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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nowe barwniki fluorescencyjne, sposéb znakowania materiatu biolo-
gicznego barwnikami fluorescencyjnymi wykorzystywany w analizach biologicznych, chemicznych i fi-
zycznych oraz sposob usuwania tych barwnikow.

Wiele wspodiczednie stosowanych technik analitycznych, diagnostycznych i syntetycznych wyko-
rzystuje zjawisko fluorescencji. Wéréd najbardziej rozpowszechnionych wymienic¢ nalezy FISH (Fluore-
scent Hybridization In Situ), RT-PCR (Real-Time PCR), FRET (Férster Resonance Energy Transfer),
metodologie stosowania sond molekularnych pojedynczo i podwdjnie znakowanych, fluorescencje ami-
nokwasoéw, biatek lub kropek kwantowych. Zrodtem fluorescencii jest najczesciej barwnik, ktéry w pro-
cesie znakowania jest tfaczony z inna czasteczka np. biopolimerem, najczesciej kwasem nukleinowym,
peptydem lub biatkiem.

Fluorescencyjne znakowanie bioczasteczek ma na celu pozyskiwanie informacji o lokalizacji
biomolekut w komdrkach lub narzadach, o oddziatywaniach fizyko-chemicznych czy zmianach konfor-
macyjnych, np. fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) stuzy do wykrywania w badanym materiale
genetycznym okreslonej sekwencji DNA (kwas deoksyrybonukleinowy), za pomoca specyficznych
sond znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi. Metody fluorescencyjne charakteryzuja sie mata
inwazyjnoscia, jak réwniez niewielkim negatywnym wptywem na zdrowie operatora i Srodowisko, dzieki
czemu w wielu przypadkach maja przewage nad innymi technikami znakowania, np. znakowaniem
radioizotopowym.

Znane barwniki fluorescencyjne stosowane do znakowania materiatu biologicznego réznia sie
miedzy soba widmem absorpcyjno-emisyjnym. W dodatku zakres kazdego z widm reprezentuje jedynie
waski wycinek z zakresu $wiatta widzialnego. Wynika z tego, Ze nie ma jednego barwnika o uniwersal-
nym zastosowaniu i szerokiej funkcjonalnosci. Czasami, aby uzyska¢ oczekiwany efekt, nalezy zasto-
sowac kombinacje kilku barwnikéw.

Mianem znacznika fluorescencyjnego okresla sie barwnik o wtasciwosciach fluorescencyjnych,
skoniugowany z jakakolwiek czasteczka organiczna na przyktad biopolimerem takim jak kwas nuklei-
nowy, peptyd czy biatko.

Wsréd metod wykorzystywanych do fluorescencyjnego znakowania oligonukleotydéw najbardziej
wygodne i efektywne jest przeksztatcenie barwnika fluorescencyjnego w posta¢ amidofosforynu, ktory
wykorzystywany jest do znakowania oligonukleotydéw poprzez przytaczenie do grupy hydroksylowej,
aminowej lub karboksylowej w oligomerze lub jego czesci.

Do najpopularniejszych barwnikéw fluorescencyjnych dostepnych w postaci amidofosforynow
naleza: fluoresceina i jej tetra- i heksachlorowane pochodne (TET i HEX). Zaleta tych barwnikéw jest
wystarczajaca stabilno$é w srodowisku zasadowym, koniecznym w koncowym odblokowaniu oligonu-
kleotydu poprzez usuniecie grup ochronnych. Pochodne amidofosforynowe stosujemy réwniez do zna-
kowania oligomerdéw za pomoca barwnikéw takich jak cyjaniny, jednak zwiazki te, po przytaczeniu do
oligomeru moga by¢ niestabilne w warunkach zasadowych, i wymagaja zmiany warunkéw odblokowy-
wania oligonukleotydow.

Drugim sposobem fluorescencyjnego znakowania oligonukleotydéw jest znakowanie wewnatrz
sekwencji oligonukleotydowej.

W tym rodzaju znakowania fluorescencyjnego oligonukleotydéw mozliwe jest przytaczanie barw-
nika fluorescencyjnego do zasad azotowych lub pierscienia rybozy odpowiedniego nukleozydu albo
podczas syntezy oligonukleotydu albo po zakohczeniu syntezy oligomeru.

W pierwszym przypadku, barwnik na drodze chemicznej konwersji przeksztatcany jest w amido-
fosforyn, ktéry nastepnie w wyniku aktywacji za pomoca pochodnych 1-H-tetrazolu przytacza sie do
wolnej grupy hydroksylowej oligonukleotydu podczas chemicznej syntezy oligonukleotydu metoda ami-
dofosforynowa, na podtozu statym.

W drugim przypadku barwnik fluorescencyjny jest wtaczany do oligonukleotydu w procesie post-
syntetycznym, czyli po zakornczeniu syntezy oligonukleotydu, pochodna barwnika w wyniku reakcji z od-
powiednio modyfikowanym nukleotydem oligomeru jest przytaczana wiazaniem kowalencyjnym.

Przyktadami post-syntetycznego znakowania oligomeréw sa:

— wykorzystanie reakcji wolnej grupy aminowej jednego z nukleotydéw oligomeru z estrem
N-hydroksy sukcynimidowym barwnika lub pochodna izotiocyjanianowa barwnika. W wyniku
reakcji pomiedzy takimi pochodnymi barwnika a czescia heterocykliczna oligomeru powstaje
stabilne wiagzanie chemiczne, odpowiednio: amidowe lub tiomocznikowe;
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— reakcja bazujaca na tzw. ,click chemistry”, pomiedzy oligonukleotydem zawierajacym nukle-
otyd modyfikowany ugrupowaniem alkinowym a barwnikiem fluorescencyjnym zawierajacym
grupe azydkowa. W wyniku reakcji pomiedzy nimi tworzy sie pierscienh triazolowy, poprzez
powstanie wiazan kowalencyjnych wegiel — azot.

Wszystkie znane i przedstawione powyzej metody znakowania opieraja sie na wytworzeniu trwa-

tego wiazania chemicznego miedzy barwnikiem a kwasem nukleinowym.

W pewnych sytuacjach pozadanym bytoby jednakze, aby barwnik fluorescencyjny mégt by¢ odta-
czony od kwasu nukleinowego bez jego catkowitej lub czesciowej degradacji. Nawet czesciowy rozktad
kwasu nukleinowego skutkuje bowiem utrata naturalnych funkcji. Dla przyktadu — czesto obserwowanym
zjawiskiem jest to, Zze przytaczenie barwnika zmienia wtasciwosci kwasu nukleinowego (tj. blokuje jej
niektore funkcje), przez co uniemozliwia jej wykorzystanie zgodnie z naturalnymi wtasciwosciami.

Do dnia dzisiejszego nie zostaty ujawnione w literaturze przypadki bezpiecznego usuwania
znacznikéw z kwasoéw nukleinowych. Dotychczas znane metody usuniecia znacznika powoduja jedno-
czesny proces destrukcji catej czasteczki kwasu nukleinowego. Dla przyktadu: istnieja metody usuwania
barwnikéw fluorescencyjnych ze znakowanych kwaséw nukleinowych za pomoca trawienia enzyma-
tycznego: enzym krok po kroku usuwa z biopolimeru elementy przytaczone wiazaniem fosforodiestro-
wym, poczynajac od konca 5'. Jesli na koncu 5’ takiego biopolimeru znajduje sie barwnik fluorescen-
cyjny, to zostanie on usuniety w pierwszej kolejnosci, jednak dziatania enzymu nie mozna zatrzymag,
co w konsekwencji prowadzi do degradacji catego kwasu.

Celem wynalazku byto opracowanie barwnika fluorescencyjnego, stosowanego jako znacznik flu-
orescencyjny, zwtaszcza do znakowania kwasow nukleinowych, nukleozydéw, nukleotydéw, peptydow
lub biatek, ktory mogtby byé odtaczany od znakowanej bioczasteczki bez jej uszkadzania lub degradaciji.
W drugim aspekcie celem wynalazku byto opracowanie sposobu znakowania bioczasteczek znaczni-
kiem barwnikiem fluorescencyjnym oraz sposobu usuwania znacznika z bioczasteczki, pozostawiajac
bioczasteczke w formie nienaruszonej.

