
C H A P T E R  II

EXPERIMENT

2.1. Chemicals

H P L C  g ra d e  s o lv e n t  w a s  u s e d  in  a l l  t h e  e x p e r im e n t s  u n le s s  s p e c if ie d  o th e rw is e .  

W a te r  w a s  o b t a in e d  f r o m  M e r c k  in  T h a i la n d  a n d  a c e t o n it r i le  w a s  o b t a in e d  f r o m  

M e r c k  (T h a ila n d ) . T h e  P N A  a n d  D N A  w e re  p re p a re d  b y  M rs . C h o t im a  V i la iv a n .  A l l  

a c p c P N A s  w e re  s y n th e s iz e d  b y  F m o c - s o l id  p h a s e  p e p t id e  s y n th e s is  p r o to c o l .

2.2. Purification and Cleavage of PNA Oligomers

T h e  P N A  w a s  s y n th e s iz e d  b y  F m o c - s o l id  p h a s e  p e p t id e  s y n th e s is  a n d  c le a v e d  

f r o m  t h e  re s in  b y  t r i f lu o r o a c e t ic  a c id  c o n ta in in g  10%  t r i is o p r o p y ls i la n e  a s  p r e v io u s ly  

d e s c r ib e d  [44], H P L C  e x p e r im e n t s  w e r e  c a r r ie d  o u t  o n  a W a te r  D e lta  6 0 0 T M  s y s te m  

e q u ip p e d  w ith  g ra d ie n t  p u m p  a n d  a W a te r  9 9 6 T M  p h o t o d io d e  a r ra y  d e t e c t o r .  T h e  

H P L C  p u r if ic a t io n  a n d  a n a ly s is  w e r e  p e r fo rm e d  in  a r e v e rs e  p h a s e  m o d e ,  e lu t in g  w ith  

a g ra d ie n t  s y s te m  o f  0 .1%  t r i f lu o r o a c e t ic  a c id  in  m e t h a n o l  a n d  M i l l iQ  w a te r .  T h e  

g ra d ie n t  s y s te m  c o n s is t e d  o f  t w o  s o lu t io n  s y s te m s  t h a t  a re  s o lv e n t  A  (0 .1%  

t r i f lu o r o a c e t ic  a c id  in  M i l l iQ  w a te r )  a n d  s o lv e n t  B (0 .1%  t r i f lu o r o a c e t ic  a c id  in  

m e th a n o l) .  T h e  g ra d ie n t  s ta r te d  f r o m  A: B a t  90 :10  fo r  t h e  f irs t  5 m in  a n d  t h e n  

in c re a s e d  l in e a r ly  t o  10 :90  o v e r  6 0  m in . T h e  p e a k s  w e r e  m o n i t o r e d  b y  uv 
a b s o rb a n c e  a t  2 6 0  n m . T h e  c o m b in e d  H P L C  f r a c t io n s  w e r e  f r e e z e - d r ie d  a n d  re ­

d is s o lv e d  in  w a te r  t o  p re p a re  P N A  s t o c k  s o lu t io n s .

2.3. Characterization of acpcPNA by ESI-MS Analysis

A l l  a c p c P N A  o l ig o m e r s  w e r e  c h a r a c te r iz e d  b y  E le c t r o s p r a y  io n iz a t io n  m a s s  

s p e c t r o m e t r y  (ES I-M S , m o d e l  m ic rO T O F -Q  II). A l l  s a m p le s  w e r e  p r e p a r e d  in 

w a te r / a c e t o n it r i le  a t  a  ra t io  o f  9 0 :1 0  a n d  r e c o rd e d  in  a  p o s it iv e  io n  m o d e .  T h e  

o b s e r v e d  m a s s e s  w e r e  t h e  e x a c t  m a s s .

2.4. Experimental Conditions to Observe PNA-DNA Duplexes

เท th is  e x p e r im e n t  t h e  m o b i le  p h a s e  c o n d it io n  w a s  s t u d ie d  b y  u s in g  w a te r  a n d  

a c e t o n it r i le  in  d if f e r e n t  ra t io s  s u c h  a s  t h e  w a te r :  a c e t o n it r i le  in  t h e  r a t io  o f  60 :40 , 

70 :30 , 80 :20 , a n d  9 0 :1 0  a t 180  ๐c .  T h e  e x p e r im e n t a l  p r o c e d u r e  is t o  s e le c t  t h e  P N A
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(T9), w h ic h  is t h e  P N A  s a m p le  t o  t e s t  t h e  c o n d it io n  t o  o b s e r v e  t h e  s o lv e n t  m ix tu re  

a n d  s e le c t  a p o s it iv e  m o d e  t o  g e n e ra te  io n s . T h e  d a ta  w e r e  c o m p a r e d  b y  c o n s id e r in g  

t h e  in te n s ity  o f  t h e  s p e c t r u m  t o  s e le c t  t h e  b e s t  s o lv e n t  m ix tu r e  c o n d it io n .

2.5. Analyses of Mass Spectra of PNA-DNA Duplexes

A l l  P N A -D N A  c o m p le x e s  w e r e  c h a r a c te r iz e d  b y  ESI m a s s  s p e c t r o m e t r y .  A l l  

s a m p le s  w e r e  p r e p a r e d  in  o p t im iz e d  m ix tu r e  s o lv e n t  b y  s t o c k  P N A  a n d  D N A  s o lu t io n .  

P r e p a ra t io n  o f  t h e  f in a l  c o n c e n t r a t io n  o f  P N A -D N A  c o m p le x e s  = 10  p M  a f te r  a d ju s t in g  

t h e  v o lu m e  t o  1 0 0  p L  w ith  w a te r :  a c e t r o n it r i le  (H P LC  g ra d e ). T h e  s a m p le  m a s s  

s p e c t r a  w e re  p e r f o r m e d  o n  M ic r o t o f  c o n t r o l  ES I-M S  (B ru k e r  D a lto n ic s ) .  T h e  d a ta  w a s  

r e c o rd e d  in  a  n e g a t iv e  io n  m o d e .

2.6. Studies of Noncovalent Interaction in PNA-DNA Duplexes

เท t h e  e x p e r im e n t  w e  u s e d  t h e  c o l l is io n  in d u c e d  d is s o c ia t io n  (CID) t e c h n iq u e  t o  

s t u d y  t h e  n o n c o v a le n t  in te r a c t io n  o f  P N A -D N A  c o m p le x e s .  A f te r  t h e  in c re a s e  in  

e n e rg y  in to  a c o l l is io n  c e l l ,  t h e  e n e rg y  is c a lc u la t e d  a c c o rd in g  t o  t h e  e q u a t io n  b e lo w  

[31].

Ec m  = ELA Btm /fm g+ m p)]

Ecm  = c e n t r e - o f -m a s s  c o l l is io n  e n e rg y

ElAB = Z e V  (z  = n u m b e r  o f  c h a rg e )  = io n  k in e t ic  e n e rg y  in  t h e  

la b o r a to r y  f r a m e

ทา5 = m a s s  o f  t h e  s t a t io n a r y  ta rg e t  gas 

ir ip  = m a s s  o f  p r o je c t i le  io n )

F a c to r s  in f lu e n c in g  t h e  s t a b i l i t y  o f  P N A -D N A  c o m p le x e s  w e r e  s tu d ie d .  T h e  

e x p e r im e n t a l  r e s u lt s  o b t a in e d  b y  ES I-M S  (Ecm  v a lu e )  w e re  c o m p a r e d  w ith  t h e  r e s u lt s  

o f  U V -v is  s p e c t r o s c o p y  (M e lt in g  t e m p e ra tu r e ;  T m).
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