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ANOTACE

Tato diplomova prace se zamétuje na validaci syntézy oligonukleotidi délky 60 az 82 bp ve
scale 200 nmol, s cilem porovnat G¢innost syntézy mezi tfemi vyrobci pevné faze a identifikovat
faktory ovlivigjici kvalitu syntézy. Vyuziva analytické metody jako MALDI, HPLC,
tritylmonitor a spektrofotometrie k hodnoceni vytézka, Cistoty a stability syntézy. Teoreticka
¢ast prace pokryva chemické syntetické metody a metody validace procesu syntézy (IQ, OQ,
PQ). Vysledky pfispivaji k optimalizaci syntézy oligonukleotidli pro hromadnou vyrobu i
vyzkum.

KLICOVA SLOVA

Validace syntézy , oligonukleotidy, pevna faze, chemickd syntéza, MALDI, HPLC,
Tritylmonitor, vytéznost, kvalita

TITLE

Validation of methods for oligonucleotide synthesis at 200 nmol scale

ANNOTATION

This thesis focuses on the validation of oligonucleotide synthesis at the 200 nmol scale, with
the aim of comparing the synthesis efficiency between three solid phase producers and
identifying factors affecting the quality of the synthesis. It uses analytical methods such as
MALDI, HPLC, tritylmonitor and spectrophotometry to evaluate yields, purity and stability of
the synthesis. The theoretical part of the thesis covers chemical synthesis methods and synthesis
process validation methods (IQ, OQ, PQ). The results contribute to the optimization of
oligonucleotide synthesis for mass production and research.

KEYWORDS

Synthesis validation , oligonucleotides, solid phase, chemical synthesis, MALDI, HPLC,
Tritylmonitor, yield, quality
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UvVOoD

Oligonukleotidy jsou kratké fetézce nukleovych kyselin, které maji Siroké uplatnéni v
biotechnologii, vyzkumu a diagnostice. Jejich syntéza hraje klicovou roli v riznych oblastech,
od vyvoje diagnostickych néstroji po vyrobu terapeutickych produktd. V poslednich letech se
stale vice zamétujeme na zajisténi vysoké kvality syntézy oligonukleotidli, zejména v kontextu
hromadné vyroby pro komer¢ni ucely. Tento proces vyZaduje nejen vysokou ucinnost, ale i

zajisteéni stability, Cistoty a reprodukovatelnosti vysledka.

Cilem této prace je validace syntézy oligonukleotidii v délce 60 az 82 bp ve scale 200 nmol.
Tato studie porovnava Ucinnost syntézy mezi tfemi riznymi vyrobci pevné faze a identifikuje
faktory, které mohou ovlivnit kvalitu syntézy. Dale se zamé&fuje na zjisténi, zda je syntéza v

tomto vibec validni a zda spliiuje pozadavky pro kvalitni a reprodukovatelné vysledky.

Pro zajiSténi vysoké kvality syntézy budou pouzity rizné analytické metody, jako je MALDI
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization), HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), tritylmonitor a méfeni vytézka na spektrofotometru. Tyto metody umozni
komplexni hodnoceni riznych aspekti kvality syntézy, v€etné Cistoty, vytéZnosti a stability

vysledného produktu.

Vyznam této prace spociva v potencidlu pro aplikaci vysledkt v hromadné vyrobé
oligonukleotidi. Validace syntézy v tomto rozsahu by mohla znamenat zasadni krok k
optimalizaci vyrobnich procest, a to jak pro komer¢ni vyrobu, tak pro vyzkumné ucely.
Naopak, pokud se ukaze, Ze syntéza v tomto scale neni validni, prace pfispéje k dalSimu vyvoji

a zdokonaleni syntetickych metod.

V teoretické Casti prace se nejprve zamétime na zakladni charakteristiku oligonukleotidl, poté
se budeme zabyvat riznymi metodami chemické syntézy, konkrétné H-fosfonatovou a
fosforamiditovou syntézou. Déle bude popsana fada analytickych metod, které¢ budou pouzity
k validaci procesu syntézy, vcetné metod IQ (Installation Qualification), OQ (Operational
Qualification) a PQ (Performance Qualification). Nasleduje prakticka ¢ast prace, kterd obsahuje

experimentalni analyzu a vyhodnoceni vysledkll syntéz mezi riznymi vyrobci.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Oligonukleotidy

Oligonukleotidy jsou kratké, dvouvldknové nebo jednovldknové molekuly DNA ¢i RNA [1].
At uz jsou oligonukleotidy pfirozen¢ se vyskytujici nebo syntetické, nasedaji na
komplementarni cile, jako je genomova DNA. Malé oligonukleotidy s 12—25 part bazi (zndmé
jako oligomery) se pouzivaji v Siroké fad¢ aplikaci molekularni genetiky a mohou byt chemicky
modifikovany nebo nemodifikovany [2, 34].

Nukleosidmonofosfatové monomery se skladaji ze tfi dilezitych slozek. Prvni sloZzkou je baze
(purinova nebo pyrimidinovd baze), druhd slozka je pent6zovy cukr (ribéza pro RNA a
deoxyribdza pro DNA) a tieti slozkou je fosfatova skupina. Jednotlivé nukleotidy jsou se
sousednim nukleotidem spojeny prostiednictvim fosfdtovych skupin a tvoii s cukernymi
skupinami patet nukleové kyseliny. Kazdy fetézec nukleové kyseliny smétuje od 5'-konce ke
3'-konci. Pfi chemické syntéze dochazi k syntéze fetézce od 3'-konce k 5'-konci [2, 34].

Pti komplementarnim parovani bazi mezi nukleotidy ve dvouvldknové DNA musi byt vlakna
orientované v opa¢ném smeéru. Zakladni nukleotidy zivych organismt se dé€li na puriny a
pyrimidiny. Mezi puriny patii adenin (A) a guanin (G). Mezi pyrimidiny fadime cytosin (C),
thymin v DNA (T) a uracil v RNA (U). Komplementarita bazi se vyskytuje mezi adeninem a
thyminem (v DNA) nebo uracilem (v RNA). Guanin a cytosin se vazou navzajem. Baze jsou
parovany specifickou vodikovou vazbou. Nukleotidy mohou byt seskupeny do
mononukleotidii, dinukleotidd, oligonukleotidi a polynukleotida [2, 34].
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Obr. 1 Struktura oligonukleotidu [3]

Oligonukleotidy maji rozmanité zplsoby pouziti napf. terapeutické, ty mohou zasahovat do
riznych biomolekul zapojenych do centrdlniho dogmatu molekularni biologie. Jednim z nich
jsou 1 stérické blokatory, které inhibuji funkci RNA/DNA, tim Ze blokuji interakci s jinymi
biomolekulami [35]. Oligonukleotidy jsou také uzitecné pfi studiu genové exprese [36], dale
pak pro mikro¢ipové analyzy [37], in situ hybridizace [38] nebo aplikaci biosnimani [39].
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Pouzivaji se predevsim jako primery pro sekvenovani DNA. Konvencni sekvenacni techniky
pouzivaji DNA polymerazy, stejné¢ jako PCR, které¢ vyzaduji existujici DNA k zahéjeni
elongace. Oligonukleotidy jsou navrzeny tak, aby nasedly na specifickou cilovou sekvenci, a
proto se pouzivaji jako primery pro PCR pfi genetickych vySetfenich nebo pro sekvenovani [2,
34].

1.1.1. Chemicka syntéza oligonukleotidli

Syntéza na pevné fazi je Siroce pouzivana k syntéze peptidi, oligonukleotidi, oligosacharida a
kombinatorické chemii. Byla vynalezena v 60. letech 20. stoleti Brucem Merrifieldem a m¢la
takovy vyznam, Ze mu byla v roce 1984 udélena Nobelova cena za chemii [6]. Prvni chemicky
syntetizované modifikované oligonukleotidy byly methylfosfonéty. Jsou to nenabité oligomery,
ve kterych je nemiistkovy atom kysliku nahrazen methylovou skupinou [4]. V roce 1986 bylo
pfedstaveno prvni pouziti enzymu Taq polymerazy tzv. enzymatickd syntéza. Tato syntéza se
ale v praxi pouziva jen velice malo [7].

Syntéza oligonukleotidli je chemicky proces, kde jsou nukleotidy specificky spojeny a tim
vznikd pozadovany syntetizovany produkt. Pro ziskédni pozadovaného produktu je kli¢ova
ochrana a deprotekce urcitych funkénich skupin (hydroxylovych, amino, karboxylovych, atd.)
na molekule substratu. Produkt syntézy se oddéli od pevné faze chemickym Stépenim vazby
mezi nim a pevnou fazi. Syntéza na pevné fazi typicky zahrnuje pouziti polymeru nebo
sklenénych specializovanych ¢astic, které nejsou ovlivnény reakénimi podminkami. Tyto
Castice jsou obsazeny v kolonach, kterymi protékaji reaktanty, ¢inidla a rozpoustédla. Funkci
kulic¢ek je pusobit jako platforma, na kterou jsou kovalentné navazany molekuly substratu, na
kterych probihd chemicka reakce. Nejcastéji pouzivany material v pevné fazi je makroporézni
polystyren (MPPS) a sklo s kontrolovanymi pory (CPG) [7].

Syntéza na pevné fazi umoznuje rychlé ziskani vycisténého produktu, jelikoZ necistoty a
nezreagované latky jsou postupné vymyvany béhem jednotlivych kroki syntézy. Celéd syntéza
je fizend s pocitacovym zafizenim a miize byt automatizovana. Syntéza na pevné fazi je
nejbéznéjsi metodou pouzivanou pro zakazkovou vyrobu oligonukleotidii i peptidd [7].
Navzdory vyhodam je tato metoda obtizné pouzitelna pro syntézu dlouhych oligonukleotidi ve
vysokych vytézcich. S rostoucim fetézcem klesa ucinnost couplingu, kumuluji se malé chyby.
Dale to mize byt zptisobeno neuplnou deprotekei, kdy dojde k netiplnému odstranéni 5'- 4,4"-
dimethoxytrityl (DMT) chrénici skupiny [40]. V takovych ptipadech je vhodné&j$i pouzit ptistup
enzymatické ligace v tandemu s chemickou syntézou, aby se ziskal oligomer pozadované délky

[6].

VétSina zdkladnich krokil syntézy v kapalné fazi se podobd syntéze na pevné fazi. Hlavnim
rozdilem je, Ze k syntéze dochéazi v roztoku nebo v kapalné fazi a neni fixovana na zadny
povrch. Protoze tento proces stale probiha v cyklech, existuje nékolik doprovodnych metod pro
odstranéni nezreagovanych ¢inidel pti zachovani prodlouzeného oligonukleotidového produktu
Jednou z metod jsou filtrace, promyvani, precipitace, chromatografie, dialyza [7].
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1.1.1.1. Fosforamiditova syntéza

Fosforamiditovd metoda byla vynalezena na pocatku 80. let 20. stoleti. Za vyvojem
fosforamiditt stoji Marvin Caruthers. Metoda je vylepSena aplikaci technologie pevné faze a
automatizaci. Syntéza oligonukleotidi probiha ve sméru 3' az 5' (opacné nez u biosyntézy
DNA) [5,13].

Fosforamidit je zdkladnim prvkem v procesech syntézy oligonukleotidil a pfispiva ke stabilité,
ucinnosti a presnosti syntézy vlastnich sekvenci DNA a RNA [14]. Ke stabilité pfispiva
struktura fosforamiditu, kterd obsahuje atom fosforu, dva atomy kysliku, aminoskupinu a
alkylovou skupinu. Tato struktura je méné reaktivni nez ostatni slouceniny s fosforem a tim je
1 snizeno riziko nezadoucich reakci. Vysoka ucinnost je zajisténa diky automatizaci syntézy,
kdy je minimalizovana chyba pii syntéze [30]. Pfi fosforamiditové syntéze je fosforamidit
zaclenén do fosforamiditové ¢asti, kterd je kliCovou slozkou stavebnich blokl pouzivanych k
vytvafeni sekvenci DNA a RNA. Podobné pii syntéze oligonukleotidii na pevné fazi je
fosforamidit nezbytny pro aktivaéni a deprotekéni kroky, které jsou soucasti tvorby
oligonukleotidl na pevnych nosicich [14].

Za cyklus syntézy se piida jeden nukleotid. Cyklus fosforamiditové syntézy DNA se sklada ze
¢tyt kroki naznac¢enych na obrazku Obr. 2. Fosforamiditové monomery jsou piiméfen¢ stabilni
v inertni atmosféie a lze je pfipravit ve velkych mnozstvich a skladovat je jako suché pevné
latky nekolik mésict az let pfed pouzitim. K protonaci dochazi smichdnim s aktivatorem (5-
ethylthiotetrazol), pouze poté se fosforamiditové monomery stavaji reaktivnimi [5].
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Na zac¢atku syntézy je prvni chranény nukleosid pfipojen k pevné fazi a operator vybere pevnou
fazi s univerzalnim linkerem nebo se pouziva pevna faze s jiz navazanou prvni bazi. Nukleosid
navazany na nosi¢ ma chranici skupinu DMT, jeji tlohou je zabranit polymeraci a tato chranici
skupina musi byt z nosic¢e odstranéna detritylaci [5].

1.1.1.1.1. Detritylace

Deprotekce kyselinou trichloroctovou v dichlormethanu je rychld a kvantitativni. Nekteré
mensi komeréné dostupné syntetizdtory DNA maji hardware pro méfeni a zdznam vytézku
tritylu pro kazdy cyklus, takze G¢innost syntézy mize byt monitorovana na zacatku cyklu v
redlném Case [5]. Méfeni tritylového vytézku udava, jak G€inné probiha coupling fosforamiditu
béhem kazdého cyklu pfidavani nukleotidi. Sledovanim hodnoty absorbance tritylu mohou
vyzkumni pracovnici vyhodnotit GispéSnost couplingu v procesu syntézy. Nizky vytézek tritylu
muze naznacovat problémy, jako je nelplnd detritylace nebo coupling, coz miize ovlivnit
kvalitu kone¢ného oligonukleotidového produktu [15].

1.1.1.1.2. Coupling

Po detritylaci je nukleosid navazany na pevné fazi pfipraven reagovat s dalsi bazi, ktera je
pfiddna ve form¢ fosforamiditového monomeru. Velky pfebytek roztoku fosforamiditu se
smicha s aktivatorem (5°-ethylthio-1'"-H-tetrazol) pfi davkovani do syntetickych kolonek.
Fosfitovy triester je modifikovan na fosfodiesterovou vazbu tak, aby byl 1épe odstupitelny a
usnadnil pozdé&jsi chemickeé reakce. Rychle se vytésni a vznikne nové vazba fosfor-kyslik, ¢imz
se vytvofi na nosi¢ navazany fosfitovy triester [5].

1.1.1.1.3. Capping

Prebytek fosforamiditu posouva vyrazné rovnovahu reakce smérem k produktu. 100% tac¢innost
couplingu neni mozna a na pevné fazi vzdy zistdva n€kolik volnych 5°-hydroxylovych skupin.
Tyto skupiny by reagovaly az s fosforamiditem v dalSim kroku a vysledny oligonukleotid by
postradal jednu bazi a odpovidal by dele¢ni mutaci pozadovaného oligonukleotidu. Pokud by
takové dele¢ni mutace byly ponechdny bez kontroly, hromadily by se s kazdym naslednym
cyklem a kone¢nym produktem by byla slozitd smés oligonukleotidii s nespravnou sekvenci.
Na syntetizatoru se pouzivaji dva uzaviraci roztoky: CAP A (acetanhydrid, lutidin a THF) a
CAP B (N-methylimidazol — NMI, pyridin a THF). Tato dvé ¢inidla se smichaji pfed dodanim
do syntetické kolony. Pro kazdy typ syntetizdtoru se miize lehce liSit slozeni roztokt, c¢i
koncentrace jejich slozek. Po acetylaci jsou 5'-hydroxylové skupiny inertnimi vii¢i naslednym
reakcim [5].

1.1.1.1.4. Oxidace

Fosfit-triester vytvoteny v konjuga¢nim kroku je nestabilni viic¢i kyseliné a musi byt pfeveden
oxidaci fosfitu na fosfat pted dal$im krokem detritylace pomoci kyseliny trichloroctové (TCA).
Stability dosahneme oxidaci jodem v pfitomnosti vody a pyridinu. Vysledny fosfotriester je
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chranény 2-kyanoethylovou skupinou, kterd zabraniuje nezadoucim reakcim na hydroxylové
skupiné fosfatu béhem nasledujicich cyklt syntézy. Na nékterych syntetizatorech DNA je po
oxidaci jodem druhy krok uzavieni. Uéelem toho je vysusit pevnou fazi, protoze zbytkova voda
z oxida¢ni sméesi miize inhibovat dalsi couplingovou reakci. Piebytek vody reaguje s acylacnim
¢inidlem za vzniku kyseliny octové, kterd se vymyje ve smési rozpoustédel THF/pyridin [5].