Przedmiotem wynalazku sa znaczniki fluorescencyjne na bazie prekursoréw o wzorach ogol-
nych 1, 2 lub 3
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w ktérych:
— nprzyjmuje wartos¢ 1 lub 2,
- ,ww” oznacza wiagzanie pomiedzy tlenem grupy A a atomem wegla prekursora o wzorze 1
lub tlenem grupy A a atomem fosforu prekursora o wzorze 2 lub 3,

- Rioznacza:
o woddr, metyl, grupe aminowa, grupe karbonylowa, naftyl, naftylometyl, fenyl, benzyl, chi-
nolinometyl,

o benzyl podstawiony jednym lub kilkoma takimi samymi lub réznymi podstawnikami: chlo-
rem, fluorem, metylem,
o nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomoéw wegla, nasycony alkil zawierajacy od 2 do
8 atoméw wegla podstawiony fenylem, grupa aminowa, grupa hydroksylowa lub réwno-
czesnie fenylem i grupa hydroksylowa lub fenylem i grupa aminowa,
o lub nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomdw wegla oraz jedno wigzanie podwdjne,
— Rz o0znacza: wodér, metyl, benzyl, fenyl, naftyl, nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomoéw
wegla, nienasycony alkil zawierajacy 2 do 8 atomdéw wegla oraz jedno wigzanie podwdjne,
— Rs sa takie same lub rézne i oznaczajg wodér, metyl, nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8
atomoéw wegla, lub nienasycony alkil zawierajacy 2 do 8 atomoéw wegla oraz jedno wigzanie
podwdjne, grupe aminowa, grupe nitrowa, grupe azydkowa, grupe o wzorze ogoinym 6

N :
3’{ N
- Rsoznacza azot,

- RsiRssatakie same lub rézne i oznaczajg wodor, metyl, benzyl, fenyl, naftyl, halogen (F, Cl,
Br, 1), hydroksyl, grupe aminowa, grupe nitrowa, grupe karboksylowa, nasycony alkil zawie-
rajacy 2 do 8 atomdéw wegla, nienasycony alkil zawierajacy 2 do 8 atomoéw wegla oraz jedno
wigzanie podwdjne, nienasycony alkil zawierajacy 2 do 8 atomoéw wegla oraz jedno wigzanie
podwdjne podstawiony fenylem,

— Ry oznacza izo-propyl.

Sposdb wykonania znakowania wedtug wynalazku polega na przytaczeniu do nukleozyddw, nu-
kleotydéw lub oligonukleotyddéw prekursoréw o wzorach ogdinych 1, 2 lub 3, w ktérych A, n, R1, Rz, Rs,
R4, Rs i Re maja wyzej podane znaczenie, przy czym w celu przytaczenia tych znacznikdw, w pierwszym
etapie zwigzki o wzorach 7 lub 8

(6)

R
A= N _N
n
o Rs
Rs @)
R 1?1 R,
AN N N
RZ S fCHd’kOH
n
= R,
Rq ®)

w ktérych n, R1, Rz, Rs, R4, Rs i Re maja wyzej podane znaczenie, poddaje sie reakcji chemiczne;
z 1,1’-karbonylodiimidazolem lub z N,N,N’,N-tetraizopropylodiamidochloro-fosforynem lub (2-cyjanoe-
tylo)-N,N,N’,N-bis(diizopropylodiamido)fosforynem w odpowiednich reakcjach przedstawionych w dal-
szej tresci opisu, uzyskujac prekursory wedtug wzordéw 1, 2 lub 3.

Zwiazki o wzorach 7 i 8 oraz sposob ich otrzymywania zostaty ujawnione i opisane w polskim
zgtoszeniu patentowym nr P.428083.
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Po przeksztatceniu w wyzej wspomniane formy prekursorowe poddaje sie je reakcji z wolng
pierwszorzedowa grupa hydroksylowa lub aminowa nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu w celu
znakowania tych bioczasteczek.

Sposdéb wykonania znakowania poprzez aktywne pochodne imidazolowe wedtug wzoru 1

Barwnik fluorescencyjny wedtug wzordw ogdlinych 7 i 8 rozpuszcza sie w bezwodnym polarnym
aprotycznym rozpuszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu lub tetrahydrofuranie i dodaje sie do
niego karbodiimidazol w proporcji molowej od 1:1 do 1:1,5 stosunku molowego, korzystnie w stosunku
1:1,3 molowym do zastosowanego barwnika fluorescencyjnego. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
otoczenia, korzystnie 25°C, nie wyzszej niz 30°C. Czas reakcji wynosi od 30 minut do 2 godzin, korzyst-
nie 1 godzine. Po tym czasie powstaje aktywna forma imidazolowa (wedtug wzoru 1), ktéra dodaje sie
do nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu (z wolna grupa hydroksylowa lub aminowa) w nadmiarze
od 1:1 do 2:1 stosunku molowego, korzystnie 1,5 :1 stosunku molowego do nukleozydu, nukleotydu
lub oligonukleotydu. Reakcje prowadzi sie z dodatkiem nienukleofilowej zasady organicznej z grupy
imin, pochodnych guanidyny, korzystnie tetrametyloguanidyny (TMG) w proporcji molowej w przedziale
od 0,3:1do7,8:1, korzystnie 3,5 :1 stosunku molowego do nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu
w temperaturze otoczenia, korzystnie 25°C, nie wyzszej jednak niz 30°C. Po zakonczeniu reakcji roz-
puszczalnik jest usuwany, a produkt izolowany standardowymi metodami.

Przyktadem nukleozydu znakowanego aktywna pochodna imidazolowa wedtug wzoru 1 jest zwia-
zek o wzorze 9

= CHs O B
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NP |N\ N\/\O)J\oj :o: .
Z

OAc 9)

gdzie B oznacza zasade heterocykliczna, np. tymine.

Sposéb wykonania znakowania poprzez amidofosforyn
Metoda znakowania oligomeréw za pomoca amidofosforynu wedtug wzoru 2

Etap |: otrzymywanie amidofosforynu wedtug wzoru 2

Barwnik fluorescencyjny z grupy barwnikéw opisanych wzorem 7 lub 8 rozpuszcza sie w bezwod-
nym aprotycznym rozpuszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu lub chlorku metylenu, stosujac
atmosfere gazu obojetnego, korzystnie argonu. Caty proces prowadzi sie stosujgc temperature z za-
kresu 15-30°C, korzystnie 20°C. Nastepnie do roztworu dodaje sie bezwodng trzeciorzedowa amine
alifatyczna, korzystnie diizopropyloetyloamine w iloéci nie mniejszej niz 1 : 1 stosunku molowego, ko-
rzystnie 1,3 : 1 stosunku molowego do barwnika fluorescencyjnego. Nastepnie do roztworu dodaje sie
N,N,N’,N--tetraizopropylodiamidochlorofosforyn w ilosci od 0,8 : 1 do 1,1 : 1 stosunku molowego, ko-
rzystnie w stosunku 1 :1 molowym do barwnika fluorescencyjnego. Przebieg reakcji monitoruje sie, ko-
rzystnie analiza TLC stosujac faze rozwijajaca benzen :tréjetyloamina (9 : 1). Po zaobserwowaniu zaniku
substratu dodaje sie kolejna porcje barwnika fluorescencyjnego w stosunku molowym 1 :1 do ilosci tego
samego barwnika fluorescencyjnego dodanych na poczatku reakcji oraz pochodna 1-H-tetrazolu, ko-
rzystnie 5-benzylo-mercaptotetrazol (BMT) w stosunku molowym do barwnika fluorescencyjnego o wzo-
rze ogoéinym 7 lub 8 dodanego w drugim etapie reakcji od 0,2 :1 do 0,8 : 1, korzystnie 0,5 : 1 stosunku
molowego. Po zakohczeniu reakcji rozpuszczalnik jest usuwany, a produkt wedtug wzoru 2 izolowany
standardowymi metodami, stosujac oczyszczanie chromatograficzne produktu koricowego w obecnosci
trzeciorzedowej aminy alifatycznej, korzystnie tréjetyloaminy.

Etap Il: znakowanie nukleozydu lub nukleotydu, lub oligomeréw

Otrzymany i oczyszczony amidofosforyn wedtug wzoru 2 rozpuszcza sie w bezwodnym aprotycz-
nym rozpuszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu, chlorku metylenu lub toluenie i miesza sie z po-
chodna 1-H-tetrazolu, korzystnie BMT w stosunku molowym nie mniejszym niz 1 : 1 do zastosowanego
amidofosforynu. Nastepnie mieszanine dodaje sie do nukleozydu lub nukleotydu, lub oligonukleotydu po-
siadajacego wolna grupe hydroksylowa lub aminowa. Proporcje rownomolowej mieszaniny amidofosfo-
rynu, wedtug wzoru 2, z pochodna 1-H-tetrazolu, korzystnie BMT, w stosunku molowym do nukleozydu
lub nukleotydu, lub oligonukleotydu dla reakcji w fazie ciektej stanowia 2 : 1 stosunku molowego, natomiast
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dla reakcji prowadzonych na fazie statej (porowate szkto) 20 : 1 stosunku molowego. Czas reakcji row-
niez zalezy od zastosowanej metodologii prowadzenia reakcji i wynosi dla reakcji w fazie ciektej od 0,5
do 3 godzin, korzystnie 1 godzine, na fazie statej od 0,5 do 6 minut, korzystnie 3 minuty. Po przytaczeniu
amidofosforynu do nukleozydu lub nukleotydu, lub oligonukleotydu, przeprowadza sie reakcje utleniania
atomow fosforu z |l do V stopnia utlenienia za pomoca czynnika utleniajacego, korzystnie roztworu jodu
w uwodnionej pirydynie. Po zakohczeniu ww. reakcji otrzymuje sie znakowany nukleozyd lub nukleotyd,
lub oligonukleotyd. Nastepnie rozpuszczalnik jest usuwany metodami standardowymi dla odpowiednie;
metodologii reakcji (faza stata lub ciektfa), a produkt izolowany standardowymi metodami.

