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Abstrakt

Separace biologicky vyznamnych latek zahrnujici proteiny, peptidy a nukleové
kyseliny se v poslednich letech staly vyznamnou oblasti aplikaci pro rizné mody
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Jednou z nich je preparativni separace s cilem
izolace Cistych produkti syntézy oligonukleotidli. Tyto maji v oblasti soucasné védecké
1 komerc¢ni sféry zcela zasadni vyznam. Hraji nezastupitelnou roli v podobé kratkych
sekvenci (primer ¢i sond) pro celou fadu molekularnich metod zahrnujicich
polymerazovou fetézovou reakci (PCR), DNA sekvenovani, detekci patogenti pomoci
specifické hybridizace a podobné. Piiprava dokonale ptfesnych a ¢istych oligonukleotida
byva Casto zcela zdsadni pro UspéSnost téchto metod, proto velmi zdlezi na Uc¢innosti
izolace cilové sekvence od neuplnych produkti syntézy ¢i dalSich nechténych piimési.
Soucasné postupy zahrnuji mimo jiné i preparativni chromatografii, av§ak neziidka kdy
mivaji standardné pouzivané postupy nedostate¢né rozliseni.

Koncept recyklacni chromatografie, kdy jsou analyty po vystupu z kolony
navraceny zpét pro opakovany prichod kolonou, a tim je zlepSeno jejich rozliSeni, je
znadm od 60 let. V posledni dobé byl vSak predstaven zcela novy koncept, tzv. systému
Repetto, kdy jsou segmenty separované smési sekvencéné vraceny zpét na kolonu
bez nutnosti prichodu pumpou snizujici G¢innost separace a s moznosti detekce mezi
cykly, kdy na detektor neplisobi vysoky zpétny tlak (jako napf. pfi alternativni metodé
tzv. ptehazovani mezi dvéma kolonami).

Hlavnim cilem pifedlozené prace byla optimalizace podminek pro separaci smési
oligonukleotidu lisicich se délkou sekvence ¢i obsahem vysoko-tajicich G a C bazi a
nasledné prokazani vyrazného zlepSeni rozliSeni jejich separace pomoci vyse
zminéného pfistupu recyklaéni chromatografie. V prvni fdzi byly optimalizovany
podminky iontové parové chromatografie v isokratickém rezimu vcetné novych
experimentalné odhalenych zasad zajisténi reprodukovatelnost elucnich ¢ast a potlaceni
rozmyti pikd. Ve druhé fazi byl demonstrovan piinos recyklace u separace smési
ruznych typl oligonukleotidi, zahrnujicich typy dle délky nebo pomérného zastoupeni
guaninu a cytosinu v sekvenci definujici teplotu tani. Vysledky prace prokazaly
vyuzitelnost zvoleného recykla¢niho principu. Podafilo se dosahnout excelentniho

rozliSeni pro oddéleni cilovych pikli od nekompletnich vedlejSich produktt syntézy ¢i



necistot. Ziskané¢ postupy jsou v soucasné dob¢ implementovany v produkénim

prostiedi vyznamného doméciho producenta syntetickych oligonukleotidu.

Kli¢ova slova: oligonukleotidy, iontové parova chromatografie, HPLC, Repetto,

recyklace, TEAA



Abstract

Separation of biologically important substances such as proteins, peptides and
nucleic acids, has become an important area of application for various modes of
high-performance liquid chromatography in recent years. One of those applications is
preparative chromatography for isolation of pure oligonucleotide synthesis products.
Oligonucleotides are of fundamental importance in the field of contemporary scientific
and commercial spheres. They play and irreplaceable role in the form of short sequences
(primers or probes) for a variety of molecular methods including polymerase chain
reaction (PCR), DNA sequencing, detection of pathogens by specific hybridization etc.
The preparation of perfectly defined and pure oligonucleotides is often crucial for the
success of these methods, so the efficiency of isolating the target sequence from
incomplete synthesis products or other unwanted impurities is very important. Current
procedures do not have sufficient enough resolution.

The concept of recycling chromatography, where the analytes are returned to the
column for repeated passage after leaving the column and thus their resolution is
improved, has been known since the 1960s. Recently, however, a completely new
concept was introduced, the so-called Repetto system, where segments of the separated
mixture are sequentially returned to the column without the need to pass a pump, which
would reduce the separation efficiency, and with the possibility of detection between
cycles, so the detector is not exposed to high back pressure (such as an alternative
method called twin column recycling).

The main goal of this thesis was to optimize the conditions for separation of
a mixture of oligonucleotides differing in sequence length or content of high-melting G
and C bases and subsequent demonstration of significant improvement in resolution of
their separation using the above-mentioned recycling chromatography approach. In the
first phase, the conditions of ion-pair chromatography in the isocratic mode were
optimized, including new experimentally revealed principles ensuring the
reproducibility of elution times and suppression of peak broadening. In the second
phase, the benefits of recycling in the separation of mixtures of different types of
oligonucleotides, including types with different lengths or relative proportion of guanine
and cytosine in the sequence defining the melting temperature, was demonstrated. The

results of the thesis proved the applicability of the chosen recycling principle. Excellent



resolution was achieved to separate the target peaks from incomplete synthesis by-
products or impurities. The obtained procedures are currently implemented in the

production environment of a major domestic producer of synthetic oligonucleotides.