V dalsim cyklu se na zacatku odstépuje DMT chranici skupina z 5‘-konce fetézce DNA
vazan¢ho na pevné fazi, aby primarni hydroxylova skupina mohla reagovat s dalSim
nukleotidovym fosforamiditem. Cyklus se opakuje jednou pro kazdou bazi, aby se vytvofil
pozadovany oligonukleotid [5]. PoCet opakovanych cykll se rovna pozadovanému poctu bazi.
Syntetizujeme oligonukleotidy od 2 do vice jak 120 bazi [8].

1.1.1.2. H-fosfonatova syntéza

Prvni pouziti H-fosfonat bylo na zacatku 50.let 20.stoleti Sirem A. Toddem, kterému tento
objev pfinesl Nobelovu cenu za chemii. O tficet let pozdéji byli H-fosfonaty pouzity k syntéze
oligonukleotidul, presnéji k syntéze 2’-deoxynukleosid H-fosfonatovych diesterti aktivaci H-
fosfonatovych monoesterii nékolika ¢inidly, napt. difenylchlorfosfat, pivaloylchlorid a 2,4,6-
tri-isopropylbenzensulfonylchlorid. H-fosfonaty jsou zatazeny do kategorie tervalentnich
fosforovych sloucenin obsahuji fosforylovou skupinu a atom vodiku na fosforovém centru.
Atom fosforu je elektrofilni a chybi mu elektronovy par, proto je odolngjsi vici oxidaci nez
ostatni slou¢eniny fosforu [48].

Prvnim krokem syntézy je odstranéni 5’-dimethoxytritylové chranici skupiny kyselinou
fluorovodikovou. Nasleduje krok kondenzace, kdy se pifidad chranény 2’-deoxy H-fosfonat
monoester a aktivani Cinidlo (pivaloylchlorid). Reakci vznikd smésny anhydrid
fosfonokarboxylové kyseliny, tento anhydrid je atakovan 5’-hydroxylem nukleosidu za vzniku
H-fosfonatového diesteru. Tato vazba je stabilni v kyselém prostiedi, které je dilezité pro
odstranéni 5’-dimethoxytritylové skupiny, proto neni nutna oxidace v kazdém cyklu syntézy.
Prodluzovani fetézce bez nutnosti oxidace se proto sklada pouze ze dvou krokli. Oxidace na
fosfodiester probiha za pouziti vodného roztoku jodu a je dokonfena po syntéze
oligonukleotidu [48].

Tento druh syntézy oligonukleotidi je alternativou k fosforamiditové syntéze RNA a analogi
oligonukleotidu, které jsou nestabilni v kyselém prostfedi. Pfi syntéze DNA nastavaji problémy
jako je napft. dvojitad aktivace a acylace fosforu. Tyto problémy nejsou tak zietelné pii syntéze
RNA pfi pouziti ribonukleosidt s 2”-chranici skupinou [48].

1.1.1.3.  Pevné a rozpustné faze, na kterych probihé syntéza

Pevna faze ma nekolik zavedenych termini, jednim z nich jsou support a nosic, termin support
se pouziva v bézné mluveé. Syntéza na pevné fazi je Siroce pouzivana v syntéze peptidd,
oligonukleotidli, oligosacharidii a kombinatorick¢é chemii. Nejlépe probiha syntéza na
nebobtnajicich nebo malo bobtnajicich pevnych fazich. Syntéza na pevné fazi ma fadu vyhod.
Jedna znich je, Ze necistoty a prebytky cCinidel jsou vymyty a tudiz neni nutné cisténi
meziproduktu po kazdém kroku. Dalsi vyhodou je izolace produktu z pevné faze, kde je potieba
¢isténi [10]. Proces je pristupny automatizaci na pocitacem fizenych syntetizatorech [5]. Jediny
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automatizovany syntetizator dokéze standardni fosforamiditovou chemii vyrobit témét jakykoli
oligonukleotid opravdu rychle a reprodukovatelné, ¢imz se eliminuje jakakoli lidska chyba pfi
vyrobé [9]. Jednou z nevyhod je, Ze pii vySSim zatizeni (napf. pii vyrobé velkého mnozstvi
oligonukleotidli najednou nebo pfti syntéze delsi sekvence) miize dochéazet ke sterickému ruseni
a ovlivni to u¢innost. Sterické ruSeni znamend interakce mezi reaktanty a pevnou fazi, coz
snizuje dostupnost aktivnich mist pro reakci. To mlize zpomalit nebo zhorSit kvalitu syntézy.
[10].

Pevné faze jsou nerozpustné ¢astice o pruméru 50-200 um, na které se oligonukleotid vaze
béhem syntézy [5]. Alternativy k nativni (nemodifikované) fazi CPG, se tykaji kopolymera
CPG a polystyren [5]. MPPS je vysoce zesitovany polystyren, ktery ziskdme polymeraci DVB,
styrenu a 4-chlormethylstyrenu [11].

CPG je tuhé a s hlubokymi pory, ve kterych probiha syntéza oligonukleotidi. Sklenéné faze s
pory 500 A (50 nm) jsou mechanicky robustni a pouZivaji se pii syntéze kratkych
oligonukleotidti. Na pevné fazi o velikosti porti 500 A se nejlépe syntetizuji kratké
oligonukleotidy do délky 40 bazi, poté vytéznost s délkou oligonukleotidl klesd. Pevna faze
CPG 1000 A je dostatecna pro syntézu oligonukleotidi az do délky 100 bazi a pro delsi
oligonukleotidy se pouzivd 2000 A nosice ¢i vétsi [5].

Vysoce zesitované polystyrenové kulicky maji vyhodu v dobrych vlastnostech vylu¢ovani
vlhkosti a umoziuji velmi G€¢innou syntézu oligonukleotidii, zejména v malém métitku (napf.
40 nmol) [5]. Dalsi vyhodou polystyrenovych supportii je snaz§i manipulace s malymi
mnoZzstvimi syntetizované¢ho materialu, tim se sniZzuji 1 manipulacni ztraty produktu. Mezi
nevyhody patii Casto zmiflovany pokles vytéznosti v disledku prodluzujiciho se fetézce a
kumulace nedokonalosti pii syntéze. S prodluzujicim se fetézcem nastava i problém s isténim
produktu od nepottebnych chybnych sekvenci [31].

Univerzalni pevné faze se staly kli¢ovymi od pfelomu druhého tisicileti diky rozvoji vysoce
vykonnych syntetizatori DNA. Tyto faze nahrazuji tradi¢ni syntetické faze, protoze maji
navazany univerzalni linker, coZ umoZiluje pfipojeni jakéhokoli poZadovaného nukleotidu na
zacatku syntézy. Timto zplsobem lze pouzit jednu pevnou fazi pro vSechny syntézy, coz
zjednoduSuje proces a minimalizuje riziko chyb pfi vybéru typu pevné faze. Vysoka efektivita
syntézy a moznost dosahnout az 95% vytézku pozadovaného oligonukleotidu jsou dal§imi
vyhodami této technologie [12, 41].

Pevné fize mizeme délit napt. dle velikosti port (500A, 1000A, 1400A, 2000A) nebo typu
modifikatoru (biotin, rhodamin) [12]. Porozita je dilezitym faktorem pii vybéru pevnych fazi,
znamena pfitomnost pori nebo dutin v materidlu, které mohou ovlivnit pfistupnost rostouciho
oligonukleotidového fetézce pro vstupujici Cinidla a schopnost odstraiiovat vedlejsi produkty
béhem procesu syntézy. Volba velikosti port a typu pevné faze by méla vychazet z pozadavkt
procesu syntézy oligonukleotidi, v€etné délky a slozitosti oligonukleotidu, pozadované Cistoty,
vytéznosti a rozsahu syntézy [16].

Syntéza oligonukleotidii v kapalné fazi (liquid-phase oligonucleotide synthesis - LPOS) je
vyuzivana ve farmaceutickém primyslu. Jeji vykon neni ovlivnén rozsahem syntézy a lze ji
provadét v konvencnich vsadkovych reaktorech pouzivanych piti vyrobé souc¢asnych aktivnich
farmaceutickych slozek. Necistoty se nemusi vymyvat po kazdém kroku. Mezi nevyhody patii
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nutna peclivd manipulace a monitorovani béhem celého procesu syntézy a nachylnost ke
kontaminaci [10]. LPOS zalozena na nanofiltraci organickym rozpoustédlem (OSN) ma velice
nizky vytézek syntézy (9-merovy oligonukleotid s vytézkem pouze 39%), coz neni vhodné pro
pramyslovou vyrobu. Re$enim jsou kaskadové membrany, které vraci ztraceny oligomer
z prvni membrany aniz by to ovlivnilo finalni Cistotu produktu. Pro snizeni ndkladt a zkraceni
doby procesu lze snizit pocet diafiltraci v kazdém cyklu. LPOS ma vysokou spotiebu
rozpoustédel a proto je vhodné pouzivat kombinaci OSN s jednotkou pro zpétné ziskavani
rozpoustédel [47].

Vzhledem k vysoké spotiebé rozpoustédel pti syntéze oligonukleotidi je diilezité optimalizovat
procesy, coz zahrnuje pocatecni velikost syntézni reakce, ktera je presné definovana a vyjadiuje
se v jednotkach mikromol [umol]. Rozsah poZzadavku na vlastni syntézu se mysli pocatecni
velikost syntézni reakce. Stupnice syntézy jsou presné definované mnozstvi, protoze vime,
kolik slozek budeme vkladat do reakci. Obecné uvadime méfitko syntézy v umol [11]. Mezi
Casto pouzivané scale patii 20 nmol, 40 nmol, 200 nmol, 1 pmol a 10 umol. Mnozstvi
vysledného produktu se bude pohybovat okolo zadané scale. Mnozstvi produktu mize ovlivnit
typ purifikace nebo vytézek syntézy, ktery se snizuje s délkou produktu [49].

1.1.1.4. Schéma pfistroje

Syntetizatory jsou tvofeny komplexnim systémem komponent, které spolecné zajist'uji
efektivni pribéh syntézy. Zakladem je systém pro fizeni tekutin, zahrnujici ventily pro amidity
(AMD) a reagencie, které reguluji pfivod aktivovanych nukleotida (A, C, G, T) a chemikalii
(acetonitril, oxidacni ¢inidla, TCA apod.) do reakéniho systému. Soucasti tohoto systému je
také pfivod plynil, kdy argon vytvaii inertni prostiedi, zatimco stlaceny vzduch z kompresoru
zajiStuje tlakové fizeni procest. Oba tlakové piivody jsou kontrolovany a fizeny regulatory
[68,69].

Mechanickeé propojeni jednotlivych ¢asti zajist'uji vrchni a spodni luer adaptéry, které napojuji
syntetické kolony na fluidni systém, a hlavni valveblock neboli centralni uzel syntetizatoru. K
valveblocku jsou ptipojeny hadicky reagentt, amiditd a plynd, a jeho funkci je distribuce téchto
tekutin a plynti do syntetickych kolon. Samotné syntetické kolony slouzi k fixaci pevné faze,
naptiklad CPG, na niZ probiha syntéza oligonukleotidového fetézce. Kazda kolona je nezavisla,
coZ umoznuje paralelni syntézu vice sekvenci [68,69].

Zasobniky reagentd a amiditd tvoii nedilnou soucast pfistroje. Amiditové lahve obsahuji
aktivované nukleotidy vcetné jejich modifikovanych variant, zatimco reagencni lahve
uchovavaji kritické slozky jako TET aktivator, Cap A a B, TCA nebo acetonitril (ACN).
Pritokova cesta syntetizatoru je optimalizovana pro minimalizaci ztrat amiditd a reagentt diky
pfesnému davkovani. DileZitou soucasti je recirkulacni smycka, ktera umoziuje opakovany
pritok reakéni smési pies kolonu, ¢imz se zvySuje ucinnost [68,69].
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Cely proces je tfizen softwarem, ktery koordinuje casovani syntézy, reguluje tlak a teplotu, a
monitoruje kliCové parametry v redlném case. Tekutiny a plyny jsou distribuovany pies
valveblock do reakénich kolon, pficemz recirkulacni smycka a regulace tlaku zajist'uji vysokou
ucinnost syntézy (>98 % na krok) a minimalizaci chyb. Podrobnéj$imu popisu softwaru a
spusténi samotné syntézy se budeme vénovat v praktické casti [68,69].

1.2. Analytické metody vyuZzivané pro ovéfeni kvality syntézy

Analytické metody maji zdsadni vyznam pii ovéfovani kvality syntézy oligonukleotidi a
zajist'uji vyrobu vysoce kvalitnich oligonukleotidl pro rizné aplikace v molekularni biologii.
Jednou z pouZivanych metod je trityl monitor u kterého mizeme sledovat vytézek tritylu pro
kazdy cyklus. CoZ znamend, Ze monitorujeme U¢innost syntézy v realném case [15]. Trityl
monitor poskytuje pocateéni odhad vytézku a Cistoty produktu oligonukleotidu [45]. Principem
je méteni vodivosti tritylového kationtu, ktery se uvoliiuje v kazdém cyklu syntézy po ptidani
baze [67, 46]. Vodivé vlastnosti tritylového kationtu umoznuji kvantifikaci v realném case jeho
integraci celkové vodivosti proudu béhem kroku detritylace. V syntetizatoru za kolonou je
umisténa vodivostni cela, kterd zpracovava signdl vodivosti a zobrazuje ho jako aktudlni
postupny vytézek i jako celkovy vytézek [46].

Absorbance je alternativni metodou pro kvantifikaci mnozstvi uvolnéného tritylu beéhem
syntézy DNA [65]. Tradicné se meéteni tritylového kationtu provadélo zachycovanim
tritylového vytoku pomoci frakéniho sbérace, naslednym fedénim kyselym roztokem a
kvantifikaci pomoci UV/VIS spektroskopie [66]. V soucasnosti se pro sledovani ucinnosti
spojovani béhem syntézy oligonukleotidii pouziva tritylové monitorovani, které zahrnuje
méfteni absorbance tritylového kationtu vznikajiciho odStépenim tritylové €asti z rostouciho
oligonukleotidového fetézce. Koncentrace tritylu se stanovi spektrofotometricky pfi vinové
délce 498 nm, coZ umoziluje efektivni sledovani a kontrolu kvality syntézy [67].

Dalsi pouzivanou metodou je sledovani koncentrace pomoci absorbance spektrofotometricky.
Pro stanoveni Cistoty pouzivame vysokoucinnou kapalinou chromatografii (HPLC), pro jeji
citlivost a rozliSeni [19]. Pro stanoveni molekulové hmotnosti pouzivime LC-MS nebo
MALDI-TOF, ten dokaze presné méfit hmotnost sekvenci DNA ¢i RNA [22]. Existuje mnoho
dalSich metod pro ovéfeni kvality syntézy napi. elektroforéza, ale v této praci se budeme
zabyvat vySe zminénymi.

1.2.1. Méfeni absorbance

M¢feni absorbance syntetickych oligonukleotidii lze provést rychle a pifimo pomoci
spektrofotometrti, které jsou snadno kalibrovatelné. Vyuziva se méfeni ve formatu desticky,
ktera nesmi byt vyrobena z materialu, ktery absorbuje pifi 230 — 280 nm. Pfi tomto méteni
musime zohlednovat napt. konus hladiny, vysku hladiny a jeji stanoveni vyssi vinovou délkou.
Piimé méfeni absorbance nukleovych kyselin probihd pii 260 nm. Pomér absorbance 260 nm/
280 nm poskytuje miru Cistoty vzorkl. VéEétSina vzorkt je natolik Cistd, Ze nepotiebuji purifikaci
pifed samotnou kvantifikaci. Spektrofotometry maji vyznamné vyhody v pouziti malého
mnozstvi cennych vzorkl, méfeni jsou rychld a vyzaduji minimalni ptipravu vzorki [17].
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Koncentrace oligonukleotidii v roztoku se stanovuje pomoci spektrofotometri na zakladé
absorpce svétla o vinové délce 260 nm (absorpéni maximum oligonukleotidd/DNA/nukleovych
bazi). K absorpci svétla dochazi diky delokalizovanym vazbam bazi. Protoze nukleotidy
absorbuji ¢ast UV svétla, intenzita prochédzejiciho UV svétla je snizena. Absorbance se urcuje
podle nésledujiciho vzorce:

Iy
Azeo = 1097

Aneo = absorbance pti 260 nm; I, = intenzita dopadajiciho svétla; I = intenzita prochédzejiciho
svétla [18].

