237963 | 94
PS 1|1] 833194 | 7,620 | 28705 | 6,058 | 861899 | 97| 97
PS 1]2]1047275| 7,600 | 37407 | 6,043 | 1084682 | 97
PS 10 | 1| 1141754 | 7,693 | 34266 | 6,301 | 1176020 | 97 | 97
PS 10 | 2 | 1207820 | 7,687 | 45642 | 6,003 | 1253462 | 96
PS 100 | 1| 603022 | 7,599 | 26811 6,042 | 629833 | 96| 96
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Tabulka 8 Namérené a vypoctené hodnoty optimalizace znaceni pro 10. pozici oligonukleotidu
od 3 ’-konce (X')

pozice znaceni: X’
typ pevné cays | S Aons | tr(ONS) AoN | trN) | AoNs+oN n| an
faze | [mmol/I] [min] [min] [%] | [%]
CPG 500 A 0,1 | 1] 495739 | 7,258 | 56397 | 5,948 | 552136 | 90| 88
CPG 500 A 0,1 2] 239779 | 7,257 | 38133 | 5,950 | 277912 | 86
CPG 500 A 1| 1| 384527 | 7,243 | 30174 | 5,717 | 414701 | 93| 90
CPG 500 A 12| 443635 | 7,264 | 63269 | 5,674 | 506904 | 88
CPG 500 A 10| 1| 311140 | 7,286 | 20437 | 6,059 | 331577 | 94| 94
CPG 500 A 10 | 2| 625674 | 7,267 | 36663 | 6,069 | 662337 | 94
CPG 500 A 100 | 1| 202271 | 7,239 | 22769 | 6,027 | 225040 | 90 | 90
CPG 1000 A 0,1 1] 431705 | 7,268 | 29867 | 6,056 | 461572 | 94| 89
CPG 1000 A 0,1 | 2] 825504 | 7,265 | 152542 | 5,999 | 978046 | 84
CPG 1000 A 1| 1| 860411 | 7,241 | 99200 | 5,686 | 959611 | 90| 92
CPG 1000 A 12| 429908 | 7,268 | 27218 | 6,036 | 457126 | 94
CPG 1000 A 10| 1| 377055 | 7,286 | 31344 | 6,113 | 408399 | 92| 91
CPG 1000 A 10| 2| 820454 | 7,269 | 92226 | 5,925 | 912680 | 90
CPG 1000 A 100 | 1| 335505 | 7,247 | 68876 | 5,909 | 404381 | 83| 83
CPG 2000 A 0,1 | 1] 491659 | 7,240 | 39459 | 5,773 | 531118 | 93| 93
CPG 2000 A 0,1 2] 982093 | 7,257 | 76499 | 6,157 | 1058592 | 93
CPG 2000 A 1| 1| 405705 | 7,249 | 29122 | 5,728 | 434827 | 93| 89
CPG 2000 A 12| 399326 | 7,241 | 74394 | 5,687 | 473720 | 84
CPG 2000 A 10| 1| 368231 | 7,269 | 64970 | 5,923 | 433201 | 85| 90
CPG 2000 A 10| 2| 596531 | 7,258 | 34832 | 6,112 | 631363 | 94
CPG 2000 A 100 | 1| 346574 | 7,245 | 81627 | 5,909 | 428201 | &1 | 81
PS 0,1 | 111269756 | 7,249 | 27831 | 6,251 | 1297587 | 98 | 98
PS 0,1 |2]1924879 | 7,259 | 38177 | 6,261 | 1963056 | 98
PS 1|1 78202 | 7,235 0 - 78202 | 100 | 96
PS 1211289619 | 7,230 | 121902 | 5,832 | 1411521 | 91
PS 10 | 11397739 | 7,259 | 30279 | 6,259 | 1428018 | 98 | 98
PS 10| 2| 1930016 | 7,263 | 39878 | 6,264 | 1969894 | 98
PS 100 | 1| 370678 | 7,235 | 23664 | 5,894 | 394342 | 94 | 94
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Tabulka 9 Namérené a vypoctené hodnoty optimalizace znaceni na 5 -konci oligonukleotidu.