Metoda znakowania oligomerow za pomoca amidofosforynu wedtug wzoru 3

Etap |: otrzymywanie amidofosforynéw wedtug wzoru 3

Barwnik fluorescencyjny wedtug wzoru 7 lub 8 rozpuszcza sie w bezwodnym aprotycznym roz-
puszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu lub chlorku metylenu stosujac atmosfere gazu obo-
jetnego, korzystnie argonu. Nastepnie do roztworu dodaje sie (2-cyjanoetylo)-N,N,N’,N-bis(diizopropy-
lodiamido)fosforyn w ilosci od 1 :1 do 3 : 1 stosunku molowego, korzystnie 1,3 : 1 stosunku molowego
do zastosowanego barwnika fluorescencyjnego wedtug wzoréw ogdinych 7 lub 8, a nastepnie dodaje
sie pochodna 1-H-tetrazolu, korzystnie 5-benzylo-mercaptotetrazol (BMT) w stosunku molowym nie
wiekszym niz 1:1. korzystnie 0,8 : 1 stosunku molowego wzgledem barwnika fluorescencyjnego, w tem-
peraturze od 15-30°C, korzystnie 20°C. Po zakonhczeniu reakcji rozpuszczalnik jest usuwany, a produkt
w postaci amidofosforynu wedtug wzoru 3 izolowany standardowymi metodami, stosujac podczas oczysz-
czania produktu korncowego dodatek trzeciorzedowej aminy alifatycznej, korzystnie tréjetyloaminy.

Etap Il: znakowanie nukleozydu, nukleotydu lub oligomeréw

Otrzymany i oczyszczony amidofosforyn wedtug wzoru 3 rozpuszcza sie w bezwodnym aprotycz-
nym rozpuszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu, chlorku metylenu lub toluenie i miesza sie
z pochodna 1-H-tetrazolu, korzystnie BMT w stosunku molowym nie mniejszym niz 1 :1 do zastosowa-
nego amidofosforynu. Nastepnie mieszanine dodaje sie do nukleozydu lub nukleotydu, lub oligonukle-
otydu posiadajacego wolna grupe hydroksylowa lub aminowa. Proporcje réwnomolowej mieszaniny
amidofosforynu, wedtug wzoru 3, z pochodng 1-H-tetrazolu, korzystnie BMT, w stosunku do nukleozydu
lub nukleotydu, lub oligonukleotydu dla reakcji w fazie ciektej stanowia 2 : 1 stosunku molowego, nato-
miast dla reakcji prowadzonych na fazie statej (porowate szkto) 20 : 1 stosunku molowego. Czas reakcji
zalezy rowniez od zastosowanej metodologii prowadzenia reakcji i wynosi dla reakcji w fazie ciektej od
0,5 do 3 godzin, korzystnie 1 godzine, na fazie statej od 0,5 do 6 minut, korzystnie 3 minuty. Po przyta-
czeniu amidofosforynu do nukleozydu lub nukleotydu, lub oligonukleotydu, przeprowadza sie reakcje
utleniania atoméw fosforu z Il do V stopnia utlenienia za pomoca czynnika utleniajacego, korzystnie
roztworu jodu w uwodnionej pirydynie. Po zakohczeniu ww. reakcji otrzymuje sie znakowany nukleozyd
lub nukleotyd, lub oligonukleotyd. Nastepnie rozpuszczalnik jest usuwany metodami standardowymi dla
odpowiedniej metodologii reakcji (faza stata lub ciekta), a produkt izolowany standardowymi metodami.

Przyktadem nukleozydu znakowanego aktywna pochodna amidofosforynowa wedtug wzoru 2
lub 3 jest zwigzek o wzorze 10

NN N N0 oo

OAc (10)

gdzie B oznacza zasade heterocykliczna, np. tymine.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb termicznego usuwania znacznikéw fluorescencyj-
nych ze znakowanego nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu, w wyniku czego oprocz nieznako-
wanego nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu powstaje zwiazek cykliczny o wzorze ogdlnym 11,
12 lub 13.

Re ()
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(12)

(13)

Usuwanie przeprowadza sie w nastepujacy sposob: znakowany nukleozyd, nukleotyd lub oligo-
nukleotyd rozpuszcza sie w buforze fosforanowym (pH 6,86 lub 7,2) i jezeli nie nastapito catkowite roz-
puszczenie dodaje sie acetonitrylu w takiej ilosci, aby otrzymaé klarowny roztwér. Nastepnie roztwor
ogrzewa sie w zamknietym naczyniu w przedziale temperatur 30-90°C.

Na schemacie 1 przedstawiono przyktad termicznego usuwania znacznika fluorescencyjnego
z nukleozydu po znakowaniu pochodna imidazolowa, zas na schemacie 2 przyktad termicznego usu-
wania znacznika fluorescencyjnego z nukleotydu po znakowaniu pochodna amidofosforanowa wraz
z mechanizmem tworzenia sie pieciocztonowej bicyklicznej formy barwnika.

Schemat 1

Q B B
N W S {9
A \/\\O, O o A N/ = | N\ N_CHB + HO 0
pH~7 = A@
OAc OAc

Gdzie B oznacza zasade heterocykliczna, np. tymine, a A dowolny anion wystepujacy w roztwo-
rze, korzystnie fosforan.

Schemat 2
| > ~_N ﬁH3 g 7 i i
7 N _II_ —p—
N B &rf-0 o O=F07 o
- 3
OAc OAc

Gdzie B oznacza zasade heterocykliczna, np. tymine,

Warunki, w jakich poszczegdline znaczniki ulegaja odtaczeniu, sa charakterystyczne dla danego
znacznika i réznia sie pomiedzy soba, z tego wzgledu przed uzyciem danego znacznika nalezy okreslié
parametry potrzebne do catkowitego jego usuniecia poprzez wykreslenie krzywej wzorcowej obejmuja-
cej zaleznos¢ usuwania danego znacznika od temperatury lub/i czasu, ktéra umozliwi odpowiedni dob6r
zaréwno temperatury procesu usuwania znacznika, jak i jego czas.

Krzywa wzorcowa jest charakterystyczna dla danego znacznika. Nie zalezy natomiast od spo-
sobu przytaczania (metoda amidofosforynowa lub metoda imidazolowa) i rodzaju zwiazku do jakiego
barwnik jest przylaczony.

Ponizej przedstawiono przyktadowa procedure wykonania krzywej wzorcowej. W pierwszej ko-
lejnosci nalezy okresli¢ temperature korzystna do usuniecia znacznika. W tym celu znakowana bio-
czasteczke, np. nukleozyd, nukleotyd lub oligonukleotyd znakowany danym barwnikiem dzieli sie na
7 oddzielnych porcji, kazda po 1 miligramie, rozpuszcza sie w buforze fosforanowym (pH 6,86 lub
7,2) lub mieszaninie: bufor fosforanowy (pH 6,86 lub 7,2)/acetonitryl(ACN) (2/1; v/v) w zamykanym
naczyniu. Nastepnie, wytrzasajac prowadzi sie ogrzewanie kazdej z nich przez 2 h w réznych tempe-
raturach: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90°C. Prébki poddaje sie kolejno analizie RP-HPLC (ang. reversed
phase high-performance liquid chromatography [wysokosprawna chromatografia cieczowa na fazie
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odwrdconej]) z detektorem fluorescencyjnym i na podstawie chromatograméw przedstawiajacych sto-
pien usuniecia znacznika z nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu wykresla sie krzywa zalezno-
$ci od temperatury. Na podstawie krzywej wybieramy temperature, dla ktérej chcemy oznaczyé czas
catkowitego usuniecia znacznika.

W celu okreslenia czasu catkowitego usuniecia znacznika w oznaczonej wczesniej temperaturze
postepujemy nastepujaco: znakowana bioczasteczke, np. nukleozyd, nukleotyd lub oligonukleotyd zna-
kowany danym barwnikiem w ilosci 1 miligrama rozpuszcza sie w buforze fosforanowym (pH 6,86 lub
7,2) lub mieszaninie: bufor fosforanowy (pH 6,86 lub 7,2)/acetonitryl (2/1; v/v) w zamykanym naczyniu.
Nastepnie wytrzasajac, prowadzi sie ogrzewanie w oznaczonej wczesniej temperaturze. Prébke pod-
daje sie analizie RP-HPLC z detektorem fluorescencyjnym, pobierajac analit z tej samej probki po czasie
5,15, 30, 45, 60, 75, 90 minut. Na podstawie chromatogramow przedstawiajacych stopien zaniku znacz-
nika wykresla sie krzywa zaleznosci catkowitego zaniku znacznika od czasu. Na podstawie krzywej
okreslamy czas potrzebny do catkowitego usuniecia znacznika z nukleozydu, nukleotydu lub oligonu-
kleotydu w zadanej temperaturze.