Po odecteni absorbance pouzijeme Lambert-Beeriv zakon, ktery d4 do souvislosti hodnotu
absorbance s koncentraci absorbujicich oligonukleotidli nasledovné:

A260

260"
Az60 = absorbance pii 260 nm, € 260 = molarni absorp¢ni koeficient oligonukleotidu pii 260 nm
v L/mol-cm, ¢ = koncentrace v mol/L, 1 = délka drahy v cm [18].

Molarni absorp¢ni koeficient je zadsadni soucasti Lambert-Beerova zakona a udava, jak silné
absorbujici nukleotid snizuje intenzitu UV svétla béhem jeho prichodu. Protoze absorbance
kazdého nukleotidu je odlisna, pocet jednotlivych bazi a délka sekvence ovlivni kone¢nou
absorbanci konkrétniho oligonukleotidu, ktery kvantifikujeme. Proto se dosdhne nejvéEtsi
presnosti, kdyz se molarni absorp¢ni koeficient vypocita pro kazdy oligonukleotid [18].

V Tabulka 1 jsou uvedeny hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu pro kazdou bazi [27]. K
pouzivanym metoddm stanoveni koncentrace pro piesné méfeni koncentraci oligonukleotidi
jsou absorbance, digitalni PCR a vazba fluorescen¢niho barviva. Absorbance je z téchto metod
nejjednodussi, nejrychlejsi, nejméné narocnd a poskytuje spolehlivé vysledky [44].

Baze €260 [I/mmol/cm]
A 15,4

C 7,3

G 11,7

T 8,8

Tabulka 1 Molarni absorpcni koeficienty pro kazdou bazi [27]

1.2.2. Vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie - HPLC

Chromatografické techniky jsou povazovany za nejvyznamnéjsi techniky pouzivané pro
detekci, charakterizaci a identifikaci riznych necistot a degradacnich produktti jako jsou napft.
oxida¢ni produkty nebo produkty hydrolyzy. Stopové mnozstvi necistot a produkti degradace
je velmi obtizné pln¢ charakterizovat [19]. HPLC ziistdvd nejrozSifenéj$i analytickou
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technologii, zejména pro stanoveni Ccistoty a porovnani jednotlivych Sarzi sloucenin
pfipravenych pro farmaceutické pouziti. Nejmoderngjsi v separacich RNA oligonukleotidi je
v soucasnosti kapilarni gelova elektroforéza (CGE) a HPLC ve spojeni s iontové parovou
reverzni fazi (IP-RP) nebo s mdédy vymeénou iontt (IEX) [20, 43].

HPLC je technologie sloupcové kapalinové chromatografie, kterd vyuziva vysokych tlaki k
rozdéleni vzorku na zéklad¢€ rozdill v relativni afinit€. HPLC se obecné¢ skladé z kolony, ktera
obsahuje stacionarni fazi (SF), pumpu, ktera pohani mobilni fazi (MF) ptes kolonu, a detektoru,
ktery detekuje signal molekul [25]. Kapalnd MF nese smés sloucenin kolonou naplnénou
Casticemi, slouceniny v MF interaguji se SF v rizné mife a jsou v procesu oddéleny [20].
Retencni Cas je doba, za kterou se urcity analyt eluuje. Retencni Cas je ovlivnén interakcemi
mezi SF, analyzovanymi molekulami a pouzitou MF. Analyzované vzorky se pfidavaji v
malych mnozstvich do proudu MF a jsou zpomalovany chemickymi nebo fyzikalnimi
interakcemi se SF [25].

HPLC sreverznimi fazemi (RP-HPLC), iontové vyménnd vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (IE-HPLC) a ultra u¢inna kapalinova chromatografie (UPLC) poskytuji
kvantitativni hodnoceni ¢istoty oligonukleotidii [21].

RP-HPLC je obecné zaloZena na rozdilu v hydrofobnosti mezi molekulami/slouc¢eninami. Pro
analyzu a separaci oligonukleotidl se pouziva IP-RP HPLC, kde se vyuziva tvorby iontovych
para pro separaci sekvenci plné¢ délky a kratSich sekvenci (neobsahuji tritylové skupiny).
Rozliseni je vynikajici pro analyzu az 50 bazi, v nékterych pripadech az na 80 bazi. RP-HPLC
je vykonnd technika pro separaci Siroké §kaly molekul [21].

IE-HPLC je zaloZena na poctu nabitych skupin (fosfatli) v oligonukleotidovém skeletu.
Aniontova vyménnd metoda zahrnuje pouZiti MF s gradientem soli na kvartérni amoniové SF.
RozliSeni je vynikajici pro analyzu az 40 bazi. Primarnim diivodem pro pouziti IE-HPLC na
rozdil od RP-HPLC je analyza oligonukleotidli s vyznamnou sekundarni strukturou, ktera se
typicky nachdzi v sekvencich s vysokym obsahem guaninu a cytosinu. IE-HPLC je pro takové
oligonukleotidy Ui¢inna, protoze MF ma vysoce alkalické pH (NaCl a KCI pro upravu iontové
sily, KOH a NaOH pro alkalické pH, organicka rozpoustédla pro lepsi eluci analyti), které
narusuje vodikové vazby a tim i sekundarni strukturu [21].

Pokroky v oblasti ¢asticové chemie, ktera se zabyva vyvojem SF, pfeménily standardni HPLC
na ultravykonné pfistroje. Tato chemie se tyka pokroku ve vyvoji SF, které jsou tvoreny
¢asticemi s pfesné definovanymi vlastnostmi. UPLC umoZiuje G€innou separaci kratkych a
dlouhych oligonukleotidi v rozliseni jedné baze. U&innost piistroje umozituje krati separaéni
doby, ¢imz se zkracuje celkova doba analyzy [21]. UPLC pouziva mensi ¢astice SF nez HPLC,
to umoznuje vyssi ucinnost separace, ostrejsi piky i €as celkové analyzy. Dalsi vyhodou oproti
HPLC je ve vyssi citlivosti analyzy, tim mizeme detekovat 1 slouCeniny s nizkym obsahem,
stopové prvky a necistoty. Vyssi citlivost miize byt dand napt. mensimi ¢asticemi SF, vysSim
provoznim tlakem nebo optimalizovanym rozmérem kolon. UPLC nabizi fadu vyhod, véetné
nizsi spotieby rozpoustédel a vy$si ucinnosti separace, coz je zvlaste¢ dilezité pii analyze
slozitych biologickych vzorki. Jednim z piikladii takovych vzorkl jsou oligonukleotidy s
vysokym obsahem G a C, které maji tendenci tvofit stabilni sekundarni struktury. Pro tyto typy
molekul se ¢asto pouziva IE-HPLC, ktera umoziiuje efektivni separaci i téch nejkomplexnéjsich
struktur. [32].
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1.2.3. Hmotnostni spektrometrie

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace - hmotnostni spektrometrie doby letu (MALDI-
TOF MS) je rychla, pfesna a citliva technika pro poskytovani informaci o molekulové
hmotnosti sloucenin, jako jsou proteiny, peptidy, oligonukleotidy, nukleové kyseliny a
sacharidy. Je to cenna technika diky jeji relativné vysoké toleranci vii¢i kontaminacim (solim)
[22]. Diky této technice mtizeme charakterizovat oligonukleotidy o délkach pod 50 bazi [24].
Rozsah molekulovych hmotnosti, které 1ze rutinné analyzovat pomoci MALDI-TOF MS, se
pohybuje od cca. 100 Da - 150 000 Da [22]. Kvalita vysledki MALDI-TOF MS je zavisla na
zvolené MALDI matrici, a proto vybirame vhodnou matrici pro konkrétni typ analytu [23].

Pro rychlé a spolehlivé ovéreni identity a kvality velkého mnozstvi oligonukleotidi, jako jsou
PCR primery pro hromadnou vyrobu, je MALDI-TOF MS ideélni analytickou technikou. Tato
metoda umoziuje rychlé zajisténi a dodani oligonukleotidii zdkaznikiim s garanci jejich
spravnosti. Nevyhodou MALDI-TOF MS je, ze G¢innost ionizace i rozliSeni postupu, rychle
klesa pii sekvencich vétsich nez 50 bazi (>13 kDa). Zdroj laseru pouzity pro generovani naboje
muze byt Skodlivy pro analyzu modifikovanych oligonukleotidd, které jsou fotosenzitivni. Lze
pouzit hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS), abychom se vyhnuli témto
omezenim [24]. ESI-MS funguje v reZimu kontinuélniho priutoku oproti MALDI-TOF MS,
ktera vyzaduje ptipravu a krystalizaci vzorku. ESI-MS je také vice citliva a vhodna pro analyzu
biomolekul [33].

MALDI-TOF MS vyuziva laserové svétlo (334 nm) ve spojeni s chemickou matrici k ionizaci
vzorku [22]. Molekuly matrice absorbuji energii a pfenéseji tuto energii na sledované molekuly
za pridani protonu (proteiny a peptidy) nebo sodikového iontu (sacharidy) [24]. Poté se
molekuly urychluji rozdilem napéti mezi destickou na vzorek a dratem mftizky [22]. VSechny
ionty dostavaji stejné mnozstvi energie, a proto doba letu k detektoru koreluje s pomérem m/z
iontu [22].Doba letu TOF je pfimo timérna hmotnosti molekuly a ma rozliSeni ptiblizné 0,03
%, tj. +/- 3 Da na 10 kDa oligonukleotidu [24]. Pro vypocet molekulové hmotnosti (MW) z
tohoto poméru m/z je tteba vzit v ivahu ndboj vytvotfeného iontu:

M+n
X =

n

_M+n+1
Y= n+1

M = molekulova hmotnost, n = ndboj vytvoteného iontu [22, 26].

1.3. Validace procesu syntézy

Zvyseny vyzkum v oblasti genomiky a komerc¢ni aplikace vyvolaly potiebu velkého mnoZstvi
DNA, RNA a syntetickych oligonukleotidii. Pro oba typy vzorkit DNA a RNA jsou k dispozici
dvé primarni platformy nukleovych kyselin pro syntézu syntetickych oligonukleotidi:
chemicka syntéza na pevné fazi a enzymov¢ asistovana syntéza na mikrocCipech. V této praci se
zabyvame pouze chemickou syntézou oligonukleotidii na pevné fazi s naslednym pouzitim
napft. pro ligaci. Metody kontroly kvality pro oba typy vzorkli zahrnuji posouzeni relativni
Cistoty vzorku, ptiblizného mnozstvi a sekvence [28].
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Validace procesu je dilezitou soucésti navrhu kvality podle FDA i nedilnou soucasti spravné
vyrobni praxe [50]. Pro tfi kroky validace procesu pouzivame tyto zkratky: Instalacni
kvalifikace (IQ), Provozni kvalifikace (OQ) a Vykonnostni kvalifikace (PQ) . Tyto kvalifikace
zajistuji , ze jakékoli zafizeni, které pouzivate k vyrobé pozadovanych produktt, bude vzdy
fungovat tak, jak ma. I jedna porucha ve vyrobnim procesu mize mit znic¢ujici nasledky [51].

Pti validaci musi byt zaveden postup, ktery zajisti, ze validovany proces je pravidelné
prezkoumavan a ze proces konzistentné produkuje materidl spliujici jeho specifikace.
Pravidelné ovéfovani procesu lze aplikovat bud’ na cely proces nebo jen na jednotlivé ¢asti
procesu. Udaje z validaci by mély byt hodnoceny podle planu CPV, aby se vyhodnotila
schopnost spravného fungovani procesu, vcéetn¢ vytvareni produkti a meziprodukta
odpovidajici kvality [50].

Validace procesu zahrnuje shromazd’ovani a vyhodnocovani dat, od navrhu procesu az po
vyrobu, ktera vytvaii diikkazy, ze proces je schopen kontinualné dodavat kvalitni produkt. K
dokonceni validace procesu, musi vyrobci provést a zdokumentovat vSechny tii faze (1Q, OQ
a PQ) na zafizeni, které budou pouzivat k vyrobé produkti. Kazda faze ovétuje jiné aspekty
zafizeni a souvisejicich procest. Faze validace procesu musi probihat v potadi 1Q, OQ a PQ.
Provozni kvalifikace tedy nemlze nastat, dokud neni zafizeni spravné nainstalovano [51].

Pro validaci procesu je nutné identifikovat vSechny faktory, které mohou ovlivnit kvalitu
produktu, jsou to napf. vyrobni zafizeni, kvalita surovin a ¢inidel, zafizeni, Skoleni personalu
atd. V ptipad¢ vyroby oligonukleotidl existuje nékolik jedine¢nych parametrti, které souviseji
s procesem. Musi byt dobfe pochopeny a kontrolovany, aby byla zajiSténa konzistentni kvalita
oligonukleotidového produktu. Automatizované syntetizatory DNA dodéavaji ¢inidla,
rozpoustédla a nukleosidové fosforamidity do reakéni nadoby pod kontrolou pocitace. Systém
je tizen pocitacem a sklada se z nékolika hlavnich komponent jako je reakéni nddoba s naplni
v pevné fazi, zdsobniky syntetickych c¢inidel, zasobniky fosforamiditovych monomert,
dodavky cinidel a rozpoustédel, regulacni ventily, ovladani pocitae a softwaru, nadrZe na
suchd rozpoustédla a odpadni rozpoustédla. Testy IQ a OQ ovétuji spravnou instalaci a provoz
softwarové fizeného ovladani ventild, zafizeni pro regulaci tlaku, priitoki a vSech ventili
reaktoru. PQ testy ové€fuji, Ze provoz systému je konzistentni. Kontrolu 1ze provést syntézou
specifické oligonukleotidové sekvence. MliZze byt pouZita testovaci sekvence ze vSech Ctyt
nukleosidovych monomert, aby byly zapojeny vSechny Ctyfi zasobniky fosforamiditovych
monomerl. Po syntéze je sekvence analyzovana, aby se prokdzalo nasyntetizovani fetézce o
spravné MW. Tim se prokaze i funkce pocitatem fizené syntézy DNA [52].

Udrzba procesu je vyzadovana, pokud je zafizeni v ovéfeném stavu a je licencovan, coz
zahrnuje splnéni vSech potifebnych regulacnich pozadavkl a oficidlni schvaleni piislusnymi
autoritami pro provoz. Do této faze procesni validace jsou zatazeny napt. zajiSténi kvality,
procesni kontrola, vyroba, kontrola kvality a validace. Dale jsou zavedeny monitorovaci
programy pro sledovani vstupnich a vystupnich parametri vyrobniho procesu. Je poskytnut
ptrehled kritickych a nekritickych procesnich parametrii spojenych s chemii oligonukleotidd,
vyrobnim zafizenim, vybavenim a surovinami, které ovlivituji kvalitu produktu. Nakonec jsou
diskutovéany problémy, které se jedinecné tykaji vyroby oligonukleotidi, jako je validace ¢isténi
a mikrobiologické kontroly [52].
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1.3.1. Instalacni kvalifikace (IQ)

Cilem IQ je spravna instalace zafizeni. Instala¢ni kvalifikace musi byt provedena v souladu s
pozadavky vyrobce. Pred testovanim, zda zafizeni funguje spravné, musite védét, ze bylo
spravné dodéano, nainstalovano a nakonfigurovdno. 1Q je dokumentovany proces, ktery
ovefuje zafizeni a vSechny jeho soucasti podle kontrolniho seznamu specifikaci od vyrobce
[51].

V 1Q jsou casto zahrnuty tyto kroky: porovnani obsahu baliku s balicim listem, kontrola
poskozeni zafizeni, kontrola instalace jednotlivych soucdsti zafizeni na spravném miste,
kontrola pfipojeni k jinym zatizenim, ovéfeni instalace pomocného zatizeni, ovéieni napajeni
zafizeni, kontrola, jestli provozni podminky a prostiedi odpovidaji specifikacim vyrobce,
zaznam kalibrace a data ovéfeni pro zafizeni pouzivana v 1Q, uspotadani ptirucek, certifikatd a
dalsi pottebné dokumentace [51]. Vadné zatizeni nebo problémy zjisténé béhem procesu jsou
pfidany na seznam nedodélkl projektu. Polozky seznamu nedodélkt se také nazyvaji instalacni
problémy [53].

1Q

Obr. 5 Privodce krok za krokem k uspésné kvalifikaci instalace [29]

1.3.2. Provozni kvalifikace (OQ)

Cilem provozni kvalifikace je zjistit, zda vSe spravné funguje, jaké jsou provozni limity zatizeni
a snizit pravdépodobnost provoznich poruch. Béhem provozni kvalifikace bude zatizeni
testovano, aby se ur€ily limity fizeni procesu, mozné zpusoby selhdni, a pfipady nejhorsiho
scénatfe. OQ zajiStuje, ze zafizeni funguje v souladu s pozadavky uZzivatele a v provoznim
rozsahu specifikovaném vyrobcem zatizeni [51]. Usp&snost provozu je definovana jako fyzicky
systém fungujici podle navrhu. A veskeré nedostatky budou zapsany na seznam oprav projektu
[53].