Keywords: oligonucleotides, ion-pair chromatography, HPLC, Repetto, recycling,
TEAA
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Seznam zkratek a symbolu

°C — stupen Celsia, jednotka teploty

ul — mikrolitr, jednotka objemu

um — mikrometr, jednotka délky

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity, nemoc

aRNA — antisense RNA, RNA komplementarni k uritému fetézci mRNA
¢ — molarni koncentrace, mol/dm?

C18 — oktadekan

CPG — nosi¢ z porézniho skla

DMT — dimethyltryptamin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, vladni agentura Spojenych statt americkych
g — gram, jednotka hmotnosti

H' - vodikovy kation

HFIP — hexafluoroisopropanol

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

Hz — hertz, jednotka frekvence

IE-HPLC — iontové vyménna vysokoucinna kapalinova chromatografie
IP-HPLC — iontov¢ parova vysokoucinna kapalinova chromatografie
mmol/dm?® — milimol/litr, jednotka molarni koncentrace

mRNA — messenger RNA, piedpis pro translaci

MS — hmotnostni spektrometrie

nm — nanometr

PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PCR — polymerazova fetézova reakce

PDA — detektor s diodovym polem

pH — zéporny dekadicky logaritmus koncentrace kationtl vodiku

RNA — ribonukleova kyselina

RP-HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
t - retencni ¢as, [min]

UV — ultrafialové zafeni
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Uvod

Predkladana diplomova prace je zaméfena na analyzu vybranych oligonukleotidii
v moédu iontové parové kapalinové chromatografie a nasledné vylepSeni separace
s vyuzitim nového konceptu recykla¢ni chromatografie, pfi kterém jsou analyty
s pomoci dedikovaného systému piepinacich ventilii navraceny na separacni kolonu za
Gcelem jejich opakované chromatografické separace. Uvodni ¢ast prace se zabyva
studiem mechanismu separace a naslednym vyvojem metodiky a optimalizaci parametra
ovlivityjicich kvalitu separace a zajiSténi robustnosti ve smyslu reprodukovatelnosti.
Druha ¢ast predstavuje vyvoj HPLC systému zahrnujiciho ptistrojovou ¢ést a testovani

recyklaéniho modulu. Soucasti je 1 vyhodnoceni irovné vylepSeni separace (rozliSent).
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Oligonukleotidy

1.1.1 Chemicka struktura

V chemii a biochemii je oligomerem nazyvéana takova molekula, kterd je sloZena
z n€kolika podobnych anebo identickych opakujicich se jednotek, monomerti. Slovo
oligomer pochazi zteckého ,oligo-“, nckolik ¢i par, a ,-mer®, cast. Polymer
v porovnani s oligomerem chdpeme jako spojeni tisicii nebo 1 milionli monomert, ale
7adna presné definovana hranice mezi témito pojmy urcena neni. Biologicky vyznamné
oligomery jsou napfiklad oligopeptidy, tvofené monomery aminokyselin,
oligosacharidy, tvofené monosacharidy, a kratké jednovlaknové fragmenty nukleovych
kyselin — oligonukleotidy [1,2].

Zakladnimi jednotkami (neboli monomery) oligonukleotidi jsou nukleotidy.
Nukleotidy se skladaji z baze, monosacharidu a zbytku kyseliny fosfore¢né — fosfatu.
Nukleotidové béaze jsou aromatickymi heterocykly odvozenymi od purinu nebo
pyrimidinu. Rozeznavdme pét zdkladnich bézi. Pyrimidinové baze cytosin, thymin
(vyskytujici se v DNA), uracil (vyskytujici se v RNA) a purinové baze adenin a guanin.
U vyssich forem organismt se v DNA muzeme také setkat s methylovanym cytosinem,

jehoz funkci je branit nezddouci transkripci [3,4,5].
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Obr. 1 Struktura oligonukleotidu. Pfevzato a upraveno z [6].

Spojeni  nukleobdze s monosacharidlem  nazyvame  nukleosid.  Timto
monosacharidem mize byt bud’ ribosa (v RNA) nebo 2 - deoxyribosa (v DNA). Baze a
monosacharid jsou navzajem spojeny N - glykosidickou vazbou [3].

Jednotlivé nukleotidy se na sebe vazi pomoci fosfatového zbytku a — OH skupiny
na uhliku 3 v monosacharidu. Vznikd tim mezi nimi fosfodiesterova vazba. Timto
fetézenim pak vznikaji oligonukleotidy a polynukleotidy (Obr. 1). Jejich sekvence se
zapisuje jednopismennymi zkratkami bazi ve sméru od 5° konce k 3 konci [3].