Postep reakcji usuwania znacznika i tworzenia formy cyklicznej barwnika mozna obserwowaéd
z krzywej wzorcowej otrzymanej metodami spektrofotometrycznymi, korzystnie RP-HPLC z detektorem
fluorescencyjnym, ktéry identyfikuje powstawanie cyklicznej formy barwnika. Na schemacie 1 przedsta-
wiono przyktad usuwania znacznika z nukleozydu i tworzenia sie formy cyklicznej barwnika w trakcie
usuwania znacznika ze znakowanej czasteczki nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu.

Przyktadowo, jezeli do znakowania uzyto barwnik o wzorze ogdéinym 14, to po cyklu ,tworzenie
prekursora — przytaczenie znacznika do nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu — usuniecie znacz-
nika” powstanie pieciocztonowa bicykliczna forma o wzorze ogéinym 11. Podobnie, jezeli do znakowa-
nia uzyto barwnik o wzorze 15, to po cyklu ,tworzenie prekursora — przytaczenie znacznika do nukleo-
zydu, nukleotydu lub oligonukleotydu — usuniecie znacznika” powstanie piecioczionowa bicykliczna
forma o wzorze 12.

Natomiast, jezeli do znakowania uzyto barwnik o wzorze 16, to po cyklu ,tworzenie prekursora —
przytaczenie znacznika do nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu — usuniecie znacznika” powsta-
nie szesciocztonowa bicykliczna forma o wzorze 13.

(1D

Ra 15)

Rq (12)
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(16)

(13)

W trzecim aspekcie przedmiotem wynalazku jest sposdb oceny stopnia usuniecia znacznika flu-
orescencyjnego ze znakowanej bioczasteczki, polegajacy na pomiarze réznicy intensywnosci fluore-
scencji czasteczki znakowanej, a intensywnosci fluorescencji znacznika odtaczanego od znakowane;
bioczasteczki podczas podwyzszania temperatury (figura 4). Sposéb polega na pomiarze intensywno-
8ci fluorescencji czasteczek znakowanych przy dtugosci fali wzbudzenia i emisji oznaczonych jako
maksima dla czasteczki znakowanej i zmierzonych po zakohczeniu procesu przytaczania znacznika,
a nastepnie w okreslonych przedziatach czasowych przy statej podwyzszonej temperaturze lub po
okreslonej czynnosci wykonanej z uzyciem znakowanej czasteczki wykonuje sie pomiar przy tej same;j
dtugosci fali wzbudzenia i emisji, mierzac fluorescencje w mieszaninie po usunieciu barwnika. Po uzy-
skaniu danych poddaje sie je analizie matematycznej i na jej podstawie ustala dynamike rozktadu,
stopien rozktadu, a takze ocene wptywu czynnikdéw zewnetrznych na stabilno$é potaczenia znacznika
Z bioczasteczka.

W celu pomiaru poziomu usuniecia znacznika z bioczasteczki, a tym samym poziomu jej znako-
wania przeprowadza sie pomiar intensywnosci fluorescencji dla znakowanej bioczasteczki oraz po
usunieciu znacznika za pomoca detektora fluorescencyjnego dla 1 molowego roztworu znakowanej bio-
czasteczki rozpuszczonej w takim rozpuszczalniku lub mieszaninie rozpuszczalnikéw (np. ACN, dime-
tyloformamid (DMF), bufor fosforanowy, bufor cytrynianowy) oraz takiej podwyzszonej temperaturze,
dla jakiej chcemy okresli¢ czas catkowitego usuniecia znacznika. Pomiaru dokonuje sie przy dtugosci
fali maksimum fluorescencji znakowanej bioczasteczki lub maksimum fluorescencji formy cyklicznej po-
wstatej po usunieciu znacznika. Pomiaru dokonuje sie w przedziatach czasowych (korzystnie w 6 punk-
tach) i wykresla sie krzywa zaleznosci intensywnosci fluorescencji dla znakowanej bioczasteczki lub
cyklicznej formy po usunieciu znacznika od czasu. Proces odtaczania znacznika od bioczasteczki,
w podwyZszonej temperaturze mozemy monitorowaé za pomoca detektora fluorecencyjnego, ponie-
waz witasciwosci absorpcyjno-emisyjne znakowanej bioczasteczki réznia sie od formy cyklicznej (po-
wstatej po usunieciu znacznika) zaréwno intensywnoscia fluorescencji, jak i maksimum diugoscia fali
emisji. Dzieki temu, mozemy wykresli¢ krzywa zalezno$ci zmian intensywnosci fluorescencji/dtugosci
fali emisji znakowanej bioczasteczki i usunietego znacznika (forma cykliczna) od czasu w danej tem-
peraturze. Na podstawie wyznaczonej krzywej zmiany intensywnosci/dtugos$ci fali emisji mozemy ilo-
$ciowo wyznaczy¢ stopieh usuwania znacznika. Co jest wynikiem zmiany profilu intensywno$ci fluore-
scencji emitowanej przez barwnik, a emisja jego formy cyklicznej (figura 4).

Sposéb ten umozliwia badanie stopnia rozktadu znakowanej bioczasteczki poza uktadem, w kto-
rym w danej chwili znajduje sie ta bioczasteczka, gdyz cykliczny produkt rozktadu mozna wyizolowaé
np. ze srodowiska reakcji i dokonywaé pomiaréw niezaleznie od prowadzonego procesu chemicznego.

Sposéb jest przydatny m.in. do oceny warunkow przechowywania dowolnych towaréw, gdzie
znakowana bioczasteczka jest wykorzystywana do oceny wptywu tych warunkéw na dany towar, na
podstawie stopnia odtaczenia znacznika, zachodzacego pod wplywem zmian termicznych. Réwniez,
stopien odtaczenia znacznika moze by¢ przydatny do weryfikacji przydatnosci dowolnych produktéw,
ktore ulegaja rozktadowi w warunkach, w ktérych znacznik odfgcza sie od czasteczki. Ocena taka jest
przeprowadzana na podstawie pomiaru fluorescencji.

W przyktadach przedstawiono przyktadowe opisy procedur znakowania bioczasteczek, procedur
usuwania znacznikéw oraz przyktady ustalania warunkéw usuwania znacznikéw. Na rysunkach przed-
stawiono wybrane wyniki przedstawiajace krzywe zaleznosci usuwania znacznika od czasu i tempera-
tury, réznice intensywnosci fluorescencji pomiedzy forma znakowana a cykliczna powstata po usunieciu
barwnika oraz analize HPLC ilustrujaca ten proces.
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Przyktad 1

Przeksztatcenie 2-(pirydyno-2-yl)winylo]pirydynowych aminoalkoholi w forme karbaminianowa.
(E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)etan-1-ol (0,1 mmol) rozpuszczono w bez-
wodnym acetonitrylu (2 ml) i umieszczono w kolbie z mieszadtem magnetycznym. Do roztworu dodano
1’,1’-karbonylodiimidazol (0,24 mmol) i reakcje prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej,
a jej przebieg kontrolowano za pomoca TLC (ang. Thin Layer Chromatography [cienkowarstwowa chro-
matografia cieczowal)) (octan etylu/ n-heksan 9/1). Po uptywie 30 minut otrzymano aktywna forme kar-
baminianowa aminoalkoholu, ktéra wykorzystano w nastepnym przyktadzie bez jakiegokolwiek izolacji.

Przyktad 2

Znakowanie 3'-O-Acetylotymidyny za pomoca karbaminianowej formy barwnika fluorescencyjnego

Do otrzymanego w poprzednim przyktadzie roztworu karbaminianowej formy aminoalkoholu do-
dano 3'-O-Acetylotymidyne (0,1 mmol) i 1,1,3,3-tetrametyloguanidyne (0,16 mmol). Reakcje mieszano
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca analizy TLC (di-
chlorometan/metanol 95/5 v/v). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a uzyskana
pozostatosé oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (dichlorometan
(DCM)/metanol (MeOH); 0—-5% metanol (MeOH)), otrzymujac czysty produkt, ktéry scharakteryzowano
metodami spektroskopowymi.

"H NMR (400 MHz; Chloroform-d) & 8,66—8,55 (m; 1H); 7,70-7,65 (m; 1H); 7,63 (d; J = 5,3 Hz;
1H); 7,48 (d; J = 8,6 Hz; 1H); 7,44 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,35 (d; J = 2,2 Hz; 2H); 7,14 (dd; J=7,5; 4,9 Hz;
1H); 6,71 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,45 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,35 (dd; J = 8,8; 5,7 Hz; 1H); 5,16 (dd; J = 5,2;
3,2 Hz; 1H); 4,52 (dt; J = 11,5; 5,9 Hz; 1H); 4,42 (q; J=4,6; 3,7 Hz; 1H); 4,39 (d; J = 2,9 Hz; 1H); 4,33
(dd; J = 11,8; 2,8 Hz; 1H); 4,17 (q; J = 2,7 Hz; 1H); 4,02 (tq; J = 14,7, 8,8; 7,4 Hz; 2H); 3,10 (s; 3H);
2,40-2,29 (m; 1H); 2,22-2,10 (m; 2H); 2,09 (s; 3H); 1,88 (s; 3H).