Provozni kvalifikace zahrnuje testovani vSech riznych funkci zatfizeni a stanoveni provoznich
parametri zafizeni, které mohou zahrnovat: displeje a provozni signdly, regulace kolisani
teploty, systémy meétfeni a regulace vlhkosti, otacky ventilatoru nebo motoru, reguldtory
vzduchovych klapek, ptfistup ke karté a ctecce, Casovace a spoustéce aktivity [51].
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1.3.3. Kuvalifikace vykonu (PQ)

Cilem PQ je zjistit, zda je pfistroj bezpecny a jestli produkuje konzistentni piijatelné vysledky
za normalnich provoznich podminek. Vykonnostni kvalifikace se podoba provozni kvalifikaci,
ale PQ se pouziva k ovéreni konzistentnich spravnych vysledkt. To znamena, Zze PQ by mélo
byt provadéno ve skutecném zatizeni s vyskolenym personalem, s vyuzitim nastroji, vybaveni,
kontrolnich postupti a vyrobniho procesu, které budou pouzity k vyrobé produktu [51].

Do této faze validace je zapojena vyroba, procesni véda, validace, zajisténi kvality a regulacni
zalezitosti. Operace jsou dokumentovany pomoci schvalenych PQ protokolii. Z hlediska
konzistence a splnéni kritérii pfijatelnosti jsou analyzovany vstupni a vystupni parametry,
chromatogramy, doby procesu a integrita pienosu produktu. Regula¢ni diagramy se pouzivaji
pro analyzu konzistence vstupu a vystupu. Také se analyzuje konzistence vybaveni a personalu.
Faze vykonnostni kvalifikace kon¢i dokonfenim dokumentace vcetné vSech procesnich
validac¢nich studii definovanych hlavnim validaénim protokolem [52].

FDA doporucuje vytvorit pisemny protokol PQ, ktery obsahuje nésledujici informace: vyrobni
podminky, provozni parametry, pouzité suroviny, plan vyhodnoceni dat, provedené testy na
zafizeni, a kritéria pfijatelnosti pro kazdé z nich, rozsahly plan vzorkovani poskytujici jistotu
kvality, kritéria pro rozhodovani o u¢innosti procesu na zaklad¢ védeckych poznatki a rizik,
navrh zafizeni a kvalifikace a Skoleni personalu, stav validace analytickych metod pouzivanych
k méfeni procesu, materialii a pfipadného produktu, kontrola a schvaleni protokolu vSemi
ptislusnymi oddé€lenimi a tymem kvality. Jakmile je protokol zkontrolovan a schvalen, miize
PQ zacit. Poté vyrobce ptipravi zpravu hodnotici dodrZovani protokolu, shrnujici shroméazdéna
data a feSeni ptipadnych vyrobnich neshod [51].

Problémy pfi kvalifikacich jsou rozdéleny do dvou skupin, na okamzité problémy a problémy
na seznamu. Okamzité problémy mohou byt odstranény béhem procesu kontroly a nejsou
dokumentovéany pro budouci analyzu. Problémy na seznamu nelze odstranit béhem kontroly a
vyzaduji ditkladné odstranéni chyb a feSeni problémi. Dodavatelé jsou o téchto polozkach na
seznamu informovéni, aby mohly provést piislusné opravy. Jakmile jsou identifikované
problémy dodavatelem opraveny a znovu potvrzeny kontrolou, jsou piedany do provozu [53].

Valida¢ni dokumentace je rozsihld a zahrnuje validacni plany a valida¢ni protokoly. Hlavni
validacni plan je uzitenym zakladem a poskytuje piehled nékolika dokumenti souvisejicich
s validaci. Validac¢ni protokoly jsou také nezbytnym zékladem. Protokol musi uvadét, co se
bude provadét, jak se to bude provadét a jaky musi byt vysledek, aby byla validace tspésna
[54].

1.3.4. Kiritéria pro pfijatelnost

Kritéria piijatelnosti jsou dilezitou soucasti protokolu o procesu kvalifikace. Témito kritérii se
rozhoduje, zda je postup uspesny, ¢i nikoli. Kritéria pfijatelnosti by méli dodrzovat nékolik
standardu jako je napf. informace o odpovidajici irovni piesnosti a spolehlivosti, mély by byt
pozorovatelné, mit sledovatelny referencni standard, mély by byt zaloZzeny na specifikacich
definovanych prodejcem, musi byt jednoznacné, jasné a méfitelné po dokonceni zkousek [55].
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1.3.4.1. Cistota syntetizovanych oligonukleotidt

Pro dosazeni vysoce kvalitniho a Cistého oligonukleotidového produktu je dulezita kontrola
kvality vychozich fosforamiditovych materidli. Pro testovani a identifikaci riznych
fosforamiditd se pouziva metoda kapalinové chromatografie s reverzni fazi. Analytické
metody, které se pouzivaji k posouzeni Cistoty, jsou ztizeny nestabilitou fosforamiditt. Ty jsou
nachylné k oxidaci pfi pisobeni vody, coz vede k nespravnému posouzeni celkové Cistoty
produktu. Piiprava vzorka ve vysSich koncentracich (cca 1 mg/ml) a provadéni nastiikl z
oddé€lenych lahvicek snizuje oxidaci. Kritéria ptijatelnosti zohlediiuji zvysenou oxidaci pii
niz$ich koncentracich [57].

Ke stanoveni hmotnosti dvouvldknovych oligonukleotidii jsou pouzity techniky MALDI [56].
Odsolenim se odstrani malé molekuly necistot, které jsou zbytkovymi vedlej§imi produkty
Standardné RP-HPLC dosahuje Cistoty vice nez 85 %. IP-RP-HPLC je separacni metoda, ktera
zlepsuje separaci sloucenin iontové povahy pomoci iontovych asociaci mezi analyty a opacné
nabitymi ionty. Tato technika vyuziva mobilni f4zi obsahujici organické rozpoustédlo a iontové
parovaci ¢inidlo, které neutralizuje naboj analyzovanych molekul. Stacionarni faze je nepolarni,
typicky modifikovany silikagel [63]. [P-RP-HPLC se ukézala jako uc¢inna metoda pro
metoddm separace a kvantifikace DNA [64]. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
(PAGE) rozdéluje oligonukleotidy na zakladé molekulové hmotnosti. Tato technika ma velice
vysoké rozliSeni a tim paddem i vysokou uroven dosazitelné Cistoty nad 95 %. Doporucuje se
pro oligonukleotidy s poctem bazi nad 50 [61].

1.3.4.2. Vytéznost syntetizovanych oligonukleotidii

V realném svété se baze nespojuji se 100% ucCinnosti, ale G€innost vazby v kazdém kroku
syntézy je mensi nez 100 %. Kazdy typ baze ma jinou Gcinnost vazby, ta se 1i8i 1 s polohou
v rostoucim oligonukleotidu. Dal§im faktorem urcujicim Uc¢innost vazby je konkrétni
syntetizator. Lze vypocitat teoreticky vytézek syntézy za predpokladu konstantni ucinnosti
vazby oligonukleotidu [59].

Y =(eff)"!
Y = vytézek, eff = primérnd Gcinnost vazby, n = pocet bazi v oligonukleotidu [59]

Primérnou postupnou ucinnost pouzivame pii stanoveni relativni u¢innosti kazdého cyklu
syntézy. Absolutni vytézek se vyuziva pro stanoveni, kolik miligrami produktu je pfitomno pro
nasledné ¢isténi. Pokud je syntéza provedena na 1-mmol koloné, ofekava se absolutni vytézek
blizko hodnoté 1 mmol [60]. Pro dosazeni vysokych vytézkid, musi byt odstranéna 5'-
hydroxylova chranici skupina se 100% tuc¢innosti v kazdém cyklu a minimalizace vedlejsi
reakce (depurinace) [62].

Syntéza velmi dlouhych oligonukleotidii nad 60 bazi, je problematickd. Uz pfi syntéze
oligonukleotidu s vice nez 40ti bazemi se doporucuje produkt purifikovat. Pokud bude
oligonukleotid pouzit pfi klonovani nebo pfi cilené mutagenezi, je doporuceno oligonukleotid
vycistit 1 pii délce krats$i nez 40 bazi. Toto ¢isténi usetti Cas 1 finance pii vyzkumu [59].
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1.3.4.3. Profil necistot

Chromatograficka separace mezi cilovou molekulou a tzce ptibuznymi variantami mize byt
obtizna a nepraktickd. Necistoty mohou zahrnovat zbytkova jednotliva vldkna a agregovana
vldkna. Tyto necistoty lze méfit pouze pomoci nedenaturacnich technik, které neumoziuji
detekci a kvantifikaci jednotlivych necistot, jelikoz maji nedostatecné chromatografické
rozliSeni. Denatura¢ni techniky zpusobuji disociaci vSech molekul, tim se zlepSuje
chromatografické rozliSeni mezi jednotlivymi necistotami oproti nedenatura¢nim technikam.
Tato technika umoziuje hlasit, kvantifikovat a identifikovat jednotlivé necistoty nebo jejich
skupiny [56].

Je dualezité identifikovat a kvantifikovat necistoty, nejlépe je klasifikovat dle jejich specifické
modifika¢ni chemie. Tato chemie muze zahrnovat chemické upravy, které vedou ke zlepSeni
jejich vlastnosti, napt. zména bazi, pfidani funkcnich skupin. K tomu pouzivame rtzné
denatura¢ni analytické metody jako je I[P HPLC, ESI-MS, IPHPLC-ESI-MS. Hlavni vyzvou je
vyvinout metodu, ktera bude schopna odd¢lit a kvantifikovat zbytky vladken a agregovanych
sloZek aniZ by doslo k jeho naruSeni ¢i poSkozeni. Chromatograficka metoda jako je velikostni
vyluc¢ovaci chromatografie (SEC), je metoda s nejmenSim vlivem na strukturu vlakna, ale ma
omezenou rozliSovaci schopnost. Kromé SEC patii mezi bézné pouzivané nedenaturované
techniky IE-HPLC, IP chromatografie a kapilarni elektroforéza. PouZiti kombinace
denaturacnich a nedenaturacnich technik poskytuje doplitkové analyzy oligonukleotidovych
necistot k zajisténi kontroly Cistoty latky [56].

Chromatografickymi metodami nelze rozlisit v§echny necistoty souvisejici s oligonukleotidy a
vysoky pocet necistot se vyskytuje spolecné s hlavnim pikem. Proto se pouzivaji analytické
metody kombinujici chromatografii s riznymi detektory, jako jsou UV a MS detektory, coz
umoziuje ucinnéjsi separaci. Diky kombinaci chromatografie, ktera rozdéluje molekuly na
zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, a selektivity detektord, které poskytuji
informace o UV absorpci a hmotnostni informace. Toto spojeni zlepSuje rozliSeni, identifikaci
a kvantifikaci necistot, které by jinak zustaly skryté. K posouzeni Cistoty vychoziho materidlu
lze pouzit 1 spektroskopii nuklearni magnetické rezonance (NMR). Kritické necistoty
nukleosid-fosforamiditi, které mohou béhem spojovani reagovat a mohou se hromadit
v kone¢ném produktu, by mély byt kontrolovany a omezeny. Profily necistot vychozich
materiali by mély byt zkoumany v ramci jejich potencialniho dopadu na kvalitu kone¢ného
produktu [58].
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2. PRAKTICKA CAST
2.1. Cile

Hlavnim cilem této prace je validovat syntézu a porovnat U¢innost syntézy oligonukleotida

mezi tfemi riznymi vyrobcei pevné faze a identifikovat faktory, které ovliviiuji kvalitu syntézy.

Mezi diléi cile prace patii napt. plan validace, kde byly ve spolupraci vedouciho prace a

odborného konzultanta sestaveny sledované parametry, které jsou zobrazeny v Tabulka 2. Tyto

sledované parametry souvisejici s Cistotou produktu a vytéznosti syntézy. Je zaddna i odchylka

neuspésnosti syntézy, neboli do jaké miry tolerujeme jeji netispéSnost. U kazdého vyrobce
pozadujeme minimalni uspéSnost 66%. Dalsimi dil¢imi cili prace jsou provedeni samotné
syntézy oligonukleotidi, MALDI analyza, spektrofotometrie, HPLC analyza statistické
zpracovani dat. Diky témto analytickym metodam ziskame hodnoty o molekulové hmotnosti,
vytézku, reten¢nim Case a plose pod pikem.

Sledované parametry

AMA v roztoku

Vytézek vice nez 50 % deklarovaného scale
MALDI MW oliga = 50 Da vypoctené hodnoty
HPLC kvalita AUC vice nez 50 %

Monitorovaci parametry syntézy

popis

TRM

nahly propad TRM hodnot o vice nez 50 %

Zaméfit se na:

1) preciznost

MW oliga +50 Da

2) robustnost

vytézek vice nez 50 % deklarovaného scale

3) opakovatelnost

MW + vytézek

Splnéni validace

Uspé&3nost u vice neZ 66% vzorkd

Tabulka 2 Sledované parametry

2.2. Metody

2.2.1. Vazeni vzorku

V Tabulka 3 jsou vypsany sekvence oligonukleotidii dle jejich délky (bp). ID identifikator
jednotlivych sekvenci je shodny s délkou, jelikoz je v tomto ohledu unikatni. Dale jsou
zobrazeny i vypocitané hodnoty obsahu bazi GC. Tato hodnota udava chemickou stabilitu
oligonukleotidu a mtze slouZit i k porovnavani kvality syntéz.

TCAGATGTGTATAAGAGACAG

Délka Sekvence Obsah
GC
60 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 50,00 %
TCAGATGTGTATAAGAGAA
62 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 51,61 %
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67 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 49,25 %
TCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACT

70 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 50,00 %
TCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGCA

74 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 51,35%
TCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGCACCCT

77 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 51,95 %
TCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGCACCCTTGG

79 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 51,90 %
TCAGATGTGTATAAGAGACAGTAACTGCACCCTTGGTC

82 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCG | 52,44 %
TCAGTGTGTATAAGAGACAGTAACTGCACCCTTGGTCTCC

Tabulka 3 Souhrn syntetizovanych oligonukleotidii

Pro kazdou bazi byla vypoctena navazka dle vzorce nize. Navazka je v pfimé uméte se scale
syntézy. Navazky poté byly navdzeny na analytickych vahach (Boeco, Némecko) s ptesnosti
na 0,5 mg.

/v __ scale syntézy [umol] ‘1 g .
navazka [g] = L Gomtol] 1,32
L = loading baze
2.2.2. Syntéza
Nazev chemie Vyrobce Specifikace (obsah)
ACN Sigma-Aldrich Acetonitril
TCA Deblock Sigma-Aldrich Methylene chloride,
trichloroethanoic acid
Oxidizer Sigma-Aldrich 0,02M, tetrahydrofuran, pyridine
Cap A Sigma-Aldrich tetrahydrofuran, acetic
anhydride, 2,6-dimethylpyridine
Cap B Sigma-Aldrich tetrahydrofuran, 1-
methylimidazole
TET activator solution Vlastni vyroba 0,25 M 5-(Ethylthio)-1H-
v Generi Biotech tetrazol
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DMT-dA (bz) phosphoramidite Sigma-Aldrich 0,1 M DMT-dA (bz)
phosphoramidite v ACN
DMT-dC (ac) phosphoramidite Sigma-Aldrich 0,1 M DMT-dC (ac)
phosphoramidite v ACN
DMT-dG (dmf) phosphoramidite | Sigma-Aldrich 0,1 M DMT-dG (dmf)
phosphoramidite v ACN
DMT-dT phosphoramidite Sigma-Aldrich 0,1 M DMT-AT
phosphoramidite v ACN

Tabulka 4 Seznam pouzitych chemikalil

Nejdiive byly vytvoreny nové sekvence pro syntézu, které¢ byly nasledné vybrany do tabulky
pro spusSténi syntézy. Sekvence musely byt shodné skody syntetickych kolonek na
syntetizatoru na pozicich 1-8. Rmv. DMT bylo automaticky v tabulce vyplnéné na NO, coz
znacilo, Ze se posledni baze po konci syntézy nedetrityluje. Byla zvolena metoda pro syntézu,
konkrétné metoda LongDNA-AMI1. Celé syntéza probihala na automatizovaném syntetizatoru
(K&A, H-8-SE, Némecko). Pribéh syntézy byl sledovan na TRM, kdy grafy by mély byt
idealné linearni ¢i mirné klesajici, také se sledoval celkovy yield TRM v procentech. V2
hodnota ptedstavuje méfeni transmitance druhého tritylu béhem syntézy a slouzi jako
referencni hodnota pro vSechna nasledna méfeni tritylu. Kazda nasledujici hodnota pienosu se
porovnava s hodnotou V2. Nizsi hodnota V2 odpovida intenzivngj$i barvé pti syntéze, coz
odrazi efektivnéjsi coupling v pfedchozim kroku. V2 také zavisi na faktorech, jako je napf.
specificka pouzitd chemie nebo fedéni tritylu v kyveté pred métenim.