Podle poctu nukleotidl, respektive poctu bazi, oligonukleotidy oznacujeme
pfiponou ,,mer*“. Oligonukleotid o délce 26 bazi tedy ponese oznaceni 26—mer [2].
Ptestoze kratké fragmenty DNA a RNA maji v buiikach velky vyznam, oligonukleotidy
se jako samostatné molekuly pfirozené v zivych systémech nevyskytuji, jejich ptivod je

tedy vzdy synteticky.
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1.1.2  VyuZziti syntetickych oligonukleotidu v praxi

Syntetické oligonukleotidy se staly zakladnim kamenem pro molekularni biologii,
syntetickou biologii a biotechnologie. Maji zdsadni vyznam v roli primerd nebo sond
pro polymerazovou fetézovou reakci neboli PCR a DNA sekvenovani. Tyto metody
maji mnoho uplatnéni, patii mezi n¢ napiiklad detekce patogenii, vySetiovani syndromu
¢1 predispozic v 1ékarské genetice ¢i DNA fingerprinting ve forenzni analyze [7].

Dalsi vyuziti nachazi oligonukleotidy ve vyvoji novych 1é¢iv, v podobé takzvané
aRNA (antisense RNA), ktera je komplementarni k mRNA. Antisense oligonukleotidy
dokazi zabranit mRNA v translaci, coZ ma potencial pti 1é€bé riznych nemoci. Nékterd
léciva tohoto typu byla jiz schvéalena organizaci FDA (U.S. Food and Drug
Administration) s oficidlnimi protokoly k terapiim. Schvélend 1éCiva obsahujici
antisense oligonukleotidy se vyuzivaji naptiklad k1é¢bé Battenovy choroby,
cytomegalovirové retinitidy, Duchennovy svalové dystrofie nebo familiarni
hypercholesterolemie. N&které terapie jsou stale ve vyvoji, ale je tu urcita Sance, ze by
se antisense oligonukleotidy daly vyuZzit i pfi 1écbé nemoci jako je rakovina, AIDS,

Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba a mnoho dal$ich [8, 9, 10].

1.2 Syntéza, purifikace a separace oligonukleotidii

1.2.1 Moderni postupy syntézy oligonukleotidi

Pro syntézu oligonukleotidi bylo zédsadni objeveni technologie syntézy
s fosforamidity v roce 1983, diky které bylo moZné sériové vyrabét oligonukleotidy
s dostate¢nymi vynosy reakci [11, 14].

Tato technologie vyuziva fosforamiditové monomery. Jedné se o nukleotidy, které
maji na své reaktivni skupiny (aminové, hydroxylové a fosfatové) navazané chranici
skupiny znemoZiujici nechténé postranni reakce. Vazba nukleotidii na pevny nosi¢ je na
uhliku 3 monosacharidu a syntéza probiha ve sméru 3‘— 5°. Pevnym nosi¢em byva
obvykle porézni sklo (CPG neboli controlled pore glassbead) [10, 12, 15].

Na konci syntézy ziskdme oligonukleotid, ktery je 3 koncem navazany na CPG
nosic a jeho 5¢ konec je chranén tritylovou skupinou [12, 15].

Vysledny produkt je nasledné odpojen od CPG nosi¢e piidanim hydroxidu

amonného pii vysoké teploté [11,15].
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Ve vysledném produktu vySe uvedené syntézy je obsazena fada reakcnich
komponent ¢i produktii. Tyto pifimési mohou negativné ovlivnit pruibéh PCR reakce, ve
které je oligonukleotid pouzit, napiiklad zplsobit inhibici DNA polymerazy, ¢i zménit
teploty nasednuti nebo annealingu. Navic mlze zde byt i pfitomnost nékterych
oligonukleotidli s chybovou sekvenci. Chybovou sekvenci rozumime takovou sekvenci
oligonukleotidli, ktera neobsahuje tiseky pozadované baze ve spravném potadi nebo se
lisi od pozadované délky fetézce o jednu piebyvajici ¢i chybéjici bazi. Pro zajisténi
maximalni spolehlivosti je tak témét vzdy potieba produkty syntézy piecistit [16, 17, 18].

Vysoka mira purifikace se piedpokladd obzvlast u delSich oligonukleotidd,
urcenych pro klonovani nebo hybridizaci, a dale u oligonukleotidii modifikovanych, které

nesou naptiklad nestandardni baze nebo fluorescencni barviva [11, 13, 19].
1.2.2 Odsoleni

Zakladni technikou purifikace oligonukleotidl je odsoleni a provadi se nejcastéji
metodou SPE extrakce (extrakci na pevné fazi). Odsoleni zbavuje smés malych molekul
necistot, které vznikly pfi odstraiiovani chranicich skupin z fosfodiesterové patete.
Protoze jsou odebrany pouze soli, nikoliv chybné sekvence oligonukleotidii, neni u SPE
mozné garantovat miru cCistoty preparatu, a proto si vétSina komercnich vyrobct za
odsolovani netctuje Zadné piiplatky a jsou v cené zakoupenych vyrobka [16, 20, 21].

SPE kolonky funguji na principu reverzni faze. Sekvence produktu jsou zadrZeny
na stacionarni fazi a ty nezadouci jsou mobilni fazi odplaveny. Oligonukleotidy znacené
nekterymi barvivy (WellRED, Cyanine a jiné) jsou s touto metodou kompatibilni diky
hydrofobnim vlastnostem pfipojené fluorescencni znacky. S rostouci délkou
oligonukleotidl se zvySuje podil nezddoucich kratkych sekvenci obsahujicich 5°- DMT
(dimethyltriptaminovou) skupinu. Diky navdzanému DMT nemohou byt oddéleny od
spravnych sekvenci, a proto je pro delsi oligonukleotidy purifikace pomoci SPE
nevhodna [16, 20, 21].