3C NMR (101 MHz; Chloroform-d) & 169,89; 163,00; 157,25; 155,08; 154,11; 152,11; 149,93;
149,18; 137,44, 136,01; 134,34; 132,11, 130,24, 127,82; 122,10; 121,78; 112,34; 111,15; 104,99; 84,04,
81,62; 74,07; 66,76, 65,86, 47,87, 36,73; 36,64, 20,39; 12,13.

Przyktad 3

Usuwanie znacznika z 3'-O-Acetylo-5'-(2-{metylo-[6-(2-pirydin-2-yl-winylo)-pirydin-2-yl}-amino-
etyloksykarbonylotymidyny

Otrzymany w przyktadzie 2 znakowany nukleozyd rozpuszczono w buforze fosforanowym pH
6,86 w 5 porcjach po 1 mg i umieszczono w zamknietych fiolkach. Nastepnie, wytrzasajac prowadzono
ogrzewanie kazdej z nich w nastepujacych temperaturach: 30, 40, 50, 60 i 70°C i statym czasie 2 godzin.
Po zakonhczeniu ogrzewania i szybkim schtodzeniu (w suchym lodzie) pobierano probki kazdej z porcji
i poddano je analizie za pomoca zestawu HPLC wyposazonego w detektor diodowy (DAD) w zakresie
220-700 nm) oraz detektor fluorescencyjny (FLD) w zakresie Aavs. = 370 nm, Lem = 476 nm, stosujac
kolumne Synergy Fusion — RP 80 A (wraz z prekolumng firmy Phenomenex), o wymiarach 150 x4,6 mm,
stosujgc metode gradientowa: bufor A (0,01 M octan trietyloamoniowy)/ bufor B (0,01 M octan trietyloa-
moniowy w 40% acetonitrylu), szybkos$¢ przeptywu 1 ml/min, czas trwania analizy 30 min. Wyniki kine-
tyki usuwania barwnika przedstawiono na wykresie: szybkos$¢ zaniku formy znakowanej w zaleznosci
od temperatury — figura 1. Catkowite usuniecie znacznika zachodzi w 70°C.

Przyktad 4

(E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)propan-1-ol (0,13 mmol, 35 mg) roz-
puszczono w bezwodnym acetonitrylu (2 ml) i umieszczono w kolbie z mieszadtem magnetycznym
z 1'1’-karbonylodiimidazol (0,13 mmol, 38,09 mg). Reakcje prowadzono przez 30 minut w temperaturze
pokojowej, a jej przebieg kontrolowano za pomocg TLC (octan etylu/n-heksan 9/1). Po uptywie 30 mi-
nut otrzymano aktywna forme karbaminianowa (E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-
-yl}amino)propan-1-olu, ktéra wykorzystano w nastepnym przyktadzie bez jakiegokolwiek izolacji.

Przyktad 5

Do otrzymanego w poprzednim przyktadzie 4 roztworu karbaminianowej formy (E)-2-(metylo{6-
-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)propan-1-olu dodano 3'-O-Acetylowang tymidyne (0,13 mmol,
38,09 mg) oraz 1,1,3,3-tetrametyloguanidyne (0,21 mmol, 20 pulL). Reakcje mieszano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca analizy TLC (dichlorometan/meta-
nol 95/5 v/v). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a uzyskana pozostato$¢
oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (DCM/MeOH; 0-5% MeOH),
otrzymujac czysty produkt (19 mg), ktéry scharakteryzowano metodami spektroskopowymi.
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"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 8,67-8,57 (d, J = 4,01 1H); 7,70-7,65 (m, 1H); 7,63 (d,
J=53Hz, 1H); 7,48 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,35 (d, J = 2,2 Hz, 2H), 7,14 (dd,
J=175,49Hz 1H); 6,71 (d, J =7,3 Hz, 1H); 6,35 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,35 (dd, J = 8,8, 5,7 Hz, 1H);
5,16 (dd, J = 5,2, 3,2 Hz, 1H); 4,52 (dt, J = 11,5, 5,9 Hz, 1H); 4,42 (q, J = 4,6, 3,7 Hz, 1H); 4,39 (d,
J=29Hz, 1H); 4,33 (dd, J=11,8, 2,8 Hz, 1H); 4,17 (q, J = 2,7 Hz, 1H); 4,02 (tq, J= 14,7, 8,8, 7,4 Hz,
2H); 3,10 (s, 3H); 2,43-2,39 (m, 1H); 2,24-2,19 (m, 2H); 2,15-2,08 (m, 2H); 2,04 (s, 3H); 1,82 (s, 3H).

3C NMR (101 MHZ, Chloroform-d) 6 170,40; 163,22; 157,86; 155,44; 154,64; 152,11; 149,93;
149,21, 137,78; 136,82; 134,87; 132,11, 130,24, 128,30, 122,10; 121,78; 112,57; 111,63, 105,60, 84,52;
81,62; 74,07; 66,76, 65,86, 47,87, 36,73; 36,64; 25,16; 20,39; 12,58.

Przyktad 6

Usuwanie znacznika z 3'-O-Acetylo-5'-(2-{metylo-[6-(2-pirydin-2-yl-winylo)-pirydin-2-yl)-aminopro-
pyloksykarbonylotymidyny

Otrzymany w przyktadzie 5 znakowany nukleozyd (1 mg) rozpuszczono w buforze fosforanowym
pH 6,86 w (0,5 mL, Ph = 7). Probke ogrzewano (90°C), a nastepnie pobierano co godzine 50 um
(0,2 OD) i szybko schtodzono do temp 0°C. Po pobraniu 4 prébek wykonano analize TLC obrazujaca
rozktad. Ogrzewanie prowadzono 24 godziny i stwierdzono catkowity rozpad substratu. Z ptytki TLC
wyizolowano produkt rokady i wykonano analize masowa, ktéra potwierdzita mase bicyklicznego sze-
$cioczionowego produktu 15.

MS-ESI: C1eH1sN3* obliczone 252,1495 [M]*, obserwowane 252 [M]*.

Przyktad 7

Usuwanie znacznika z 3'-O-Acetylo-5'-(2-{metylo-[6-(2-pirydin-2-yl-winylo)-pirydin-2-yl)-aminoe-
tyloksykarbonylotymidyny

Otrzymany w przyktadzie 2 znakowany nukleozyd rozpuszczono w buforze fosforanowym pH
6,86 w szklanej fiolce z zakretka gwintowana. Nastepnie, wytrzasajac prowadzono ogrzewanie przy
statej temperaturze 90°C w przeciagu 45 minut, pobierajac prébke w 5, 15, 30 i 45 minucie i po schio-
dzeniu wykonujac jej analize za pomoca zestawu HPLC wyposazonego w detektor DAD (diodowy w za-
kresie 220—700 nm) oraz detektor FLD (Aabs. = 370 nm, Aem = 476 nm), stosujac kolumne Synergy Fu-
sion — RP 80 A (wraz z prekolumna firmy Phenomenex), o wymiarach 150 x 4,6 mm, stosujac metode
gradientowa: bufor A (0,01 M octan trietyloamoniowy)/ bufor B (0,01 M octan trietyloamoniowy w 40%
acetonitrylu), szybkos$¢ przeptywu 1 ml/min, czas trwania analizy 30 min. Wyniki kinetyki usuwania barw-
nika przedstawiono na wykresie: szybkos¢ zaniku formy znakowanej w zaleznoéci od czasu — figura 2.
Catkowite usuniecie znacznika zachodzi po 45 minutach.

Przyktad 8

Powstawanie cyklicznej formy barwnika w wyniku opracowanego sposobu usuniecia znacznika
z 3’-O-Acetylo-5'-(2-{metylo-[6-(2-pirydin-2-yl-winylo)-pirydin-2-yl-aminoetyloksykarbonylotymidyny

Otrzymany w przyktadzie 2 znakowany nukleozyd rozpuszczono w buforze fosforanowym pH 6,86
w szklanej fiolce z zakretka gwintowana. Nastepnie, wytrzasajac prowadzono ogrzewanie w temperatu-
rze 90°C przez 45 minut, do catkowitego zaniku znakowanej bioczasteczki, co stwierdzono za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem,
a uzyskana pozostato$é oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej wypetnionej silikazelem.

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,68 (dd, J=5,1, 1,7 Hz, 1H), 8,04 (dd, J = 8,8, 7,6 Hz, 1H), 7,91
(td, J=7,7,1,8Hz, 1H), 7,82 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,72 (dt, J=7,9, 1,1 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 15,7 Hz,
1H), 7,48-7,44 (m, 1H), 7,43-7,39 (m, 1H), 7,12 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 4,80 (dd, J = 10,6, 9,0 Hz, 2H),
3,95 (dd, J=10,6, 9,1 Hz, 2H), 3,10 (s, 3H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 172,75; 171,48; 154,94; 152,61, 150,02; 145,44; 144,12;
138,44; 137,39; 124,78; 120,41, 109,65; 106,01; 49,21, 48,09.