2.2.3. Deprotekce

Syntetické kolonky byly inkubovany s 350 ul AMA roztoku (methylamin : hydroxid amonny,
1:1) pomoci automatickych pipet (Eppendorf Research, Némecko) v5 ml zkumavkach
Eppendorf 20 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byly syntetické kolonky promyty 650 ul
AMA roztoku a eluent byl jimén do 2 ml zkumavek Sartsted. Ziskany roztok byl inkubovan
v termostatickém heatblocku (Major Science, Taiwan) 1 h pfi 60 °C. Po inkubaci byly
zkumavky zchlazeny v mrazicim boxu po dobu 20 min pii -20 °C. Vzorky byly
homogenizovany pomoci vortexu a nasledné centrifugovany 3 s pii 600 ot/min v laboratorni
centrifuze (Verkon Ohaus Frontier 5816R, USA). Nasledn¢ byl cely objem vzorkl nanesen na
gelové filtracni kolony (CentriPure N10, Némecko) a ponechan k Gplnému vsdknuti do gelu.
Na kolonu se vzorkem bylo naneseno 500 pl IWA vody, ale eluat nebyl jiman. Nasledné bylo
na kolony naneseno 1000 pl IWA vody a vzorky byly jimény do 2 ml Sartsted zkumavek. Takto
purifikovany vzorek byl analyzovan pomoci HPLC a MALDI-TOF MS.
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2.2.4. Analytické metody

2.2.4.1. MALDI-TOF

Z roztoku purifikovaného oligonukleotidu byly odpipetovany 2 pl do 0,5ml zkumavky
Eppendorf, kde se smisily s 10 pul matricového roztoku (vlastni vyroba, 3-hydroxy-pikolinova
kyselina + imidazol). Smés byla homogenizovana a nanesena na desticku vhodnou pro MALDI-
TOF MS analyzu. Desticka byla vlozena do hmotnostniho spektrofotometru (Bruker autoflex®
maX, Némecko) a analyzovana laserovou ionizaci. Naméfena hmotnost byla porovnana s
teoretickou hodnotou, kterd byla vypocitana na zaklad¢ sekvencniho slozeni.

2.2.42. HPLC

Vzorek ve Sartsted zkumavce byl umistén bez vicka do stojanku v sestavé HPLC
s autosamplerem (Agilent 1260 Infinity II LC systém, USA). V fidicim softwaru byla vybrana
odpovidajici analytickd metoda, ktera zahrnovala pouZiti mobilnich fazi sloZzenych ze 100%
acetonitrilu a 100 mmol roztoku triethylamonium acetatu. Pro filtraci mobilni faze byla pouZzita
filtra¢ni aparatura s 0,45um polyvinylidenfluoridovou membranou Durapore®. Pro analyzu
vzorki byla pouzita kolona AdvanceBio Oligonucleotide 2,7 um 150 x 4,6 mm — stacionarni
faze C18 na plné porézni silice (velikost ¢astic 2 pm, velikost porti 110 A). Pti separaci slozek
vzorku na chromatografické kolon¢ dochazelo k detekci a zdznamu chromatogramu. Na tento
krok prace dohlizel odborny konzultant PharmDr. Filip Kostelansky, Ph.D.

2.2.43. Spektrofotometrické stanoveni absorbance

Po dokonc¢eni HPLC analyzy byl vzorek ptenesen do vakuové koncentracni centrifugy (Savant
SpeedVac SPD2030, USA) za ticelem vysuSeni vzorku. SuSeni probihalo 3 hodiny pfi 55 °C za
vakua. Po odpateni vody byly oligonukleotidy nafedény na kone¢ny objem 1000 pl v IWA
vodé. Roztok byl 2 minuty homogenizovan pomoci vortexu (Biosan V-1 plus, Biosan SIA,
Lotyssko, 30000t/min). Nasledné bylo pipetovano 10 pl vzorku do 2ml zkumavky Eppendorf,
kde se smisil se 700 pl IWA vody a znovu 2 minuty homogenizovéan na vortexu. Kazdy vzorek
byl pfipraven v triplikatech, pro zajisténi presnosti kvantifikace. Bylo napipetovano 200 pl
IWA vody do mikrotitra¢ni desticky a zméten blank na spektrofotometru (Tecan Infinite® M
Nano, Rakousko) i na spektrofotometru (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, USA). Poté
byly pipetovany a zméfeny vzorky v triplikdtu. Hodnotily se odchylky absorbance mezi
triplikaty.

2.2.5. Statistické zpracovani dat

K vyhodnoceni vysledki syntézy oligonukleotidii byla pouzita analyza rozptylu ANOVA, ktera
umoziuje porovnat vice skupin soucasné a urcit, zda existuji statisticky vyznamné rozdily mezi
vyrobci pevné faze nebo mezi riznymi podminkami syntézy (napi. délka sekvence, pozice na
syntetizatoru). ANOVA slouzila ke zjisténi, zda rozdily ve vytéznosti, Cistoté ¢i vysledcich
analytickych metod (MALDI, HPLC, TRM) jsou skute¢né¢ ovlivnény konkrétnimi faktory, nebo
zda se jedné o ndhodné odchylky [71]. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno vedoucim prace
PharmDr. Antoninem Librou, Ph.D.
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R Studio je open-source prostiedi urcené pro praci v jazyce R, které umoziuje efektivni
zpracovani a vizualizaci dat. V této praci bylo vyuzito piedevSim pro provadéni statistickych
analyz (ANOVA) a grafické zobrazeni vysledkd. Rozhrani R Studia zahrnuje editor skriptd
(tvorba a uprava kodu pro analyzu dat), konzole (spousténi ptikazii a okamzité zobrazeni
vysledktl), sprava prosttedi (pfehled o pouzitych datovych sadach a proménnych) a graficky
panel (vizualizace vysledki napt. boxploty, grafy z ANOVA). R Studio bylo pouzito zejména
pro provadéni ANOVA analyz, tvorbu grafického zndzornéni vysledkii a zpracovani dat z
analytickych metod (MALDI, HPLC, TRM). Diky integraci nastroji je vhodnym prostfedim
pro reprodukovatelné zpracovani vysledku [72].

2.3.Vysledky

Tato kapitola se zaméfuje na prezentaci a analyzu ziskanych vysledku pfi porovnani tii riznych
vyrobcli pevné faze pouzivané pro syntézu oligonukleotidi. Pro kazdého vyrobce byly
provedeny celkem Ctyfi syntézy s 8 sekvencemi, pfi¢emz se ménily pozice na syntetizatoru. V
ramci kazdé syntézy bylo analyzovdno osm vzorkl, coz celkové ptedstavuje 96 vzorkt.
Tabulka 10 s celkovymi vysledky vSech analytickych metod je uvedena v ptilohach na strané
66.

Pro vyhodnoceni Uspé$nosti syntézy byly stanoveny sledované parametry, mezi které patii
Cistota produktu, vytéznost syntézy, preciznost, robustnost, opakovatelnost a chemicka
stabilita. Tyto parametry jsou podrobné rozepsany v Tabulka 2 v kapitole cile prace.

Pro porovnéni jsem si vybrala vzorek s délkou sekvence 62 bp a vzorek s délkou sekvence 82
bp, abych ukdzala ptipadné rozdily z analyz souvisejicich s délkou. VSechny tyto vzorky
pochazeji ze syntézy €.2 od kazdého vyrobce. DalSim divodem pro prezentovani téchto
konkrétnich vzorkl byly sledované parametry, pficemz vzorky s pevnou fazi Glen spliiovaly
tyto parametry, zatimco vzorky od vyrobcti Sigma a LGC alesponi jeden parametr nesplnil.
Proto mi pfiSlo zajimavé ukédzat i grafy analyz vzorkli nespliujici parametry. Grafy
z analytickych metod pro vyrobce Sigma a LGC jsou pfipojeny v piilohach prace na strané 66.

Nasledujici vysledky statistického vyhodnoceni poskytuji podrobnéjsi pohled na variabilitu dat
a umoziuji posoudit, které faktory maji nejvétsi vliv na kvalitu syntézy oligonukleotidi.

2.3.1. Trityl monitor (TRM)

TRM méii intenzitu transmitance jako tzv. ,hladiny DMT" (tritylu)*“ v kyvetach pro kazdou
kolonu zv1ast’ pti vinové délce 470 nm, kterd poskytuje nejvyssi citlivost pro detekci tritylu. V2
hodnota reprezentuje intenzitu transmitance DMT' v pribéhu detritylace ve druhém
syntetickém cyklu. Pro graf TRM ptevadi ovladaci software vSechny hodnoty transmitance na
hodnoty tzv. ,extinkce®, které se pohybuji pfiblizné€ od 1 (intenzivni barva, bez transmitance)
do pfiblizné¢ 4095 (plna transmitance, bezbarvy roztok). TRM nezobrazuje absolutni,
kalibrovanou optickou hustotu (optical density —OD); misto toho vyhodnocuje vSechny
namétfené hodnoty tritylu vzhledem k referencni hodnoté — V2.

TRM Total Yield se stanovi porovnanim méteni transmitance v jednotlivych cyklech syntézy.
Pokud se hodnota transmitance mezi cykly neménti, je celkova vytéznost 100 %. TRM Step to
Step Yield predstavuje u¢innost kazdého cyklu syntézy.
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V02675 Tot yield: 100%, Step to step yield= 100.0%, V2: 8

Graf 1 Zaznam tritylmonitoru vzorku V02675 (62 bp) syntetizovaného na pevné fazi Glen s konstantni hodnotou TRM total
yield. Na ose x je uveden pocet cyklii syntézy, na ose y poté hodnoty TRM total yield (%)._Protoze nedoslo k zadné zméné
prenosu tritylu, celkova vytéznost TRM ziistava na 100 %.

V02678 : Tot yield: 0%, Step to step yield=99.7%, V2: 5

- B & B 2
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Graf 2 Zaznam tritylmonitoru vzorku V02678 (82 bp) syntetizovaného na pevné fazi Glen s mirné klesajici hodnotou TRM total
yield az na hodnotu 80. Na ose x je uveden pocet cyklit syntézy, na ose y poté hodnoty TRM total yield (%). V této syntéze se
prenos zvysil, coz naznacuje pokles retence tritylu, a celkovy vytézek klesl na 80%.

Response: trm.total.yield

Df | Sum-Sq | Mean-Sq | F-value | Pr(>F)
Len 1 2984.8 | 2984.84 | 60.3176 | 1.776e-11 | ***
Support 2 2302.1 | 1151.07 | 23.2608 | 9.142e-0 falalad
Position 1 [105.8 | 105.82 | 2.1383 | 0.1474
Len:support 2 198.9 99.47 2.0102 0.1404
Len:position 1 0.4 0.36 0.0072 | 0.9327
Support:position 2 59.7 29.84 0.6031 | 0.5495
Len:support:position | 2 122.4 | 61.19 1.2366 | 0.2956
Residuals 84 | 4156.8 | 49.48

Tabulka 5 Statistické vyhodnoceni ANOVA. Diilezité faktory jsou zretelné na zakladé hodnot TRM total yield a délkou, poté
mezi hodnotou TRM total yield a vyrobcem pevné faze. len = délka sekvence, support = pevna faze, position = pozice na
syntetizatoru, residuals = reziduum (rozdil mezi skutecnou hodnotou a hodnotou predpovézenou modelem), Df = stupen
volnosti (pocet hodnot, které mohou byt menény aniz by ovlivnily ostatni), Sum Sq = soucet ctvercii (meri variabilitu dat), Mean
Sq = stredni ctverec (primérna variabilita), F value = F-statistika (pomér mezi strednimi ¢tverci mezi skupinami a uvnitr
skupin), Pr(>F) = p-hodnota (pravdépodobnost nahody, ¢im nizsi hodnota, tim vyznamnéjsi rozdil)
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Graf'3 Zobrazuje porovnani vyrobcii pevné faze na zdkladé hodnot TRM total yield (%). Na ose x jsou vyrobci pevné faze, na
ose y jsou hodnoty TRM total yield (%).Nizsi hodnoty TRM total yield jsou viditelné u vyrobce Sigma. U zbylych dvou vyrobcii
je rozdil patrny jen v rozptylu hodnot.
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Graf 4 Zobrazuje porovnani vyrobcii pevné faze s ohledem na ID sekvence na zakladé hodnot TRM total yield. Na ose x jsou
ID sekvence shodné s délkou 60 bp az 82 bp, na ose y je TRM total yield (%) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce pevné faze.
Nejvetsi rozptyl hodnot je pozorovatelny u vyrobce LGC u ID sekvence 77. Tento rozptyl pozorujeme i u vyrobce Glen, ale je

mnohem mensi. U vyrobcit LGC a Sigma je viditelny pokles hodnot TRM total yield se zvysujici se ID sekvenci. Mirny propad
muizeme vidét u ID sekvence 67 a 74 u vyrobce Glen.
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Graf'5 Zobrazuje porovnani vyrobcii pevné faze s ohledem na pozici na syntetizatoru na zdaklade hodnot TRM total yield (%,).

Na ose x jsou jednotlivé pozice na syntetizatoru 1-8, na ose y je TRM total yield (%) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce
pevné faze. Na grafu nejsou viditelné propady hodnot vlivem pozice na syntetizatoru. Nejvyssi hodnoty TRM total yield ma
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Graf 6 zobrazuje korelaci hodnot TRM total na zdaklade hodnot AUC jednotlivych vyrobcii pevné fize. Na ose x jsou hodnoty
AUC (%), na ose y je TRM total yield (%) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce pevné fize. Vyrobce pevné faze Glen ma
R=0,64, vyrobce LGC md R=0,59 a vyrobce Sigma ma R=0,16. R hodnota je korelacni koeficient a udava silu a smer linedarni

hodnotami. Hodnota R nad 0,4 se da povazovat za stiedné silnou pozitivni korelaci. Pokud je hodnota R nad 0,7, je tato korelace
silné pozitivni.

Hodnota TRM | VytéZzek
Vzorek |totalyield (%) |(nmol)
V02670 84 129,568
V02702 70 103,912
V02710 67 112,583
V02711 70 107,454
V02712 65 106,568
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Hodnota TRM Vytézek
Vzorek totalyield (%) (nmol)
V02714 61 109,845
V02715 44 120,469
V02718 65 104,246
V02719 68 116,782
V02720 63 118,760
V02727 66 115,346
V02742 66 90,216
V02751 65 106,024
V02759 67 102,636

Tabulka 6 Porovnani grafu TRM s ndhlym propadem hodnot pod 50 % ¢i hodnota TRM total yield nizsi nez 70%. Ddle jsou
uvedeny hodnoty vytézku vzorku ze spektrofotometrické analyzy. Tato tabulka byla vytvorena na zdakladé mé hypotézy o nizké
hodnoté TRM total yield a vysokém vytézku. Tato hypotéza nebyla potvrzena, jelikoz v tabulce vidime hodnoty vytézku pod
sledovanym parametrem validace (V02742) nebo které jsou tésné nad sledovanym parametrem (V02759), rozhodné je nelze
povazovat za nadprumeérné hodnoty.

2.3.2. MALDI TOF
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Graf 7 Spektrum z MALDI TOF analyzy vzorku V02675 (62 bp) syntetizovaného na pevné fizi Glen s viditelnym pikem o
hodnote 19 205,8 Da. Na ose x je uvedena hmotnost (m/z), osa y predstavuje relativni intenzitu signdlu. Kromé hlavniho signalu
se objevuji i vedlejsi piky, které mohou byt zpiisobeny pritomnosti kratsiho oligonukleotidu, fragmentii analyzovaného vzorku
nebo aduktii s kationty.
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Graf 8 Spektrum z MALDI TOF analyzy vzorku V02678 (82 bp) syntetizovaného na pevné fazi Glen s viditelnym pikem o
hodnote 25 245 Da. Na ose x je uvedena hmotnost (m/z), osa y predstavuje relativni intenzitu signalu. Kromé hlavniho signalu
se objevuji i vedlejsi piky, které mohou byt zpiisobeny pritomnosti kratsiho oligonukleotidu, fragmentii analyzovaného vzorku
nebo aduktii s kationty.

2.3.3. HPLC

AUC je kli¢ovym parametrem v HPLC analyze, nebot’ vyjadiuje mnozstvi detekované latky ve
vzorku. Cim vétsi je plocha pod hlavnim chromatografickym pikem, tim vy3§i je koncentrace
dané slouceniny, za ptredpokladu konstantnich podminek méfeni. V kontextu syntézy
oligonukleotidi je AUC Casto pouzivano jako indikator vytézku a efektivity syntézy, ptipadné
Cistoty.