Nejvice rozsifenymi metodami purifikace a separace oligonukleotidi jsou v dnesni
dobé hlavné elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) a rtzné druhy
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) [11, 17, 22, 23].
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1.2.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Obecné se da o separaci pomoci PAGE fici, ze rozdéluje oligonukleotidy podle
jejich délky, tim padem je mozné oddélit spravné sekvence od téch nezadoucich,
kratkych. Relativni pohyblivost oligonukleotidii skrz polyakrylamidovy gel je urcena
velikosti poért gelu a velikosti molekul oligonukleotidu. Velikost pért je fizena
koncentraci akrylamidu a objemovym pomérem akrylamidu a bisakrylamidu pfi tvorbé
gelu. Rychlost migrace oligonukleotidii gelem ovliviiuje fada dalSich dtlezitych faktord,
jako je konformace oligonukleotidl, koncentrace soli v pufru nebo gradient napéti. PAGE
je vhodnd zejména pro separaci dlouhych oligonukleotidii (nad 50 bazi), kde dosahuje
spolehlivych vysledkii a vysokych vynost. Nedostatky této metody jsou naptiklad
nevhodnost pro modifikované oligonukleotidy, nizky vytézek cilovych oligonukleotidu
z diivodu nutnosti vzorky dale extrahovat z gelu a také jeji pracnost a casova naro¢nost

[16, 17, 20, 23, 25].
1.2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Obdobn¢ jako v ptipadé gelové elektroforézy dosahuje piecisténi pomoci HPLC
kvalitativné vysSich vytézkd. Chromatografické metody se pro analyzu a purifikaci
oligonukleotidi zaCaly pouzivat kolem roku 1970. V poslednich letech se vyvoj
v instrumentaci a stacionarnich fazich velmi posunul a pro analyzu a purifikaci
oligonukleotidii se nyni pouzivd hned n¢kolik riiznych druhd HPLC. Patfi mezi né
iontova HPLC (téZ oznacovana jako iontové vyménna HPLC, IE-HPLC) nebo iontové

parova HPLC (IP-HPLC) [10, 17, 22, 27].
1.2.4.1 Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie je vhodna metoda k separaci nabitych molekul a
je velmi Casto vyuzivana k separaci a purifikaci oligonukleotidi o riznych velikostech,
tedy poctech nabojii. Obvyklymi stacionarnimi fazemi byvaji polymery tercidlnich nebo
kvartérnich amoniovych soli nebo silikagel, jako mobilni faze se pouZivaji gradienty
vodnych roztokil anorganickych soli. Oligonukleotidy jsou schopny tvofit sekundarni a
tercidlni struktury, dimery nebo agregaty, a proto je tieba ptidat do systému denaturacni

¢inidla zabrafujici jejich vzniku. Mezi takova cinidla patii napiiklad organicka
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rozpoustédla (ethanol, acetonitril), pufry s vysokym pH nebo zvySena teplota kolem
55°C. Upravu pH v8ak nelze pouzit pro purifikaci nebo separaci nékterych
modifikovanych oligonukleotidd z divodu jejich nestability v alkalickém pH.
Oligonukleotidy do 30 bazi lze separovat a purifikovat pomoci aniontové-vymeénné
chromatografie podle poctu nabitych fosfatovych skupin v monosacharid-fosfatovém
fetézci. Vysledek purifikace cilovych oligonukleotidii zdvisi na jejich délce a vyssi
Cistoty vysledného produktu dosahujeme na ukor vynosu. Jimané frakce cilovych

oligonukleotidi jsou po purifikaci odsolovany pomoci RP-HPLC [10, 17, 18, 26].

1.2.4.2 Tontové¢ parova chromatografie

Tato prace byla zaméfena na vyuziti nejéastéji pouzivané metody pro separaci
oligonukleotidi, kterou je iontoveé parova HPLC. Na rozdil od klasické HPLC na reverzni
faze, kterd vyuziva pfimé hydrofobni interakce s nepoldrni komponentou (bazi). lontové
parovd HPLC je zaméfena na vytvofeni nepolarni interagujici komponenty vykrytim
zapornych naboju nukleotidu. Do mobilni faze je v nizké koncentraci pfidan alkylovany
amin s uhlikovym fetézcem. Vysledkem je vyrazné snizeni polarity oligonukleotidu
vedouci ke zvySeni jeho hydrofobni interakce s reverzni fazi. lontové parové interakce
vtomto druhu HPLC jsou velmi komplexni. Retence a potadi oligonukleotidi pfi
separaci jsou fizeny nabojem oligonukleotidii, délkou alkylového fetézce v iontove-
parovém cCinidle a také podilem organického rozpoustédla v mobilni fazi. Reten¢ni Cas je
tim del$i, ¢im vice zapornych nabojh oligonukleotidu ma a ¢im delsi je alkylovy fetézec
¢inidla (v obou piipadech tim roste hydrofobnost iontového paru). Nejvétsi vliv na
optimalizaci rozliSeni a selektivity separace ma praveé slozeni mobilni faze. Jako iontové-

parova Cinidla se nejCastéji pouzivaji [18, 19, 22]:

e Triethylammonium acetat (TEAA),

e triethylamin (TEA) v kombinaci s hexafluoroisopropanolem (HFIP).