HRMS-ESI: C1sH1sN3 obliczone 238,1344 [M+H]*, obserwowane 238,1343 [M+H]*.

Przyktad 9

Przeksztatcenie (E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)etan-1-olu w forme kar-
baminianowa

(E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)etan-1-ol (25 mg, 0,098 mmol) roz-
puszczono w bezwodnym acetonitrylu (2 ml) i umieszczono w kolbie z mieszadtem magnetycznym. Do
roztworu trzykrotnie dodano 1’1’-karbonylodiimidazol, w réwnych ilosciach w 15 minutowych odstepach
(57,10 mg; 0,36 mmol) i reakcje prowadzono w sumie przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowe;j,
a jej przebieg kontrolowano za pomoca TLC (octan etylu/ n-heksan 9/1). Po uptywie 1,5 godziny godziny
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otrzymano forme karbaminianowa aminoalkoholu, ktéra zastosowano w kolejnym przykiadzie, bez ja-
kiejkolwiek izolacji.

Przyktad 10

Znakowanie 3'-O-acetylo-N2-isobutyrylodeoksyguanozyny za pomoca karbaminianowej formy
barwnika fluorescencyjnego

Do otrzymanego w przyktadzie 6 roztworu karbaminianowej formy aminoalkoholu dodano 3'-O-
-acetylo-N2-izobutyrylodeoksyguanozyne (0,1 mmol) i 1,1,3,3-tetrametyloguanidyne (0,78 mmol). Re-
akcje mieszano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca
analizy TLC (dichlorometan/metanol 95/5 v/v). Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnie-
niem, a uzyskana pozostatos¢ oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionko-
wym (DCM/MeQOH; 0-5% MeOH), otrzymujac czysty produkt z wydajnoscia 30%.

Przyktad 11

Usuwanie znacznika z 5'-[6-(2-pirydyn-2-yl-winylo)-pirydyn-2-yl)-aminoetyloksykarbonylo-N2-izo-
butyryloguanozyny

Otrzymana wedtug metody opisanej w przyktadzie 7 znakowana N2-isobutyryloguanozyne roz-
puszczono w buforze fosforanowym pH 6,86, w 5 porcjach po 1 mg i umieszczono w zamknietych fiol-
kach. Nastepnie, wytrzasajac prowadzono ogrzewanie kazdej z nich w nastepujacych temperaturach 30,
40, 50, 60 i 70°C i statym czasie 2 godzin. Po zakorczeniu ogrzewania i szybkim schtodzeniu (w suchym
lodzie) pobrano prébki i poddano je analizie za pomoca zestawu HPLC wyposazonego w detektor DAD
(diodowy w zakresie 220—-700 nm) oraz detektor FLD (Aabs. = 370 nm, Aem = 476 nm), stosujac kolumne
Synergy Fusion — RP 80 A (wraz z prekolumnag firmy Phenomenex), o wymiarach 150 x 4,6 mm, stosujgc
metode gradientowa: bufor A (0,01 M octan trietyloamoniowy)/ bufor B (0,01 M octan trietyloamoniowy
w 40% acetonitrylu), szybko$¢ przeptywu 1 ml/min, czas trwania analizy 30 min. Kinetyke usuwania
barwnika przedstawiono na wykresie: szybko$¢ zaniku formy znakowanej w zaleznosci od tempera-
tury — figura 3. Catkowite usuniecie znacznika obserwuje sie w temperaturze 70°C.

Przyktad 12

Przeksztatcenie 2-(pirydyno-2-yl)winylo]pirydynowych aminoalkoholi w forme amidofosforanowa

Zwiazek 3(E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)etan-1-ol (80 mg; 0,313 mmola)
zliofilizowano z benzenu, a nastepnie suszono pod préznia wytworzona przez pompe olejowa przez
okres 12 h. Nastepnie zwiazek umieszczono w niewielkiej kolbie okragtodennej przedmuchanej argo-
nem i zabezpieczonej septa. Do kolby dodano 1 ml bezwodnego dichlorometanu, otrzymujac klarowny
roztwor barwy zo6ttej. Dodano w jednej porcji 40,9 ul (0,235 mmola) N,N-diizopropyloetyloaminy (DI-
PEA), a nastepnie roztwér schtodzono do temp. ok. -5°C. Do klarownego roztworu dodano 41,75 mg
(0,156 mmola) N,N,N’,N-tetraizopropylodiamidochlorofosforynu. W momencie gdy analiza TLC w ukfa-
dzie rozwijajacym: heksan/dichlorometan/tréjetyloamina; v/v/iv/; 6/3/1; wykazata potowiczny zanik sub-
stratu dodano 15 mg (0,078 mmola) 5-benzylmerkaptotetrazolu (BMT) do catkowitego zaniku substratu.
Roztwér odparowano na wyparce obrotowej, a produkt oczyszczono metoda chromatografii kolumnowe;j
(zel krzemionkowy); stosujac elucje gradientowa w uktadzie dichlorometan/heksan/trojetyloamina; v/ivlyv;
od 1/8/1 do 2/7/1. Potaczone frakcje produktu odparowano na wyparce obrotowe;j i zliofilizowano z ben-
zenu. Otrzymano w ten sposéb 30 mg bis[2-(metylo{6-[2-(pirydyno-2-ylo)winylo]pirydyn-2-ylo]Jaminoe-
tylo)N, N-diizopropyloamidofosforynu w postaci zéttego oleju; z wydajnoscia 30%.

Produkt scharakteryzowano przy uzyciu spektroskopii 3'P NMR:

3P NMR (400 MHz; benzen): 146,46 (s).

Przyktad 13

Przeksztatcenie 2-(pirydyno-2-yl)winylo]pirydynowych aminoalkoholi w forme amidofosforanowa
(E)-2-(metylo{6-[2-(pirydyn-2-yl)winylo]pirydyn-2-yl}amino)etan-1-ol (80 mg; 0,313 mmola) zliofilizo-
wano z benzenu, a nastepnie suszono pod préznia wytworzona przez pompe olejowa przez okres 12 h.
Nastepnie zwiazek ten umieszczono w niewielkiej kolbie okragtodennej przedmuchanej argonem i za-
bezpieczonej gumowym kapslem. Do kolby dodano 1 ml bezwodnego dichlorometanu, otrzymujac kla-
rowny bezbarwny roztwér. Nastepnie dodano w jednej porcji 58,56 ul (0,177 mmola) (2-cyjanoetylo-
N,N,N’,N-bis(diizopropylodiamido)-fosforynu i pozostawiono otrzymany roztwdr na okres 5 minut. Do
klarownego roztworu przez okres 1 h dodawano porcjami po okoto 4,8 mg 5-benzylo-merkaptotetrazolu
(BMT) (0,128 mmola, 23,7 mg). Otrzymany roztwdr pozostawiono w temperaturze pokojowej na okres
1 h. Nastepnie do roztworu dodano w jednej porcji 70 ul N,N-diizopropyloaminy (DIPA), a cato$¢ odpa-
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rowano na wyparce obrotowej. Produkt oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej (zel krzemion-
kowy); stosujac elucje gradientowa w uktadzie dichlorometan :heksan :tréjetyloamina; v:v:v; 1:8:1 do
4 :5:1. Potaczone frakcje produktu odparowano na wyparce obrotowej, a pozostato$¢ bezzwtocznie
zliofilizowano z benzenu. Otrzymano w ten sposéb ok. 25 mg 2-metylo{6-[2-(pirydyno-2-ylo)winylo-piry-
dyn-2-ylo)aminoetylo]-2-cyjanoetylo-N,N-diizopropyloamidofosforynu w postaci sypkiego proszku.
Produkt scharakteryzowano przy uzyciu analizy *'P NMR:
3P NMR (400 MHz; benzen-d6): 146,46 (s).

Przyktad 14
Znakowanie oligomeru
Przeprowadzono synteze 12-merowego oligomeru o sekwencji 5'-TTT TTT TTT TTT-3' na fazie
statej, stosujgc podtoze krzemianowe Q-dT (Glen Research) oraz komercyjny amidofosforyn tymidyny.
Synteze prowadzono wykorzystujac automatyczny syntetyzer DNA, powtarzajac cyklicznie dla kazdego
przytaczanego nukleotydu 4 etapy (detrytylacja, kondensacja, kappowanie, utlenianie). W tym celu kolu-
mienke ze statym ztozem Q-dT napetniano roztworami, dla kazdego etapu stosujac nastepujace warunki:
1. detrytylacja: 3% roztwdr kwasu dichlorooctowego w chlorku metylenu, czas reakcji 2 minuty;
2. kondensacja: 0,1 molowy roztwér amidofosforynu dT w acetonitrylu zmieszany w réwnych
proporcjach z 0,1 molowym roztworem S5-benzylo-merkaptotetrazolu (BMT), czas reakcji
3 minuty;

3. kappowanie: mieszanina dwdch roztwordw (A i B) o réwnych proporcjach, czas reakcji 1 mi-
nuta. Roztwor A — 10% roztwor 1-N-metyloimidazolu w tetrahydrofuranie. Roztwér B — 10%
roztwor bezwodnika octowego w bezwodnym tetrahydrofuranie;

4. utlenienie: 0,05 molowy roztwdr jodu w uwodnionej pirydynie, czas reakcji 1 minuta.