pozice znaCeni: 5’-konec
typ pevné ccys | S Aons | tR(ONS) Aon | troN) | AONs+ON n| an
faze | [mmol/l] [min] [min] [%] | [%]
CPG 500 A 0,1 1| 403270 | 7,693 5508 | 6,050 | 408778 | 99| 94
CPG 500 A 0,1]2] 902108 | 7,693 | 98202 | 6,066 | 1000310 | 90
CPG 500 A 1| 1] 758244 | 7,684 | 39491 | 6,001 | 797735| 95| 94
CPG 500 A 1|2 455660 | 7,687 | 32916 | 6,024 | 488576 | 93
CPG 500 A 10| 1| 314899 | 7,731 0 -| 314899 | 100 | 97
CPG 500 A 10| 2| 527516 | 7,693 | 35857 | 6,036 | 563373 | 94
CPG 500 A 100 | 1| 334690 | 7,666 | 31177 | 6,293 | 365867 | 91| 91
CPG 1000 A 0,1 1] 366874 | 7,694 | 31568 | 6,042 | 398442 | 92| 93
CPG 1000 A 0,1]2| 794377 | 7,692 | 51879 | 6,056 | 846256 | 94
CPG 1000 A 111316910 | 7,675 | 53885 | 6,018 | 1370795 | 96 | 95
CPG 1000 A 12| 475081 | 7,705 | 26298 | 6,037 | 501379 | 95
CPG 1000 A 10| 1| 406475 | 7,722 | 25827 | 6,042 | 432302 | 94| 97
CPG 1000 A 10 | 2| 554601 | 7,704 0 - | 554601 | 100
CPG 1000 A 100 | 1| 231550 | 7,669 0 - | 231550 | 100 | 100
CPG 2000 A 0,1 1] 635058 | 7,697 0 -| 635058 | 100 | 94
CPG 2000 A 0,1]2| 352041 | 7,691 | 45418 | 6,057 | 397459 | 89
CPG 2000 A 1| 11157326 | 7,665 | 48337 | 6,031 | 1205663 | 96 | 94
CPG 2000 A 12| 435136 | 7,679 | 36671 | 6,035 | 471807 | 92
CPG 2000 A 10| 1| 339100 | 7,709 | 24307 6,04 | 363407 | 93| 93
CPG 2000 A 10| 2| 388639 | 7,686 | 34844 6,02 | 423483 | 92
CPG 2000 A 100 | 1| 539233 | 7,657 | 29408 | 5,964 | 568641 | 95| 95
PS 0,1 1| 788488 | 7,629 | 48768 | 6,067 | 837256 | 94| 93
PS 0,1]2]1639962 | 7,693 | 152337 | 6,071 | 1792299 | 92
PS 1| 1] 943945 | 7,664 | 45284 | 5,986 | 989229 | 95| 95
PS 121096776 | 7,656 | 52685 | 6,012 | 1149461 | 95
PS 10| 1] 1139165 | 7,643 | 35068 | 6,078 | 1174233 | 97| 95
PS 10| 2| 551185 7,629 | 39440 | 6,044 | 590625 | 93
PS 100 | 1| 639502 | 7,667 0 -| 639502 | 100 | 100
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8.2 Priloha 2

Tabulka 10 Nameérené a vypoctené hodnoty pri sledovani viivu doby reakce na efektivitu
znaceni. S - série mereni, Aons - plocha pod kiivkou piku znacené oligonukleotidové sondy,
trions) - retencni cas piku znacené oligonukleotidové sondy, Aon - plocha pod krivkou piku
modifikovaného oligonukleotidu bez Cy5, tron - retencni cas piku modifikovaného
oligonukleotidu bez Cy5, Aons+on - soucet ploch pod krivkou pikii znacené oligonukleotidové
sondy a modifikovaného oligonukleotidu bez Cy5, n — efektivita znaceni Cy5, ey — prumérnd
efektivita znacent.

cas S Aons tR(ONS) Aon tr(ON) Aons+on | M [%] | en
[h] [min] [min] [Y0]
0,17 1 299212 7,655 19676 6,030 318888 94 94
0,17 2 222412 7,655 15052 6,029 237464 94
0,5 1 165447 7,663 9054 6,027 174501 95 95
0,5 2 137086 7,669 7245 6,027 144331 95
1 1 546681 7,650 46091 6,263 592772 92 96
1 2 91155 7,648 0 - 91155 100
6 1 595187 7,651 28729 5,976 623916 95 95
6 2 613148 7,652 31011 5,973 644159 95
12 1 20168 7,640 0 - 20168 100 96
12 2 713302 7,649 65894 5,983 779196 92
24 1 180823 7,694 48336 6,003 229159 79 90
24 2 455660 7,687 32916 6,024 488576 93
24 3 758244 7,684 39491 6,001 797735 95
24 4 455660 7,687 32916 6,024 488576 93
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