A ptipadné dalSi amoniové soli s navazanymi uhlovodikovymi fetézci.
Jednim z nejvice pouzivanych ¢inidel k separaci oligonukleotidl je TEAA, ktery se
pouziva typicky v koncentraci 100 mmol/dm? p¥i pH 7. Volba HFIP je vhodn4 predev§im

diky kompatibilité s MS detekci. Pi iontové parové HPLC se jako mobilni faze pouziva
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smes acetonitrilu (ACN) a vody, tak jako pii bézné RP-HPLC. Obsah organické slozky
vSak musi byt velmi nizky, nebot’ oligonukleotidy maji i v iontovém paru relativné
nizkou uroven hydrofobicity. I pfi malé zméné¢ zastoupeni organického modifikatoru
v mobilni fazi dochazi k prudkym zménam retence oligonukleotidt. Jako staciondrni faze
se v IP-HPLC pouziva klasicky silikagel s C18. Na Obr. 2 je schematicky znazornéna
interakce stacionarni faze, iontové parového Cinidla a oligonukleotidu [10, 17, 24, 28,

30].

stacionarni faze |J_.-H’\
_ 9]
\\_r’:ﬂ o bhaze
il o o
R,
D"i \0
}; 6_—_—_‘“| oligonukleotid
P
\O

| iontové—pérové&inidlol

Obr. 2 Schéma interakce oligonukleotidu, iontové parového Cinidla a stacionarni faze v iontové-parové HPLC na

reverzni fazi.

1.3 Koncept recykla¢ni chromatografie

Kapalinova chromatografie je vysokoucinna separa¢ni metoda zaloZend na fazové
separaci v dusledku dynamické rovnovahy mezi stacionarni fazi (sorbentem) a mobilni
fazi. Koncept recyklacni chromatografie je zalozen na opakovaném névratu analytl zpé&t
na pocatek separacni kolony, ¢imZ se dosahne virtudlniho prodlouzeni délky kolony a
zlepSeni separace. Tento koncept vychdzi zteorie chromatografické separace, kde je

hlavnim parametrem rozliSeni.
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1.3.1 Rozliseni v kapalinové chromatografii

Rozliseni chromatografické separace je parametr, ktery udava kvalitu separace.
Zahrnuje faktory rozdilu retence a rozmyti separovanych analyti. Nize (Rovnice 1) je
uvedeno schéma rovnice pro rozliSeni R, které je definovano ucinnosti, selektivitou a
retenci. Retence oznacuje dobu, jakou stravi zadrzovany analyt na kolon¢ a nepfimo
zavisi na elucni sile mobilni faze. Selektivita je schopnost metody d¢lit analyty na
zakladé riznych chemickych, fyzikalnich nebo biochemickych vlastnosti. Selektivitu 1ze
ovlivnit zejména vybérem stacionarni faze. Uinnost separace ma zasadni vliv na
rozmyvani pikt, a proto jde pfi recyklacni chromatografii o zdsadni parametr [29, 31, 37,

38].

w =7 () 5

Rovnice 1 Schéma rovnice pro rozliSeni a pocet teoretickych pater kolony. Prvni ¢len rovnice pro rozliSeni je
parametrem ucinnosti. Rs oznacuje rozliSeni, N je pocet teoretickych pater kolony, a znaci retenéni pomer a k znaci

kapacitni faktor. L znaci délku kolony, H vysku teoretického patra a d oznacuje velikost ¢astic.

Na zaklad€ uvedené rovnice je patrné, Ze u€innost separace je umérna délce kolony.
Pokud naptiklad prodlouzime kolonu na dvojnasobnou délku, pak se rozliSeni zlepsi o 40
%. Prodlouzeni délky kolony vSak vede k narGstu tlaku, jak je vyjadifeno v rovnici nize
(Rovnice 2). Pii obvyklych podminkdch HPLC, kdy bézné tlak dosahuje 80-150
atmosfér, je tak pouZiti vice nez dvou kolon v sérii za sebou nemyslitelné, nebot’ tlakovy

limit béznych komponent nepiesahuje 400 atmosfeér.

AP = nFL
N K°nr2d}

Rovnice 2 Rovnice protitlaku na koloné a jeho zavislost na délce kolony. AP je protitlak, # zna¢i viskozitu kapaliny,
F je pritok mobilni faze, L je délka kolony, K je specifickd permeabilita, 77 je polomér kolony a d,’ je primér

Gastic.
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1.3.2 Opakovany priichod jednou chromatografickou kolonou

Pro recykla¢ni chromatografii byly v prabéhu let vyvinuty rtzné ptistupy a
zapojeni. Zakladnim pfistupem, ktery byl vyuzivan od Sedesatych let, je n¢kolikanasobny
priachod analyti pifes jednu chromatografickou kolonu. Principem je pfesmérovani
eluyjicich analyth na pumpu a vraceni zpét na kolonu. Hlavni nevyhodou tohoto
jednoduchého pristupu je rozmyvani piki z divodu velkého mrtvého vnitiniho objemu
pumpy. Z tohoto diivodu je vyuzitelny predevsim v preparativnich aplikacich, kde je
prispévek mrtvého objemu pumpy maly [32, 38].