Po kazdym takim etapie kolumienke przeptukuje sie bezwodnym acetonitrylem i przedmuchuje
suchym argonem. Po przytaczeniu ostatniego oligonukloetydu usunieto ostatnia grupe dimetoksytryty-
lowa (etap detrytylacji) i przeprowadzono etap kondensacji, stosujac mieszanine roztworu amidofosfo-
rynu barwnika (amidofosforyn barwnika (12 mg) rozpuszczony w 200 ul suchego ACN) oraz 0,1 molo-
wego roztworu BMT w réwnych proporcjach. Czas reakcji to 10 minut. Nastepnie przeprowadzono etap
utleniania jw.

Po jego zakornczeniu i przeptukaniu kolumny acetonitrylem i przedmuchaniu suchym argonem
podtoze umieszczono na 2 minuty w stezonym roztworze amoniaku w temperaturze 22°C. Nastepnie
z roztworu usunieto podtoZze krzemianowe przez dekantacje, a znakowany oligomer rozpuszczony
w amoniaku naniesiono na gére kolumienki LGC MicroPure Il. Nastepnie przeprowadzono przemywanie
kolumienki nastepujacymi mieszaninami, kazdorazowo zbierajac wymyte frakcje do osobnych probdowek:

1. 97% 1 M TEAA + 3% MeCN v/v,

2. ultraczysta woda o przewodno$ci rownej 18,2 MQ -cm w 25°C (tzw. H20 MiliQ),

3. 20% roztwdr acetonitrylu w wodzie MiliQ.

Spektrofotometrycznie stwierdzono obecnos¢ znakowanego oligonukleotydu we frakcji wymytej
za pomoca H20 MiliQ (w iloci 14 jednostek optycznych OD). Oligonukleotyd odparowano nie stosujac
grzania i poddano dalszej analizie.

Przyktad 15

Oczyszczanie znakowanego oligomeru na HPLC

Przygotowanie analitu: znakowany oligonukleotyd (0,4 OD) rozpuszczono w 500 ul wody MiliQ,
wymieszano na Vortexie i odwirowano. Wykonano kolejno pomiar OD przy dtugosci fali 260 nm, na
podstawie ktérego wyznaczono objetosé nastrzyku na kolumne chromatograficzna.

(OD260 — 0,528, Objetos¢ analitu — 100 pl).

Warunki analizy:

kolumna Synergy Fusion — RP 80 A Phenomenex, 150 x 4,6 mm z prekolumng

metoda gradientowa czas trwania 30 min:

— szybkos¢ przeptywu 1 ml/min,

— analiza w gradiencie bufor A (0,01 M octan trietyloamoniowy)/ bufor B (0,01 M octan trietylo-

amoniowy w 40% acetonitrylu),
— Detektor DAD diodowy 220-700 nm,
—  Detektor FLD (Aabs. = 370 nmM, Aem = 476 nm).
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Znakowany oligomer 1, oczyszczony za pomocg chromatografii wysokocisnieniowej HPLC w wy-
zej wymienionych warunkach, odparowano, a nastepnie odparowano jeszcze 3-krotnie z wody MiliQ (by
pozby¢ sie resztek buforu TEAA) i zliofilizowano. Otrzymany analit poddano analizie MALDI.

Warto$¢ masy obliczona teoretycznie: 3904,6258 g/mol.

Obserwowana masa znakowanego oligonukleotydu: m/z 3905, 561 Da.

Przyktad 16

Usuwanie barwnika z oligomeru

W celu usuniecia znacznika z oligonukleotydu, znakowany oligonukleotyd (w iloéci 10 OD) roz-

puszczono w 1000 ul wody MiliQ, wymieszano na Vortexie i odwirowano. Wykonano kolejno pomiar OD
przy dtugosci fali 260 nm i na tej podstawie ktérego wyznaczono objetosé roztworu zawierajacego 6 OD
oligomeru. Roztwdr umieszczono w naczyniu z gwintowana nakretka i ogrzewano przez 4 godziny
w temperaturze 90°C. Co godzine pobierano z mieszaniny probke, ktéra zawierata okoto 1 OD oligomeru,
po ochtodzeniu (suchy 16d) kazda z nich poddano analizie za pomoca zestawu HPLC wyposazonego
w detektor DAD (diodowy w zakresie 220—700 nm) oraz detektor FLD (Aabs. = 370 nm, Xem = 476 nm),
stosujgc kolumne Synergy Fusion — RP 80 A (wraz z prekolumng firmy Phenomenex), o wymiarach
150 x 4,6 mm, stosujac metode gradientowa: bufor A (0,01 M octan trietyloamoniowy)/ bufor B (0,01 M
octan trietyloamoniowy w 40% acetonitrylu), szybko$¢ przeptywu 1 ml/min, czas trwania analizy 30 min.
Wyniki analiz usuwania barwnika przedstawiono na chromatogramach RPHPLC.

| tak:

e na figurze 5 przedstawiono chromatogramy oligomeru nieogrzewanego oraz ogrzewanego
przez 2 i 4 godziny, zarejestrowane z wykorzystaniem detektora DAD,

e na figurze 6 przedstawiono chromatogramy oligomeru nieogrzewanego oraz ogrzewanego
przez 2 i 4 godziny, zarejestrowane z wykorzystaniem detektora fluorescencyjnego przy
wzbudzeniu 370 i emisji 480.

Tabela 1

Czas retencji poszczegolnych zwiazkéw na kolumnie Synergy Fusion — RP 80 A podczas analizy
z uzyciem zestawu HPLC wykonanej w powyzej opisanych warunkach dla analizowanych zwigzkéw

rodzaj substancji

Czas retencji [min|

Znakowany oligonukleotyd 14,49
Oligonukleotyd bez barwnika 12,57
Cykliczna forma barwnika 22.,64-24.52

Zastrzezenia patentowe

1. Znaczniki fluorescencyjne na bazie prekursoréw o wzorach ogéinych 1, 2 lub 3

O
AN )
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A
\ Ry
/F’—N\R
A 7
A\ R7
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D
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w ktorych A oznacza grupe o wzorze ogdéinym 4 lub 5

Rs

® m e
A % N._N
Re™ R; | N {CHZ O
n
Z R3
Ra 4
SN Ri R,
AP N. N
R | ~ {CH O~
n
P4 Ra
Ra (5)

w ktérych:

n przyjmuje warto$¢ 1 lub 2,

~w” oznacza wiazanie pomiedzy tlenem grupy A a atomem wegla prekursora o wzorze

ogolnym 1 lub tlenem grupy A a atomem fosforu prekursora o wzorze ogdlnym 2 lub 3,

R1 oznacza:

o woddr, metyl, grupe aminowa, grupe karbonylowa, naftyl, naftylometyl, fenyl, benzyl,
chinolinometyl,

o benzyl podstawiony jednym lub kilkoma takimi samymi lub réznymi podstawnikami:
chlorem, fluorem, metylem,

o nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomoéw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od
2 do 8 atomow wegla oraz jedno wigzanie podwdjne, nasycony alkil zawierajacy od 2
do 8 atomdéw wegla podstawiony fenylem, grupa aminowa, grupa hydroksylowa lub
réwnoczesnie fenylem i grupa hydroksylowa lub fenylem i grupa aminowa,

Rz oznacza: wododr, metyl, benzyl, fenyl, naftyl, nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 ato-

moéw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomdéw wegla oraz jedno wigzanie

podwdjne,

R3 sa takie same lub rézne i oznaczajg woddr, metyl, nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8

atomow wegla, nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomow wegla oraz jedno wigzanie

podwdjne, grupe aminowa, grupe nitrowa, grupe azydkowa, grupe o wzorze ogolnym 6

ﬁlé -N :
N

(6)
R4 oznacza azot,

Rs i Re sa takie same lub rézne i oznaczajg wodor, metyl, benzyl, fenyl, naftyl, halogen (F,
Cl, Br, 1), hydroksyl, grupe aminowa, grupe nitrowa, grupe karboksylowa, nasycony alkil
zawierajacy 2 do 8 atomdw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomdw wegla
oraz jedno wigzanie podwojne, nienasycony alkil zawierajacy 2 do 8 atomoéw wegla oraz
jedno wiazanie podwodjne podstawiony fenylem,

Rz oznacza izo-propyl.