Dal8im parametrem je retencni Cas, ktery udava, jak dlouho trva, nez analyzovana latka projde
kolonou a dorazi k detektoru. Sleduje se také tvar piku, pokud je ostry a symetricky pik, znaci
to dobrou separaci vzorku. V neposledni fad¢ se hodnoti 1 pocet a intenzita vedlejSich pikd,
které mohou naznacovat piitomnost necistot ¢i vedlejSich produktii.

Mnozstvi jednotlivych sloZek vzorku nemizeme dle AUC bez pouziti vnitiniho nebo vnéjsiho
standardu kvantifikovat. Miizeme pouze porovndvat a pozorovat na chromatogramu relativni
zastoupeni jednotlivych pikt.
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Graf' 9 Chromatogram HPLC analyzy vzorku V02675 (62 bp) syntetizovaného na pevné fazi Glen s retencnim casem 8,12
minut. Osa x predstavuje cas retence (minuty) a osa y odpovida intenzité detekovaného signalu. Pritomné mensi piky mohou
odrazet vedlejsi produkty nebo necistoty.
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Graf 10 Chromatogram HPLC analyzy vzorku V02678 (82 bp) syntetizovaného na pevné fazi Glen s retencnim casem 8,28
minut. Osa x predstavuje cas retence (minuty) a osa y odpovida intenzité detekovaného signalu. Pritomné mensi piky mohou
odrazet vedlejsi produkty nebo necistoty.
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Response: auc

Df | Sum-Sq | Mean-Sq | F-value | Pr(>F)
Len 1 1591.02 | 1591.02 | 95.9958 | 1.477e-15 | ***
Support 2 986.27 493.14 29.7539 | 1.702e-10 | ***
Position 1 [1.14 1.14 0.0688 | 0.79379
Len:support 2 128.06 64.03 3.8632 0.02483 *
Len:position 1 1.20 1.20 0.0727 0.78814
Support:position 2 11.48 5.74 0.3463 | 0.70831
Len:support:position | 2 | 104.46 | 52.23 3.1512 | 0.04790 *
Residuals 84 | 1392.20 | 16.57

Tabulka 7 Statistické vyhodnoceni ANOVA. Diilezité faktory jsou zietelné na zakladé vytézku a délky sekvence, poté mezi
witezkem a vyrobcem pevné faze. Jsou viditelné i slabé faktory na zaklade délky a pevné faze, poté i na délce, pevné fazi a
pozici. Vysvetlivky zkratek najdete pod Tabulka 5.
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Graf 11 Porovnani vyrobcii pevné faze na zakladé hodnot AUC (%). Na ose x jsou jednotlivi vyrobci pevné faze, na ose y jsou

Sigma.
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Graf 12 Porovnani vyrobcii pevné faze s ohledem na ID sekvence na zdkladé hodnot AUC (%). Na ose x jsou ID sekvence
shodné s délkou 60 bp az 82 bp, na ose y jsou hodnoty AUC (%) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce pevné faze. . S rostouci
ID sekvenci, klesa u vyrobcit LGC a Sigma hodnota AUC (%). Nejvyssich hodnot dosahuji ID sekvence 60 a 62. Tyto dvé ID
sekvence maji absolutné nejvyssi hodnotu AUC (%) u pevné faze Glen. Propad hodnot AUC (%) pozorujeme u ID sekvence 67
a 74 u vyrobce Glen, tyto propady nepozorujeme u zbylych dvou vyrobcii
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Graf 13 Porovnani vyrobcu pevné faze s ohledem na pozici na syntetizatoru na zdkladé hodnot AUC (%,). Na ose x jsou
Jednotlivé pozice na syntetizatoru 1-8, na ose y jsou hodnoty AUC (%) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce pevné faze.
Nejvyssich hodnot AUC (%) dosahuje vyrobce pevné faze Glen, nejnizsich dosahuje vyrobce Sigma. Pevna faze od LGC maji
nejmensi rozptyly hodnot AUC nehledé na pozici na syntetizatoru.

Koéd AUC | Vytézek | Kod AUC | Vytézek | Kéd AUC Vytézek
GLEN (%) (nmol) | SIGMA | (%) (nmol) | LGC (%) (nmol)

V02665 | 60,08 | 121,37 | V02697 | 50,9 107,91 | V02729 | 54,8 111,08

V02666 | 58,89 | 124,99 | V02698 | 44,59 |105,62 | V02730 | 51,48 115,03

V02667 | 64,74 | 120,01 | V02699 |61,11 | 114,66 | V02731 | 60,38 106,64

V02668 | 53,04 | 129,17 | V02700 | 55,71 | 111,04 | V02732 | 57,74 115,40

V02669 | 65,87 | 119,29 | V02701 | 59,27 |109,66 | V02733 | 58,74 112,97

V02670 | 53,43 | 129,57 | V02702 |43,15 |103,91 | V02734 | 50,53 95,12
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Kaéd AUC | Vytézek | Kod AUC | Vytézek | Kéd AUC Vytézek
GLEN (%) (nmol) | SIGMA | (%) (nmol) | LGC (%) (nmol)

V02671 | 59,57 | 122,27 | V02703 | 43,43 | 98,46 V02735 | 54,44 104,15

V02672 | 4833 | 123,26 | V02704 |48,89 | 106,94 | V02736 | 53,9 109,98

V02673 | 55,36 | 117,58 | V02705 | 50,9 106,56 | V02737 | 54,62 106,48

V02674 | 54,31 | 122,96 | V02706 |44,23 | 103,58 | V02738 | 52,72 |97,70

V02675 | 63,01 | 114,46 | V02707 | 60 91,93 V02739 | 58,57 110,68

V02676 |49,62 | 123,85 | V02708 |46,91 | 131,22 | V02740 | 56,15 113,09

V02677 | 64,16 | 123,12 | V02709 | 59,14 | 104,10 | V02741 | 59,09 108,62

V02678 | 50,93 |124,87 | V02710 |42,35 | 112,58 |V02742 |49,92 | 90,22

V02679 | 57,13 | 114,11 | V02711 |46,46 | 107,45 | V02743 | 53,63 111,47

V02680 | 48,03 | 126,43 | V02712 | 50,27 | 106,57 | V02744 | 52,16 113,86

V02681 | 63,19 | 116,85 | V02713 | 55,06 | 109,58 | V02745 | 52,85 108,96

V02682 | 57,09 | 129,62 | V02714 | 47,97 | 109,84 | V02746 | 49,91 94,85

V02683 | 67,31 | 110,61 | V02715 |62,9 120,47 | V02747 | 59,2 107,93

V02684 | 52,64 | 124,85 | V02716 | 56,46 | 118,60 | V02748 | 54,16 111,69

V02685 | 65,2 114,70 | V02717 | 62,05 | 11525 | V02749 | 56,5 111,08

V02686 | 55,34 | 127,70 | V02718 | 44,17 | 104,25 | V02750 | 48,03 94,55

V02687 | 58,84 | 119,25 | V02719 |48,28 | 116,78 | V02751 | 49,25 106,02

V02688 | 50,75 | 119,61 | V02720 | 51,95 | 118,76 | V02752 | 47,81 113,17

V02689 | 60,66 |121,12 | V02721 |45,21 | 119,21 | V02753 | 60,83 111,86

V02690 | 54,5 122,17 | V02722 | 40,66 |108,92 | V02754 | 59,22 | 96,63

V02691 | 64,92 | 110,56 | V02723 | 51,55 | 118,82 | V02755 | 65,92 108,62

V02692 | 50,21 | 125,97 | V02724 |48,28 | 117,13 | V02756 | 63,39 111,63

V02693 | 64,12 | 116,33 | V02725 |50,45 | 112,19 | V02757 | 65,39 107,32

V02694 | 52,42 | 127,79 | V02726 | 38,77 | 112,10 | V02758 | 56,73 94,28

V02695 | 58,58 | 113,08 | V02727 |39,25 | 115,35 | V02759 | 60,05 102,64

V02696 | 50,07 | 106,38 | V02728 |45,22 | 116,30 | V02760 | 58,53 92,94

Prumér | 57,26 | 120,75 | Prumér | 49,86 | 111,12 | Pramér | 55,83 106,15

Tabulka 8 Prumerné hodnoty pevné faze Glen (AUC 57,26 %, vytézek 120,75 nmol), Sigma (AUC 49,86 %, vytezek 111,12
nmol), LGC (AUC 55,83 %, vytézek 106,15 nmol).
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2.3.4. Spektrofotometrie

Response: yield

Df | Sum-Sq | Mean-Sq | F-value | Pr(>F)

Len 1 143.6 | 143.56 | 3.4482 | 0.0668262
Support 2 | 3527.1 | 1763.57 | 42.3586 | 1.901e-13 | ***
Position 1 |20.7 20.75 0.4983 | 0.4821840
Len:support 2 792.5 396.24 9.5172 0.0001881 | ***
Len:position 1 13.8 13.79 0.3311 | 0.5665230
Support:position 2 54.3 27.17 0.6525 | 0.5233464
Len:support:position | 2 53.8 26.92 0.6467 0.5263815
Residuals 84 | 3497.3 | 41.63

Tabulka 9 Statistické vyhodnoceni ANOVA. Dulezité faktory jsou zretelné na zaklade vytézku a vyrobci pevné faze, poté na
zaklade vytézku na délce a vyrobci pevné faze. Vysvétlivky zkratek najdete pod Tabulka 5.
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Graf 14 Porovnani vyrobcii pevné faze na zaklade vyteézku (nmol). Na ose x jsou vyrobci pevné fize, na ose y jsou hodnoty

LGC.
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Graf 15 Porovnani vyrobcit pevné faze s ohledem na ID sekvence na zakladé vytézku. Na ose x jsou ID sekvence shodné s
délkou 60 bp az 82 bp, na ose y jsou hodnoty vytézku vzorkit (nmol) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce pevné faze.
Oligonukleotid s ID sekvenci 82 ma v ramci skupiny vyssi vytézky u pevné faze Glen nez u LGC a Sigma. Propad jako je u ID

sekvence 82 u pevné faze LGC nepozorujeme ani u Sigmy ani u Glena.
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Graf 16 Porovnani vyrobcii pevné faze s ohledem na pozici na syntetizatoru na zakladé vytézku vzorkit (nmol). Na ose x jsou
Jednotlivé pozice na syntetizatoru 1-8, na ose y jsou hodnoty vytezku (nmol) a osa z predstavuje jednotlivé vyrobce pevné faze.

Nepozorujeme vyrazny pokles na Zadné pozici ani u jednoho vyrobce pevné faze.

2.3.5. Vyhodnoceni sledovanych parametri

Detailnéjsi tabulka pro kazdy vzorek oligonukleotidu na dané pevné fazi a kazdy sledovany
parametr analyzy je ptiloZzena v ptilohach v Tabulka 11.
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Graf 17 Znazorneni poctu vzorki, které splnily dané sledované parametry. Od jednoho vyrobce bylo syntetizovano 32 vzorkui.
Na ose x jsou vyznaceny vyrobci pevné faze, na ose y jsou pocty vzorku spliiujici parametry. Glen md nejvyssi pocet
zastoupenych vzorkii splijici parametry, konkrétné je to 32 vzorkii z 32 z analyzy MALDI-TOF i vytézku, 29 vzorkii splituje
podminky AUC. Sigma ma 32 vzorkii splnujici parametry MALDI-TOF, ale pouze 15 jich splnilo podminky AUC, lépe je na
tom s vytézkem, u kterého proslo 30 vzorkii. LGC ma 32 vzorkit splnujici parametry MALDI-TOF, 27 vzorkii spliujici
podminky AUC a 24 vzorkii, které splnily podminky vytézku. Celkem splnilo vsechny sledované parametry validace 65 vzorkii
z 96 syntetizovanych vzorkii, coz odpovida Ze 67,7% poctu vzorkii splnilo sledované parametry validace. Konkrétnéji
sledované parametry u vyrobce Glen splnilo 29 vzorkii (90,6 %), u Sigmy 14 vzorkii (43,8 %) a u LGC 22 vzorkii (68,8 %).

2.4. Diskuse

24.1. TRM

Ziskana data z TRM poskytuji prubézny piehled o efektivité jednotlivych syntetickych cykli.
Ackoli na prvni pohled nebyla pozorovana pitima souvislost mezi hodnotami TRM a AUC,
statistické vyhodnoceni prokazalo stfedné silnou pozitivni korelaci mezi témito dvéma
parametry jak je vidét na Graf 6. Lze tedy fici, Ze TRM sice nelze vyuzit jako samostatny
rozhodovaci parametr, ale miize slouzit jako pomocny nastroj k odhadu kvality syntézy.

Pfi porovnavani vztahu mezi TRM total yield, délkou sekvence a typem pevné faze
syntetizovanych na pevnych fazich od riznych vyrobci, vykazovaly nejvyssi pramérné
hodnoty vzorky syntetizované na pevné fazi Glen, tésné nasledované vzorky syntetizované na
pevné fazi LGC, u kterého vSak pozorujeme vétsi rozptyl hodnot. Vzorky syntetizované na
pevné fazi Sigma dosahuji nizSich hodnot vytézku a vétsi variability (Graf 4). Nejvétsi odchylky
byly zaznamenany u LGC v pfipad¢ ID sekvence 77, pficemz pfi¢ina tohoto jevu zlstava
nejasna, nebot’ u ostatnich vyrobcti podobna odchylka nebyla zaznamenéna. Mohlo se jednat o
nesoulad mezi sekvenci a pevnou fazi. Naopak, pozice na syntetizatoru neprokazala zadny
vyznamny vliv na hodnoty TRM total yield, a lze ji tedy povazovat za nevyznamny faktor (Graf
5).

Pro uplngjsi hodnoceni bylo provedeno srovnani mezi jednotlivymi analytickymi metodami.
Vysledky analytickych metod najdete v ptilohach v Tabulka 10. Byly zaznamenany ptipady,
kdy vzorek vykazoval nizky TRM (propad TRM hodnot pod 50 %), ale zarovenn mél AUC dle
sledovanych parametra validace v potfadku (53,43 %) a také mél nadprimérny vytézek 129,58
nmol (napt. vzorek V02670). Nebo naopak TRM i AUC spliovaly sledované parametry
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validace, ale vytézek byl na daného vyrobce pevné faze podprimérny (114,46 nmol, napft.
V02675). TRM hodnoty klesly na 60 % u vzorku V02742, v navaznosti na to byla ocekavana
vys$si vytéznost na zakladé domnének (¢im nizs§i TRM, tim vyssi vytézek), ale vysledek byl
ptekvapivé nizky (90,22 nmol). Tato hypotéza vyplynula z analyzy grafi TRM, identifikace
vzorkll s nahlym poklesem hodnot parametru TRM total yield a jejich nasledného porovnani
s vytézky (Tabulka 6). Po tomto porovnani jsem se domnivala, Ze niz$i hodnoty TRM total
yield mohou souviset s vysS§imi hodnotami vytézku. Tyto piiklady ukazuji, ze zadny z
parametri sim o sobé nedokaze pln¢ predikovat kvalitu syntézy. A pro celkové vyhodnoceni
je tteba vzajemné kombinovat vice analytickych ptistupi.

2.42. MALDI-TOF

Hmotnostni spektralni analyza pomoci MALDI-TOF potvrdila GspéSnost vSech provedenych
syntéz, zméfena molekulova hmotnost vSech vzorku splnila sledované parametry validace viz
Tabulka 11.

2.43. HPLC

Hodnota AUC byla hlavnim parametrem pro hodnoceni kvality produktti metodou HPLC. Pti
porovnavani vztahu mezi AUC, délkou sekvence a typem pevné faze syntetizovanych na
pevnych fazich od riznych vyrobcl, vykazovaly nejvyssi prumémé hodnoty vzorky
syntetizované na pevné fazi Glen, nasledované vzorky syntetizovanymi na pevnych fazich LGC
a Sigmou (Graf 12). Opakujici se poklesy hodnot AUC u délek 67 bp a 74 bp u pevné faze Glen
mohou naznacovat nevhodnou kombinaci sekvence a pevné faze. Pozice vzorku na
syntetizatoru nemé¢la vliv dle statistického porovnani na hodnoty AUC ani u jednoho vyrobce
pevné faze (Graf 13).