K vyfeSeni problému rozmyvani pikti vedl napad piepinani eluatu mezi dvéma
kolonami pomoci jednoho nebo dvou ventild, uvedeny v roce 1986. PiestoZe se nejedna o
recyklaci v pravém slova smyslu, jde o metodu pouzivanou k analytickym aplikacim a
jeji funkcnost byla ovéfena teoreticky i prakticky nékolika autory odbornych c¢lankd.
Autofi tuto metodu vyuzili napfiklad k odstraiovani malych necistot u 1é¢iv, separaci
protilatek nebo separaci enantiomerti. Alternace za pouziti dvou separacnich kolon ma
vSak zésadni nevyhodu vtom, Ze detektor je zapojen mezi kolonami, coz znamena
vysoky tlak [33-36, 39-41].

Problém tlaku na detektoru byl v nedavné dobé vyfeSen zcela novym pristupem.
Autofi Minarik M. a spol. pod ozna¢enim Repetto pfedstavili novy recyklacni princip,
kdy do systému zapojili dva komeréné dostupné ventily se 4 porty a 2 pozicemi, které
pfepinaji mezi uzavienou recykla¢ni smyckou a pumpou rozpoustédla umisténou mimo
smycku. Na rozdil od pfedchozich zapojeni zde neni detektor mezi kolonami, ale za

vystupem a detektor je v bezpec¢né €asti sytému mimo vysoky tlak [33].
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Zékladem myslenky recykla¢niho principu Repetto je tak relativné rychlé
synchronizované piepinani obou ventilli, které tvoii uzavienou smycku. Malé objemové
sekce na vystupu jsou nandSeny zpét na kolonu. Na Obr. 3 je zndzornéno schéma

zapojeni tohoto modulu [33].

I .:kapllara 1 ) k-apila'ra 1.- .

|:> <A . - odpad B
pumpa | kepilia2

kolona

. A Cw . odpad

pumpa kapllara 2

[ kolona |

Obr. 3 Schematické zapojeni recyklaéniho modulu Repetto. (A) Pozice 1. (B) Pozice 2. Pfevzato a upraveno z [33].

Pii svém predstaveni byl princip recyklaéni HPLC systému Repetto demonstrovan
na vyrazném zlepSeni separace chiralnich izomerl a benzenovych izotopologli (normalni
versus deuteriovana forma) [33].

Predkladand prace je prvni aplikaci tohoto systému u separaci biologicky
vyznamnych latek a pfedstavuje redlnou aplikaci pro vyuziti v systému produkce

syntetickych oligonukleotidi.
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2 Cile prace

Predkladand prace byla zaméfena na optimalizaci podminek pro separaci

oligonukleotidi pomoci IP-HPLC uzplsobené aplikaci této metody pro recyklacni

chromatografii za pouziti recyklacniho principu Repetto. Dil¢imi cili byly:

Névrh a sestava HPLC systému dedikovanému dané aplikaci.

Zajisténi robustnosti systému i metody.

Optimalizace koncentrace iontové parového Cinidla.

Optimalizace teploty kolony.

Optimalizace slozeni a priitoku mobilni faze.

Separace smési oligonukleotidi pfi optimalnich podminkach na standardni
kolon¢ o rozmérech 50x4 mm.

Separace smési oligonukleotidil pfi optimalnich podminkéch na delsi koloné.
Vyrazné vylepseni separace oligonukleotidi s vyuzitim recykla¢niho principu

Repetto a popis novych parametrt separace.

22



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

e Deionizovana voda (Premier MFG’D Systems, INC.)

e Acetonitril 99,9 % p.a., FisherScientific, UK

e Triethylammonium acetat (1 mol/dm?), MerckKGaA, Némecko

e Kyselina octova ledova 99,8 % p.a., Penta, s.r.o0., CR

e Hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema, CR

e Syntetické oligonukleotidy, Generi biotech, CR

o Purifikace: stand., stanoveni kvality: stand.

o koncentrace zasobniho roztoku: 0,1 mmol/dm?

o dalsi specifikace viz Tabulka 1.

Tabulka 1 Specifikace standardi oligonukleotidti od vyrobce

Katalogové Cislo Oznaceni Délka fetézce GC (%) MW
1982C5 04 54 41 54-mer 40,7 16405,7
1982C6 05 55 40 55-mer 40,0 167939
1982C7 06 56 39 56-mer 39,3 17098,1
1982C8 07 24 67 24-mer 66,7 7305,8
1982C9 08 25 64 25-mer 64,0 7610,0
1982D0 09 26 65 26-mer 65,4 7899,1
1982D1 10 24 38 24-mer 37,5 7362,9
1982D2 11 25 40 25-mer 40,0 7652,1
1982D3 12 26 39 26-mer 38,5 7956,3
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3.2 Instrumentace

e Chromatograficka kolona DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 pm, Watrex Praha,
S.I.0., CR

e Chromatograficka kolona DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 pm, Watrex Praha,
S.I.0., CR

e Chromatografickd kolona XTerra C18, 50x4,6 mm, 100 A, 2,5 um, Waters
Corporation, USA