. Sposéb znakowania nukleozyddéw, nukleotyddw lub oligonukleotyddw barwnikami fluorescen-
cyjnymi znamienny tym, ze do nukleozydow, nukleotyddw lub oligonukleotyddw przytacza sie
prekursory o wzorach ogélnych 1, 2 lub 3

(1)
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A
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w ktorych A oznacza grupe o wzorze 4 lub 5

R
5 | A ||q1 R,
A~_N__N
RG R4 | ~ iCHz OM
> n
Rs
Rs 4
X R R,
A~ _N.__N
Ra | Y [cHf "o~
n
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Rs (5)

w ktérych:

n przyjmuje warto$¢ 1 lub 2,

~wv” 0znacza wiazanie pomiedzy tienem grupy A a atomem wegla prekursora o wzorze

ogolnym 1 lub tlenem grupy A a atomem fosforem prekursora o wzorze ogdélnym 2 lub 3,

R1 oznacza:

o woddr, metyl, grupe aminowa, grupe karbonylowa, naftyl, naftylometyl, fenyl, benzyl,
chinolinometyl,

o benzyl podstawiony jednym lub kilkoma takimi samymi lub réznymi podstawnikami:
chlorem, fluorem, metylem,

o nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomoéw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od
2 do 8 atomow wegla oraz jedno wigzanie podwdjne, nasycony alkil zawierajacy od 2
do 8 atomdéw wegla podstawiony fenylem, grupa aminowa, grupa hydroksylowa lub
réwnoczesnie fenylem i grupa hydroksylowa lub fenylem i grupa aminowa,

Rz oznacza: wodor, metyl, benzyl, fenyl, naftyl, nasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 ato-

moéw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomdw wegla oraz jedno wigzanie

podwdjne,

Rs sg takie same lub rézne i oznaczajg woddr, metyl, nasycony alkil zawierajacy od 2

do 8 atomdéw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atoméw wegla oraz jedno

wiazanie podwdjne, grupe aminowa, grupe nitrowa, grupe azydkowa, grupe o wzorze

ogolnym 6
N
ey -
R4 oznacza azot,
Rs i Re sa takie same lub rézne i oznaczajg wodor, metyl, benzyl, fenyl, naftyl, halogen (F,

Cl, Br, 1), hydroksyl, grupe aminowa, grupe nitrowa, grupe karboksylowa, nasycony alkil
zawierajacy 2 do 8 atomdw wegla, nienasycony alkil zawierajacy od 2 do 8 atomow wegla

(6)
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oraz jedno wigzanie podwdjne, nienasycony alkil zawierajacy 2 do 8 atomdéw wegla oraz
jedno wiazanie podwdjne podstawiony fenylem,
— Rz oznacza izo-propyl,
przy czym w celu przytaczenia tych znacznikdw w pierwszy etapie zwiazki o wzorach ogél-
nych 7 lub 8

RS | RS Flh RQ
NP N N
Re~ R: | = j[CHg})\OH
/ n
Ra
Re (7)
X F|{1 Ra
A N N
R4 | N J[(;Hi/kor-i
n
P4 Ra
Ra (8)

w ktérych n, R1, Rz, Rs, R4, Rs i Re maja wyzej podane znaczenie, poddaje sie reakcji che-
micznej z karbodiimidazolem lub z (2-cyjanoctylo)-N,N,N’,N-bis(diizopropyloamido)fosfory-
nem lub z N,N,N’,N -tetraizopropylodiamidochlorofosforynem, a nastepnie uzyskany prekursor
poddaje sie reakcji z wolna pierwszorzedowa grupa hydroksylowa lub aminowa nukleozydu,
nukleotydu lub oligonukleotydu.

. Sposodb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze w pierwszym etapie przeprowadza sie reakcje
pomiedzy zwiazkiem 7 lub 8 a karbodiimidazolem w bezwodnym polarnym aprotycznym roz-
puszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu lub tetrahydrofuranie w atmosferze gazu
obojetnego, korzystnie argonu, przy czym reakcje prowadzi sie w temperaturze nie wyzszej
niz 30°C.

. Sposéb wedtug zastrz. 3 znamienny tym, Zze stosunek molowy zwigzku o wzorze ogdélnym 7
lub 8 do karbodimidazolu wynosi w przedziale od 1:1 do 1:1,5, korzystnie w stosunku molo-
wym 1:1,3.

. Sposdéb wedtug zastrz. 2 albo 3, albo 4 znamienny tym, Zze po zakorczeniu pierwszego etapu
do mieszany reakcyjnej dodaje sie nukleozyd, nukleotyd lub oligonukleotyd w stosunku molo-
wym w przedziale od 1:1 do 1:2, korzystnie w stosunku 1:1,5 molowym do zwiazku o wzorze
ogolnym 1, przy czym reakcje prowadzi sie z dodatkiem nienukleofilowej zasady organicznej
z grupy imin, pochodnych guanidyny, korzystnie tetrametyloguanidyny w stosunku molowym
do nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu w przedziale od 0,3:1 do 7,8 : 1 mola, korzyst-
nie 3,5:1 mola, w temperaturze nie wyzszej niz 30°C.

. Sposéb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze w przypadku prekursoréw o wzorze ogéinym 2,
w pierwszym etapie przeprowadza sie reakcje pomiedzy zwigzkiem 7 lub 8 a N,N,N’,N-tetra-
izopropylodiamidochlorofosforynem w bezwodnym aprotycznym rozpuszczalniku organicz-
nym, korzystnie acetonitrylu lub chlorku metylenu, w atmosferze gazu obojetnego, korzystnie
argonu w obecnos$ci bezwodnej trzeciorzedowej aminy alifatycznej, korzystnie diizopropyloe-
tyloaminy, przy czym reakcje prowadzi sie w temperaturze nie wyzszej niz 30°C.

. Sposéb wedtug zastrz. 6 znamienny tym, ze N,N,N’,N-tetraizopropylodiamidochlorofosfory-
nem stosuje sie w stosunku molowym od 0,8 :1 do 1,1 :1, korzystnie w stosunku molowym
1:1 do zwigzku o wzorze ogdélnym 7 lub 8.

. Sposoéb wedtug zastrz. 6 lub 7 znamienny tym, Zze po zaniku substratu, w drugim etapie do-
daje sie taka sama ilos¢ barwnika fluorescencyjnego wedtug wzoru 7 lub 8, jaka dodano
w pierwszym etapie, oraz pochodng 1-H-tetrazolu, korzystnie 5-benzylo-mercaptotetrazol
w stosunku molowym do barwnika fluorescencyjnego o wzorze ogéinym 7 lub 8 dodanego
w drugim etapie reakcji od 0,2 :1 do 0,8:1, korzystnie w stosunku molowym 0,5 :1.

. Sposéb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze w przypadku prekursoréw o wzorze ogéinym 3,
w pierwszym etapie przeprowadza sie reakcje pomiedzy zwigzkiem o wzorze ogdélnym 7 lub 8
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a (2-cyjanoetylo)-N,N,N’ N -bis(diizopropylodiamido)fosforynem w bezwodnym aprotycznym
rozpuszczalniku organicznym, korzystnie acetonitrylu lub chlorku metylenu, w atmosferze
gazu obojetnego, korzystnie argonu, przy czym reakcje prowadzi sie w temperaturze nie wyz-
szej niz 30°C.

Sposéb wedtug zastrz. 8 znamienny tym, ze (2-cyjanoetylo)-N,N,N’,N-bis(diizopropylodia-
mido)fosforynu stosuje sie w stosunku molowym do zastosowanego barwnika fluorescencyj-
nego o wzorze ogolnym 7 lub 8 w przedziale od 0,8 :1 do 1,1 :1, korzystnie 1:1.

Sposoéb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, Zze przeprowadza sie reakcje pomiedzy prekursorem
o wzorze ogdlnym 2 a nukleozydem lub nukleotydem, lub oligonukleotydem posiadajacym wolna
grupe hydroksylowa lub aminowa, w bezwodnym aprotycznym rozpuszczalniku organicznym,
korzystnie acetonitrylu, chlorku metylenu lub toluenie w obecnosci pochodnej 1-H-tetrazolu,
korzystnie 5-benzylo-merkaptotetrazolu w stosunku molowym nie mniejszym niz 1 :1 do pre-
kursora o wzorze ogélnym 2, a nastepnie po zakonczeniu reakcji przytaczenia prekursora
0 wzorze ogolnym 2 do grupy hydroksylowej nukleozydu, nukleotydu lub oligonukleotydu prze-
prowadza sie reakcje utleniania atomoéw fosforu z Il do V stopnia utlenienia za pomoca czyn-
nika utleniajacego, korzystnie roztworu jodu w uwodnionej pirydynie.

Sposéb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze proporcja molowa mieszaniny amidofosforynu
z pochodng 1-H-tetrazolu, korzystnie 5-benzylo-merkaptotetrazolu, w stosunku do nukleo-
zydu, nukleotydu lub oligonukleotydu dla reakcji prowadzonych w fazie ciektej wynosi odpo-
wiednio 2:1.
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