Vyznamnym zjisténim byla korelace mezi parametry AUC a TRM (Graf 6). Nejvyssi korelacni
koeficient (R = 0,64) byl pozorovan u pevné faze Glen, coz znaci stfedné silnou pozitivni
korelaci. U pevné faze LGC ¢inil R = 0,59, coz rovnéz odpovida stiedné¢ silné korelaci. Na
zakladé téchto hodnot 1ze pfedpokladat, Ze pribéh TRM mize alesponl ¢astecné napoveédét, jak
bude vypadat vysledek HPLC analyzy. U pevné faze Sigma vSak byla hodnota R pouze 0,16,
coz ukazuje na velmi slabou korelaci. Vyssi hodnota TRM by tak mohla znacit efektivni
syntézu a miize vést k vyssi absolutni hodnoté cilového produktu. Avsak samotna Cistota vzorku
(AUC %) zavisi nejen na vytézku, ale 1 na mite vedlejSich produktli vzniklych béhem syntézy.
V réamci uvah nad sekvencemi a jejich strukturou nebyly pozorovany rozdily v obsahu GC,
které¢ by mohly ovlivnit syntézu — sekvence si jsou totiz velmi podobné (Tabulka 3).

Pti porovnavani AUC a vytézku syntézy oligonukleotidil, syntetizovanych na pevnych fazich
od riznych vyrobcl, vykazovaly nejvyssi primérné hodnoty AUC 1 vytézku vzorky
syntetizované na pevné fazi Glen (AUC 57,3 %, vytézek 120,8 nmol). Vzorky syntetizované
na pevné fazi Sigma doséhly primérnych hodnot AUC 49,9 % a vytézku 111,2 nmol, u vzorkl
syntetizovanych na pevné fazi LGC byly hodnoty AUC 55,8 % a vytézku 106,2 nmol (Tabulka
8). Z tohoto vyplyva, ze oba sledované parametry splnil vyrobce pevné faze Glen a LGC.
Vyrobce Sigma ma primér hodnot AUC pod parametry validace a splnil je pouze u
oligonukleotidu s délkou sekvence 60 bp a 62 bp. Tudiz tato pevna faze neni vhodna pro delsi
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oligonukleotidy (Graf 12). Pfi pouziti této pevné faze pro syntézu oligonukleotidu s délkou 62
bp a kratsi, je tato pevna faze validni a da se pouzit pro danou syntézu. Samoziejme vse vyplyva
z potieb vyroby a naro¢nosti na kvalitu oligonukleotidu.

Oligonukleotidy syntetizované na pevné fazi Glen s délkou 67 bp a 74 bp vykazuji odlisné
hodnoty nez ostatni oligonukleotidy na této pevné fazi. Miize se jednat o nesoulad danych
sekvenci s pevnou fazi. Oligonukleotid s délkou 67 bp je stale validni (pouze jedenkrat pod
sledovanym parametrem AUC %), oligonukleotid s délkou 74 bp nesplnil parametry validace
jiz dvakrat. Takovéto odchylky nejsou u ostatnich pevnych fazi pfitomny, proto se domnivam,
ze jde o dfive popsany nesoulad sekvence s pevnou fazi. 29 vzorkli neboli 90,6 % vzorkil
syntetizovanych na pevné fazi Glen splnilo vSechny sledované parametry a s GispéSnosti vice
jak 66 % je validni pro tuto syntézu oligonukleotidl. Oligonukleotidy na pevné fazi LGC
s délkou 74 bp az 82 bp jedenkrat nesplnily parametry validace. Jednalo se o vzorky v jedné
syntéze, tudiz chyba nastala pifi syntéze. Z tohoto divodu muzeme i pevnou fazi LGC
povazovat za validni pro tuto metodu. I kdyz ma tato pevna faze nizs$i hodnoty vytézku oproti
68,8 % vzorkll syntetizovanych na pevné fazi LGC splnilo vSechny sledované parametry a
s uspésSnosti vice jak 66 % je validni pro tuto syntézu oligonukleotidi. Oligonukleotidy
syntetizované na pevné fazi Sigma s délkou 60 bp a 62 bp splituji vS§echny sledované parametry.
Oligonukleotidy s délkou 67 bp az 74 bp jsou stale validni, i pfes 1-2x nesplnéni parametri
AUC %. Oligonukleotidy delsi nez 77 bp zasadné nesplituji parametry validace. Proto pevnou
fazi Sigma mtzeme pouzit pouze pro syntézy oligonukleotidii do 74 bp. 14 vzorkt neboli 43,8
% vzorkli syntetizovanych na pevné fazi Sigma splnilo vSechny sledované parametry a
s UspeSnosti mensi jak 66 % neni validni pro tuto syntézu oligonukleotidi. Toto hodnoceni
vyplyvéa z Tabulka 10 v pfilohach a Graf 17. V Tabulka 10 jsou barevné oznaceny vzorky
ne/spliujici sledované parametry validace. Graf 17 zobrazuje pocet a procenta vzorku, které
splnily sledované parametry validace.

Déle bylo prokazano, Ze pozice vzorku na syntetizdtoru nema vliv na AUC ani na ostatni
kli¢oveé parametry (Graf 13). Ackoli vzorky syntetizované na pevnych fazich LGC a Sigma
nedosahuji tak vysokych hodnot AUC ani vytézkl jako vzorky syntetizované na pevné fazi
Glen (Tabulka 10), stale spliiuji zdkladni pozadavky a parametry validace na syntézu a mohou
byt pouZity jako alternativa v ptipad¢ nedostupnosti nejvhodné;jsi varianty. V ptipadé€ vyrobce
pevné faze Sigma lze pouzit pouze sekvence dlouhé 60 bp az 70 bp, delsi sekvence nesplituji
sledované parametry validace (Graf 12, Tabulka 10).

2.4.4. Spektrofotometrie

Pii porovnavani vytézka syntézy oligonukleotidli, syntetizovanych na pevnych fazich od
riznych vyrobcl, vykazovaly nejvyssi hodnoty vytézkli vzorky syntetizované na pevné fazi
Glen, néasledované vzorky syntetizovanymi na pevnych fazich Sigma a LGC (Graf 14). Ani v
tomto piipadé nehrala pozice vzorku na syntetizatoru zaddnou roli (Graf 16). Vyrazny pokles
vytézku byl zaznamenin u pevné faze LGC pro ID sekvenci 82, coz mlze naznacCovat
nevhodnost této pevné faze pro delsi sekvence. Tento jev nebyl pozorovéan u ID sekvenci 82 na
pevné fazi Glen ani Sigma. Nejvyssi vytéznost byla pozorovana u sekvenci s délkou 79 bp a 67
bp, coz mlze souviset s optimdlni sekvenci k pouzitému typu pevné faze a efektivitou
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jednotlivych syntetickych cykla (Graf 15). Pro potvrzeni této teorie o vhodné sekvenci a délce
oligonukleotidu by museli byt provedeny dalsi experimenty zaméiujici se na tuto problematiku.

2.4.5. Technické parametry syntézy

V ramci syntézy oligonukleotidl je dilezité zohlednit nejen pouzitou pevnou fazi a sekvenci
samotnou, ale také technické parametry samotného procesu jako je napf. reakéni doba,
davkované objemy reagencii, teplota reakcni komory nebo vysuseni po oxidaci. Tyto faktory
mohou mit zasadni vliv na vyslednou kvalitu a vytézek syntetizovanych produktt. Nasledujici
hypotetické apravy syntetické metody by pro potvrzeni spravnosti musely byt realizovany jako
dalsi experimenty napf. na univerzitnim vyzkumném pracovisti ¢i ve vyzkumné instituci.

Jednim z klicovych parametri by mohla byt doba protékani jednotlivych reagencii syntetickymi
kolonkami. Lze ménit napt. dobu kontaktu reagencii s pevnou fazi nebo pocet aplikaci dané
latky. Naptiklad v pfipadé oxidac¢niho kroku, pfi némz dochazi k oxidaci meziproduktu, se
domnivame, Ze krat$i expozi¢ni doba oxidizéru miize mit pozitivni vliv na Cistotu a vytézek
vzorku. Oxidace probiha velmi rychle a zbyte¢né dlouhy kontakt oxidizéru s pevnou fazi mize
vést ke zvySené mife degradace nebo k vedlejSim reakcim, které mohou snizit Cistotu
kone¢ného produktu [73].

Lze rovnéz optimalizovat délku jednotlivych kroka cyklu (detritylace, coupling, capping a
oxidace) a prizpiisobit je specifickym potfebam dané sekvence. Tato forma optimalizace je
efektivni pfedevSim v prostfedich, kde se opakované syntetizuji identické sekvence. V ramci
naSeho pracovniho postupu, kdy dochazi k syntéze riiznorodych sekvenci, v§ak neni jeji pouziti
prakticky vyuZitelné.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo validovat proces syntézy oligonukleotidii (60 — 82 bp
dlouhych) ve scale 200 nmol. Nedilnou soucasti této prace bylo ovéfit, zda jsou jednotlivé
pevné faze vhodné a validni pro pouzitou syntetickou metodu. Nasledné bylo provedeno
porovnani uc¢innosti syntézy oligonukleotidii mezi tfemi vyrobci (Glen, LGC, Sigma) s cilem
identifikovat kli¢ové faktory ovliviijici kvalitu vyslednych produktii. Pomoci navrzené¢ho
valida¢niho planu byly vybrany reprezentativni sekvence, stanoveny sledované parametry
validace a nésledn¢ byla realizovana syntéza oligonukleotidll s diirazem na variabilitu délky
sekvenci, vyrobce pevné faze i pozici vzorkil na syntetizatoru.

Pro vyhodnoceni kvality syntézy byly vyuzity tii hlavni analytické metody — spektrofotometrie
(kvantifikace vytézkil), MALDI-TOF MS (kontrola molekulové hmotnosti) a HPLC (stanoveni
Cistoty, reten¢niho Casu a plochy pod pikem). Vysledky ukézaly, Ze pevna fdze Glen a LGC
splnily vSechny sledované parametry validace. Vyrobce pevné faze Sigma splnil podminky
validace pouze u oligonukleotidti s délkou sekvence 60 bp az 74 bp. Nejvyssi hodnoty vytézku
a AUC vykazovala pevna faze Glen, u kterého byla zaroven potvrzena stiedné silna pozitivni
korelace mezi TRM a AUC. Pevna faze Sigma vykazovala niz§i AUC oproti pevné fazi Glen a

vytézek a k tomu 1 nejvétsi rozptyl hodnot vytézkl, predevsim u delSich sekvenci.

Statistické zpracovani metodou ANOVA potvrdilo vyznamné rozdily mezi nckterymi
skupinami, zejména na zéklad¢ délky sekvenci a typu pevné faze. Naopak faktor pozice na
syntetizatoru se neukazal jako vyznamny.

Z praktického hlediska lze konstatovat, ze zatimco pevné faze od vyrobci Glen a LGC
prokézaly, ze jsou validni pro syntézu oligonukleotidii a dosahli vice nez 66 % usp&snosti,
vyrobce Sigma vykazuje validni vysledky pouze u kratSich sekvenci (60 bp — 74 bp). Nejlepsi
vysledky z hlediska Cistoty a vytéZku byly dosazeny pii pouZiti pevné faze od vyrobce Glen,
ktery se tak jevi jako nejvhodnéjsi volba pro syntézy s vyS§imi naroky na kvalitu. Na zakladé
vysledkll 1ze metodu povazovat za validni, nebot’ 65 analyzovanych vzorkt (67,7 %) splnilo
vSechny stanovené parametry.
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PRILOHY

Délka | Pevna |Pozice na MW Teor MW MALDI | Rozdil RT AUC Vytézek
Kéd (bp) |faze syntetizatoru | (Da) (Da) (Da) (min) | (%) (nmol)
V02665 70| Glen 1| 21625,058 21609,9| 15,158 8,3| 60,08|121,3745
V02666 79 | Glen 2| 24352,798 24382,2| 29,402 8,3| 58,89|124,9884
V02667 62 | Glen 3| 19169,463 19205,2| 35,737| 8,17| 64,74|120,0149
V02668 67 | Glen 4| 20693,457 20699,8 6,343 | 8,28| 53,04(129,1676
V02669 60 | Glen 5| 18551,071 18574,7| 23,629| 8,22| 65,87|119,2883
V02670 82 |Glen 6| 25235,362 25268,5| 33,138| 8,31| 53,43|129,5679
V02671 77 | Glen 7| 23759,418 23767 7,582 | 8,29| 59,57 |122,2682
V02672 74 | Glen 8| 22796,806 22807,5| 10,694| 8,32 48,33|123,2636
V02673 70 | Glen 2| 21625,058 21633,3 8,242 | 8,28| 55,36|117,5761
V02674 79 | Glen 3| 24352,798 24379,1| 26,302| 8,28 54,31|122,9646
V02675 62 | Glen 4| 19169,463 19205,8| 36,337| 8,12| 63,01|114,4635
V02676 67 | Glen 5| 20693,457 20687 6,457 | 8,27| 49,62 |123,8525
V02677 60 | Glen 6| 18551,071 18579,7| 28,629| 8,22 64,16|123,1201
V02678 82 |Glen 7| 25235,362 25245 9,638| 8,28| 50,93 |124,8735
V02679 77 | Glen 8| 23759,418 23779,2| 19,782| 8,28 57,13|114,1129
V02680 74 | Glen 1| 22796,806 22804,4 7,594 8,3| 48,03|126,4301
V02681 70| Glen 3| 21625,058 21592,2| 32,858| 8,29| 63,19|116,8537
V02682 79 | Glen 4| 24352,798 24365,3| 12,502| 8,29| 57,09|129,6151
V02683 62 | Glen 5| 19169,463 19208,4| 38,937| 8,12| 67,31|110,6061
V02684 67 | Glen 6| 20693,457 20699,1 5,643| 8,27| 52,64[124,8512
V02685 60 | Glen 7| 18551,071 18562,4| 11,329| 8,22 65,2 |114,7021
V02686 82 |Glen 8| 25235,362 25204,7| 30,662| 8,28 55,34| 127,704
V02687 77 | Glen 1| 23759,418 23766 6,582| 8,31| 58,84|119,2465
V02688 74 | Glen 2| 22796,806 22797,1 0,294 | 8,28| 50,75|119,6127
V02689 70| Glen 4| 21625,058 21645,3| 20,242| 8,27| 60,66|121,1193
V02690 79 | Glen 5| 24352,798 24381,9| 29,102| 8,28 54,5|122,1693
V02691 62 | Glen 6| 19169,463 19162,1 7,363| 8,13| 64,92|110,5613
V02692 67 | Glen 7| 20693,457 20705,4| 11,943| 8,28| 50,21 |125,9691
V02693 60 | Glen 8| 18551,071 18577,6| 26,529| 8,19 64,12|116,3333
V02694 82 |Glen 1| 25235,362 25230,2 5,162 8,3| 52,42[127,7883
V02695 77 | Glen 2| 23759,418 23749| 10,418| 8,31| 58,58 113,075
V02696 74 | Glen 3| 22796,806 22807,9| 11,094| 8,31| 50,07|106,3759
V02697 70 | Sigma 1| 21625,058 21640,2| 15,142| 8,32 50,9 |107,9148
V02698 79 | Sigma 2| 24352,798 24389,5| 36,702| 8,31 44,59 105,6197
V02699 62 | Sigma 3| 19169,463 19200,8| 31,337| 8,18| 61,11|114,6643
V02700 67 | Sigma 4| 20693,457 20735,6| 42,143| 8,29| 55,71|111,0373
V02701 60 | Sigma 5| 18551,071 18581,4| 30,329| 8,22 59,27|109,6559
V02702 82 | Sigma 6| 25235,362 25192,8| 42,562| 8,33| 43,15|103,9124
V02703 77 | Sigma 7| 23759,418 23764,7 5,282 | 8,33 43,43 |98,46345
V02704 74 | Sigma 8| 22796,806 22790 6,806| 8,32| 48,89|106,9424
V02705 70 | Sigma 2| 21625,058 21619,1 5,958 | 8,28 50,9 | 106,5646
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Délka | Pevna Pozice na MW Teor| MW MALDI Rozdil RT AUC | Vytézek
Kod (bp) | faze syntetizatoru (Da) (Da) (Da)| (min) (%)| (nmol)
V02706 79 | Sigma 3| 24352,798 24348,2 4,598 8,32 | 44,23|103,5766
V02707 62 | Sigma 41 19169,463 19169,9 0,437 8,19 60[91,93452
V02708 67 | Sigma 5| 20693,457 20708,9 15,443 8,29 | 46,91|131,2226
V02709 60 | Sigma 6| 18551,071 18580,4 29,329 8,24 | 59,14 |104,0954
V02710 82 | Sigma 7| 25235,362 25236,6 1,238 8,35| 42,35| 112,583
V02711 77 | Sigma 8| 23759,418 23749,4 10,018 8,31| 46,46|107,4542
V02712 74 | Sigma 1| 22796,806 22792,5 4,306 8,33| 50,27|106,5676
V02713 70| Sigma 3| 21625,058 21630 4,942 8,34| 55,06|109,5802
V02714 79 | Sigma 4| 24352,798 24355,8 3,002 8,32 47,97]|109,8446
V02715 62 | Sigma 5| 19169,463 19166,1 3,363 8,17 62,9 |120,4694
V02716 67 | Sigma 6| 20693,457 20717 23,543 8,32| 56,46|118,5986
V02717 60 | Sigma 7| 18551,071 18558,6 7,529 8,22 62,05|115,2508
V02718 82 | Sigma 8| 25235,362 25253,9 18,538 8,35 44,17 |104,2464
V02719 77 | Sigma 1| 23759,418 23765,9 6,482 8,32| 48,28|116,7817
V02720 74 | Sigma 2| 22796,806 22814,8 17,994 8,33| 51,95(118,7602
V02721 70 | Sigma 41 21625,058 21620,9 4,158 8,33| 45,21| 119,212
V02722 79 | Sigma 5| 24352,798 24345,8 6,998 8,33| 40,66 108,9192
V02723 62 | Sigma 6| 19169,463 19164,2 5,263 8,21| 51,55|118,8187
V02724 67 | Sigma 7| 20693,457 20707,5 14,043 8,3| 48,28 |117,1258
V02725 60 | Sigma 8| 18551,071 18585,9 34,829 8,25| 50,45|112,1899
V02726 82 | Sigma 1| 25235,362 25232,9 2,462 8,34 38,77| 112,102
V02727 77 | Sigma 2| 23759,418 23756,1 3,318 8,35| 39,25|115,3459
V02728 74 | Sigma 3| 22796,806 22829 32,194 8,34 45,22|116,3003
V02729 70| LGC 1| 21625,058 21629,3 4,242 8,33 54,81111,0765
V02730 79| LGC 2| 24352,798 24340,7 12,098 8,35| 51,48(115,0258
V02731 62| LGC 3| 19169,463 19161,1 8,363 8,18 | 60,38 | 106,6406
V02732 67| LGC 4| 20693,457 20717,4 23,943 8,3| 57,74|115,4003
V02733 60| LGC 5| 18551,071 18567,2 16,129 8,27 | 58,74|112,9687
V02734 82 | LGC 6| 25235,362 25249,8 14,438 8,34| 50,53(95,11972
V02735 77 | LGC 7| 23759,418 23762,3 2,882 8,34| 54,44 104,15
V02736 74 | LGC 8| 22796,806 22800,9 4,094 8,33 53,9 (109,9788
V02737 70| LGC 2| 21625,058 21619,1 5,958 8,35| 54,62|106,4825
V02738 79| LGC 3| 24352,798 24307,8 44,998 8,35| 52,72|97,69866
V02739 62 | LGC 4| 19169,463 19149,8 19,663 8,2| 58,57|110,6816
V02740 67| LGC 5| 20693,457 20724,4 30,943 8,32| 56,15|113,0927
V02741 60| LGC 6| 18551,071 18558,2 7,129 8,27 59,09 |108,6206
V02742 82| LGC 7| 25235,362 25236,8 1,438 8,36 49,92 (90,21566
V02743 77 | LGC 8| 23759,418 23771,4 11,982 8,34| 53,63(111,4722
V02744 74| LGC 1| 22796,806 22801,8 4,994 8,35| 52,16(113,8582
V02745 70| LGC 3| 21625,058 21630,8 5,742 8,37| 52,85|108,9615
V02746 79| LGC 4| 24352,798 24338,3 14,498 8,36| 49,91|94,84939
V02747 62 | LGC 5| 19169,463 19172,1 2,637 8,21 59,2 1 107,9279
Vv02748 67 | LGC 6| 20693,457 20676 17,457 8,34| 54,16|111,6922
V02749 60| LGC 7| 18551,071 18542,4 8,671 8,26 56,5(111,0821
V02750 82| LGC 8| 25235,362 25232,1 3,262 8,37| 48,03|94,55009
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Délka | Pevna Pozice na MW Teor| MW MALDI Rozdil RT AUC| Vytézek
Kaéd (bp) | faze syntetizatoru (Da) (Da) (Da) | (min) (%)| (nmol)
V02751 77| LGC 1| 23759,418 23755,9 3,518 8,37| 49,25|106,0242
V02752 74| LGC 2| 22796,806 22791,3 5,506 8,33 47,81|113,1732
V02753 70| LGC 41 21625,058 21628,1 3,042 8,37 60,83 | 111,8622
V02754 79| LGC 5| 24352,798 24348,2 4,598 8,36| 59,22|96,62936
V02755 62| LGC 6| 19169,463 19180,1 10,637 8,19/ 65,92|108,6159
V02756 67| LGC 7| 20693,457 20680,9 12,557 8,33 63,39|111,6334
V02757 60| LGC 8| 18551,071 18592,7 41,629 8,27 65,39|107,3161
V02758 82| LGC 1| 25235,362 25235,3 0,062 8,37| 56,73(94,27568
V02759 77 | LGC 2| 23759,418 23780,3 20,882 8,35 60,05|102,6365
V02760 74| LGC 3| 22796,806 22802,9 6,094 8,36| 58,53|92,93777