° Cerpadlo Streamline P1m, Watrex Praha, s.r.o., CR

° Cerpadlo Streamline P1s, Watrex Praha, s.r.0., CR

e Spektrofotometricky detektor Streamline UV 1, Watrex Praha, s.r.o., CR

e QOdplynova¢ mobilni faze SST Vacuum Pump, SYSTEC, USA

e Autosampler s chlazenim AS-2051 Plus, Jasco, Japonsko

e Termostat z pfistroje Agilent/HP 689A GC, Agilent Technologies, Inc., USA

¢ pH indikatorové papirky (1-14), Ahlstrom-Munks;jd, Finsko

e Analytické vahy AA-250, Denver Instrument Company, USA

e Chromatograficky software Clarity, Clarity Software Group, USA

e Automaticka pipeta (100 — 1000 ul), Witeg, Némecko

e Automaticka pipeta (10 — 100 pl), Biohit Proline, BIOHIT, Finsko

e pH metr HI 221, Hanna instruments s.r.o., CR

e Plastové vialky se septem

e Plastové Eppendorf mikrozkumavky

3.3 Priprava mobilni faze

Hlavni slozky mobilnich fazi byly tvofeny triethylamonium acetitem (TEAA) a
acetonitrilem. TEAA bylo pfipravovano v pozadované koncentraci smisenim
deionizované vody, ledové kyseliny octové a triethylaminu, pH bylo upravovano
pomoci pH metru pfiddnim bud kyseliny octové pro snizeni pH nebo
hydrogenuhli¢itanu sodného pro jeho zvysSeni. Mobilni faze byly z divodu pouzivanych

nizkych procent acetonitrilu pfipravovany piimo s acetonitrilem pfimichanym
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v pozadovaném poméru. Mobilni fdze A obsahovala 5 % acetonitrilu, mobilni faze B
15 % acetonitrilu a mobilni faze C 100 % acetonitrilu. ProtoZe byla aplikace velice
citliva na obsah acetonitrilu a kvtili mikrobidlni degradaci aminového iontové parového
¢inidla bylo nutné mobilni faze A a B pfipravovat kazdy den Cerstvé a vSechny slozky
MF byly odmétfovany gravimetricky (viz kapitola 4 Vysledky a diskuze). Takto

piipravené mobilni faze byly poté zfiltrovany na vakuové filtracni sestave.

3.4 Priprava vzorki

Alikvoty standardd oligonukleotidii byly z lyofilizovaného vzorku rozpustény na
koncentraci 0,1 mmol/dm® (100 pmol/ul) pfidanim objemi deionizované vody dle
pokynt vyrobce liSici se pro kazdy jednotlivy standard. Alikvoty byly dale uchovavany
v mrazaku, zatimco zfedéné vzorky a smési byly uchovavany v lednici. Pro analyzy
byly alikvoty zfedény 50x a vzorky byly nastfikovany v objemu 20 upl. Na zakladé
experimentl (viz kapitola 4 Vysledky a diskuze) byly po celou dobu manipulace vzorky

drzeny v chladu kolem 4 °C bud’ umisténim v autosampleru nebo v chladicim bloku.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Navrh a sestava HPLC systému

4.1.1 Systém pro optimalizaci metody

Chromatograficky systém pouzivany v této praci byl poskytnut ¢eskym vyrobcem
Watrex Praha a v HPLC laboratoti Watrex také probihali veskeré experimenty.

Pocatecni verze systému obsahovala dvé Cerpadla, manudlni davkovac¢, sméSovace
mobilnich fazi, kolonu, UV detektor a datastanici. Jednalo se tak o klasické usporadani
binarniho gradientu, kdy se mobilni faze vytvaii ze dvou slozek dvéma cerpadly a
k michani dochazi na strané vysokého tlaku. Ackoliv je vysokotlaky gradient z principu
méné nachylny na zavzdu$néni, byl v systému zapojen odplyfiova¢ mobilni faze. Na
tomto systému jsem si ovéfila zdkladni praci se systémem na méfenich standardi a
osvojila jsem si praci s chromatografickym softwarem Clarity od €eského vyrobce
DataApex, ktery je vyuzivan i v systémech jinych vyrobct (naptf. Knauer). Déle jsem se
naucila sledovat stav pfistroje, stabilitu tlaku, feSit efekty zavzdu$néni systému a
teplotni stability. Pro zajisténi stabilnich separacnich podminek byl do systému zarazen
termostat. Schéma systému pro vyvoj a optimalizaci metody separace oligonukleotidi je

znazornén na Obr. 4.
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Obr. 4 Schéma zékladniho HPLC systému pro optimalizaci metody separace oligonukleotidt. (1) Zasobniky mobilni
faze. (2) Degasser. (3), (4) Cerpadla mobilni faze. (5) SméSovaé mobilni fize. (6) Manudlni davkovag. (7) Termostat.
(8) Kolona. (9) UV Detektor. (10) Datastanice. Tento systém byl vyuzit pro prvni sadu experimentd.

Tento zakladni systém byl vyvinut pro prvni soubor méfeni a zjiStovani zdkladnich
vlastnosti systému jako naptiklad vliv koncentrace iontové parového cinidla, rozsah
organické slozky mobilni faze, pH, teplot atd.