Tabulka 10 Celkové vysledky syntéz z MALDI TOF analyzy, HPLC analyzy a spektrofotometrie. Svétle modrou barvou jsou
oznaceny vzorky, které jsou graficky znazornény v této praci. V sloupcich AUC % a vytézek je heat mapa, ktera barevné
zobrazuje hodnoty AUC a vytézku. Pokud jsou hodnoty pod sledovanym parametrem validace, jsou vyznaceny cervenou barvou,
pokud se hodnoty pohybuji okolo sledovaného parametru, tak jsou zobrazeny Zluté a pokud jsou hodnoty nad sledovanym
parametrem neboli jsou nadpriimérné, tak jsou zobrazeny zelené.

V02707 : Tot. yield: 79%, Step to step yield= 99.6%, V2: 6
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Graf 18 Zaznam tritylmonitoru vzorku V02707 s pevnou fazi Sigma a délkou 62 bp s mirné klesajici hodnotou TRM total yield.
Na ose x je uveden pocet cyklii syntézy, na ose y poté hodnoty TRM total yield (%).V této syntéze se prenos zvysil, coz naznacuje

pokles retence tritylu, a celkovy vytezek klesl na 79%.

- B & & B

V02710 : Tot. yield: 67%, Step to step yield= 99.5%, V2: 6
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Graf 19 Zaznam tritylmonitoru vzorku V02710 s pevnou fazi Sigma a délkou 82 bp s klesajici hodnotou TRM total yield. Na
ose x je uveden pocet cyklii syntézy, na ose y poté hodnoty TRM total yield (%).V této syntéze se prenos zvysil, coz naznacuje
pokles retence tritylu, a celkovy vytézek klesl na 67%.
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V02739 Tot. yield: 92%, Step to step yield
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Graf 20 Zaznam tritylmonitoru vzorku V02739 s pevnou fazi LGC a délkou 62 s konstantni hodnotou TRM total yield. Na ose
x je uveden pocet cyklii syntézy, na ose y poté hodnoty TRM total yield (%).V této syntéze se prenos zvysil, coz naznacuje pokles

retence tritylu, a celkovy vytézek klesl na 92%.

99.5%, V2: 5

V02742 : Tot. yield: 66%, Step to step yield
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Graf 21 Zaznam tritylmonitoru vzorku V02742 s pevnou fazi LGC a délkou 82 s klesajici hodnotou TRM total yield. Na ose x
je uveden pocet cyklii syntézy, na ose y poté hodnoty TRM total yield (%).V této syntéze se prenos zvysil, coz naznacuje pokles

retence tritylu, a celkovy vytezek klesl na 66%.
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Graf 22 Spektrum z MALDI TOF analyzy vzorku V02707 o délce 62 bp na pevné fazi Sigma s viditelnym pikem o hodnoté
19169,9 Da. Na ose x je uvedena hmotnost (m/z), osa y predstavuje relativni intenzitu signdlu. Kromé hlavniho signalu se
objevuji i vedlejsi piky, které mohou byt zpiisobeny pritomnosti kratsiho oligonukleotidu, fragmentii analyzovaného vzorku
nebo aduktii s kationty.
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Graf 23 Spektrum z MALDI TOF analyzy vzorku V02710 o délce 82 bp na pevné fazi Sigma s viditelnym pikem o hodnoté
25236,6 Da. Na ose x je uvedena hmotnost (m/z), osa y predstavuje relativni intenzitu signdlu. Kromé hlavniho signalu se
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objevuji i vedlejsi piky, které mohou byt zpusobeny pritomnosti kratsiho oligonukleotidu, fragmentit analyzovaného vzorku
nebo aduktii s kationty.

Intans
lau]
1200-

anz2687 19285361

5000 THOD 0000 12500 15000 17800 20000 500 5000 o me

Graf'24 Spektrum z MALDI TOF analyzy vzorku V02739 o délce 62 bp na pevné fazi LGC s viditelnym pikem o hodnoté 19149,8
Da. Na ose x je uvedena hmotnost (m/z), osa y predstavuje relativni intenzitu signdalu. Kromé hlavniho signalu se objevuji i
vedlejsi piky, které mohou byt zpiisobeny pritomnosti kratstho oligonukleotidu, fragmentii analyzovaného vzorku nebo aduktii
s kationty.
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Graf25 Spektrum z MALDI TOF analyzy vzorku V02742 o délce 82 bp na pevné fazi LGC s viditelnym pikem o hodnote 25236,8
Da. Na ose x je uvedena hmotnost (m/z), osa y predstavuje relativni intenzitu signdlu. Kromé hlavniho signdlu se objevuji i
vedlejsi piky, které mohou byt zpiisobeny pritomnosti kratsiho oligonukleotidu, fragmentii analyzovaného vzorku nebo aduktii

s kationty.
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Graf 26 Chromatogram HPLC analyzy vzorku V02707 s délkou 62 bp na pevné fazi Sigma s retencnim casem 8,19 minut. Osa
X predstavuje cas retence (minuty) a osa y odpovida intenzité detekovaného signalu. Pritomné mensi piky mohou odrazet
vedlejsi produkty nebo necistoty.
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Graf 27 Chromatogram HPLC analyzy vzorku V02710 s délkou 82 bp na pevné fazi Sigma s retencnim casem 8,35 minut. Osa
X predstavuje cCas retence (minuty) a osa y odpovida intenzité detekovaného signalu. Pritomné mensi piky mohou odrazet
vedlejsi produkty nebo necistoty.

*102 Baseline slvabeys
paDta
50 [SCLC Area Percant, Dfauitianod| 5
Fced peai wadh &
43 DAaD1A ;
1GC_LC Area Percent DefaulBishod)
481
44
42
404
38
LR
34
32
g
28|
H
E 28|
H
E 24
€ a2
20|
181
184
141
124
104
0g | |
-3 1
L Bl |
o4 ) le &
L ".I g B
8.7 2 =
02 ..W \[vnyi
— —-—-—-J ]
02
1 2 3 4 5 & T 9 10 1" 12 3 1
Retension time jmir]

Graf 28 Chromatogram HPLC analyzy vzorku V02739 s délkou 62 bp na pevné fazi LGC s retencnim c¢asem 8,2 minut. Osa x
predstavuje cas retence (minuty) a osa y odpovida intenzité detekovaného signalu. Pritomné mensi piky mohou odrazet vedlejsi
produkty nebo necistoty.
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Graf 29 Chromatogram HPLC analyzy vzorku V02742 s délkou 82 bp na pevné fazi LGC s retencnim casem 8,36 minut. Osa
X predstavuje cas retence (minuty) a osa y odpovida intenzité detekovaného signalu. Pritomné mensi piky mohou odrazet
vedlejsi produkty nebo necistoty.

Délka MALDI-TOF Vytézek Souhrnné

Kod (bp) Support |(Da) AUC (%) |(nmol) hodnoceni

V02665 70| Glen 1 1 1 1
V02666 79| Glen 1 1 1 1
V02667 62 | Glen 1 1 1 1
V02668 67 | Glen 1 1 1 1
V02669 60 | Glen 1 1 1 1
V02670 82| Glen 1 1 1 1
V02671 77 | Glen 1 1 1 1
V02672 74 | Glen 1 0 1 0
V02673 70| Glen 1 1 1 1
V02674 79 | Glen 1 1 1 1
V02675 62| Glen 1 1 1 1
V02676 67 | Glen 1 0 1 0
V02677 60 | Glen 1 1 1 1
V02678 82| Glen 1 1 1 1
V02679 77 | Glen 1 1 1 1
V02680 74| Glen 1 0 1 0
V02681 70| Glen 1 1 1 1
V02682 79| Glen 1 1 1 1
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Délka MALDI-TOF Vytézek Souhrnné
Kod (bp) | Support (Da) | AUC (%) (nmol) hodnoceni
V02683 62| Glen 1 1 1 1
V02684 67 | Glen 1 1 1 1
V02685 60 | Glen 1 1 1 1
V02686 82| Glen 1 1 1 1
V02687 77 | Glen 1 1 1 1
V02688 74| Glen 1 1 1 1
V02689 70| Glen 1 1 1 1
V02690 79 | Glen 1 1 1 1
V02691 62| Glen 1 1 1 1
V02692 67 | Glen 1 1 1 1
V02693 60 | Glen 1 1 1 1
V02694 82| Glen 1 1 1 1
V02695 77 | Glen 1 1 1 1
V02696 74| Glen 1 1 1 1
V02697 70 | Sigma 1 1 1 1
V02698 79 | Sigma 1 0 1 0
V02699 62 | Sigma 1 1 1 1
V02700 67 | Sigma 1 1 1 1
V02701 60 | Sigma 1 1 1 1
V02702 82 | Sigma 1 0 1 0
V02703 77 | Sigma 1 0 0 0
V02704 74 | Sigma 1 0 1 0
V02705 70 | Sigma 1 1 1 1
V02706 79 | Sigma 1 0 1 0
V02707 62 | Sigma 1 1 0 0
V02708 67 | Sigma 1 0 1 0
V02709 60 | Sigma 1 1 1 1
V02710 82 | Sigma 1 0 1 0
V02711 77 | Sigma 1 0 1 0
V02712 74 | Sigma 1 1 1 1
V02713 70 | Sigma 1 1 1 1
V02714 79 | Sigma 1 0 1 0
V02715 62 | Sigma 1 1 1 1
V02716 67 | Sigma 1 1 1 1
V02717 60 | Sigma 1 1 1 1
V02718 82 | Sigma 1 0 1 0
V02719 77 | Sigma 1 0 1 0
V02720 74 | Sigma 1 1 1 1
V02721 70 | Sigma 1 0 1 0
V02722 79 | Sigma 1 0 1 0
V02723 62 | Sigma 1 1 1 1
V02724 67 | Sigma 1 0 1 0
V02725 60 | Sigma 1 1 1 1
V02726 82 | Sigma 1 0 1 0
V02727 77 | Sigma 1 0 1 0
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Délka MALDI-TOF Vytézek Souhrnné
Kaéd (bp) | Support (Da) | AUC (%) (nmol) hodnoceni
V02728 74 | Sigma 1 0 1 0
V02729 70| LGC 1 1 1 1
V02730 79| LGC 1 1 1 1
V02731 62| LGC 1 1 1 1
V02732 67 | LGC 1 1 1 1
V02733 60 | LGC 1 1 1 1
V02734 82 |LGC 1 1 0 0
V02735 77 | LGC 1 1 1 1
V02736 74 | LGC 1 1 1 1
V02737 70| LGC 1 1 1 1
V02738 79| LGC 1 1 0 0
V02739 62| LGC 1 1 1 1
V02740 67| LGC 1 1 1 1
V02741 60| LGC 1 1 1 1
V02742 82| LGC 1 0 0 0
V02743 77 | LGC 1 1 1 1
V02744 74| LGC 1 1 1 1
V02745 70| LGC 1 1 1 1
V02746 79| LGC 1 0 0 0
V02747 62| LGC 1 1 1 1
V02748 67| LGC 1 1 1 1
V02749 60| LGC 1 1 1 1
V02750 82| LGC 1 0 0 0
V02751 77 | LGC 1 0 1 0
V02752 74| LGC 1 0 1 0
V02753 70| LGC 1 1 1 1
V02754 79| LGC 1 1 0 0
V02755 62| LGC 1 1 1 1
V02756 67| LGC 1 1 1 1
V02757 60| LGC 1 1 1 1
V02758 82| LGC 1 1 0 0
V02759 77 | LGC 1 1 1 1
V02760 74| LGC 1 1 0 0

Tabulka 11 Souhrnné vyhodnoceni sledovanych parametrii validace. 1=splnil dané parametry,

O=nesplnil parametry. Pokud

vzorek splnil vsechny parametry, tak v souhrnném hodnoceni nese oznaceni 1, pokud alespon jeden parametr vzorek nesplnil,
tak nese hodnotu 0. Vyrobce Glen ma 29 vzorkui, které splnily sledované parametry. Vyrobce Sigma jich ma pouze 14 a vyrobce
LGC ma 22 vzorki, které splnily vsechny sledované parametry.
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