Na zéklad¢€ vysledkli experimenti (viz kapitola 4 Vysledky a diskuze) byl pfidan
autosampler vybaveny chlazenim vzorku na 4 °C. Dalsi zménou byl zplisob miseni
mobilni faze. Pivodné byly v systému pouze dva zasobniky na mobilni fazi, tedy jeden
zasobnik s TEAA a druhy se 100% acetonitrilem. Protoze se v aplikaci pouZivaji velmi
mald procenta acetonitrilu (7-12 %), byl pritok na druhém cerpadle s acetonitrilem
¢asto pod 0,1 ml/min, coZ zpisobovalo chybovost v métenich. ProtoZe jsou zaroven
v aplikaci nezbytné¢ oplachy 100% acetonitrilem k vymyti aminl, zbytkll iontové
parového cCinidla, byl tento problém vyfeSen pfidanim ptrepinaciho ventilu pro treti
zasobnik. Vysledkem byla moZnost dvou zasobnikl s acetonitrilem v nizké koncentraci
pro piesné michani mobilni faze pfi analyze a jednim s Cistym acetonitrilem pro oplach.
Modifikovanad verze optimalizované¢ho systému je zobrazena na Obr. 5. Pivodné byl
v systému zapojen DAD detektor, na kterém bylo mozné délat analyzy v celém spektru
vlnovych délek, tudiz identifikovat na zaklad¢ absorpcniho maxima systémové piky od
pikti analyti. Pozdé€ji byl tento detektor nahrazen standardnim UV1 detektorem

s volitelnou vlnovou délkou.
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Obr. 5 Schéma modifikované verze systému s pfidanym piepinacim ventilem pro selekci zasobnikil s riznymi
koncentracemi ACN a chlazenym autosamplerem. (1) Zasobniky mobilni faze. (2) Degasser. (3) Pfepinaci ventil pro
selekci zasobniki mobilni faze. (4), (5) Cerpadla mobilni faze. (6) Smé&Sova¢ mobilni faze. (7) Chlazeny autosampler.

(8) Termostat. (9) Kolona. (10) UV Detektor. (11) Datastanice.

Jisty problém nastal v druhé Casti prace, kterd byla zamétena na vyuziti recyklacni
HPLC. Pfi zapojovani recyklacniho modulu Repetto bylo nutné vyfteSit problém
s teplotni kontrolou nejen samotné kolony, ale i pfepinacich ventili a spoji, uvnitf
kterych se analyty vyznamnou dobu béhem separace s recyklaci nachézeji.

Pted zapojenim recyklacniho modulu byl standardni termostat nahrazen prostornou
kolonovou skfini plynového chromatografu. Kolona i cely recyklacni modul tak byly
spolehlivé temperovany na teplotu piesné zajiStovanou plynovym chromatografem.
Konec¢na podoba systému vcetné recyklaéniho modulu je na Obr. 6 a na fotografii na

Obr. 7.
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Obr. 6 Schéma systému po zapojeni recykla¢niho modulu Repetto. (1) Zasobniky mobilni faze. (2) Degasser. (3)
Piepinaci ventil pro selekci zédsobnikii mobilni faze. (4), (5) Cerpadla mobilni faze. (6) Sm&ova& mobilni faze. (7)

Chlazeny autosampler. (8) Plynovy chromatograf. (9) Kolona. (10) Repetto. (11) UV Detektor. (12) Datastanice.
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Obr. 7 Fotografie zapojeni kolony v systému s recyklaénim modulem Repetto. Modul se zapojenou kolonou byl
umistén uvnité prostorné kolonové skiiné plynového chromatografu k zajiSténi stabilniho temperovani kolony i

vSech soucasti modulu.
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4.2 Robustnost systému, kvalifika¢ni test

4.2.1 Kbvalifikaéni test

Iontové parova chromatografie ma ve srovnani s ostatnimi metodami vySsi
pozadavky na robustnost a je extrémné naro¢na na opakovatelnost. Zatimco jiné metody
jsou dobie probadany a k dosazeni robustnosti a opakovatelnosti existuje mnoho
priru¢ek a doporuceni, u IP-HPLC tomu tak neni. Naro¢nost této metody souvisi
s komplikovanym systémem retence na zakladé¢ dvou soucasnych interakci, a to
interakce iontové parového cCinidla s analytem, a interakce vzniklého komplexu se
stacionarni fazi.

Jak bylo popsano v kapitole 1.3.1, zdkladnim piedpokladem dobie funkéni metody
vykazujici vysoké rozliSeni jsou dva parametry — reprodukovatelnost elu¢nich Cast a
separa¢ni uc¢innost, charakterizovana nizkym rozmytim pikd.

Faktory, které mohou ovlivnit reprodukovatelnost retencnich ¢asi, pochdzeji bud’
zmobilni faze (z jejiho slozeni nebo rychlosti pritoku) nebo ze stacionarni faze
(ptedevsim kvalitou naplnéni kolony, ¢i nasledného starnuti a degradace sorbentu).

Pro tucely testovani Uc€innosti systému byla nejprve vyuZita standardni smés
jednoduchych latek s rGznou polaritou skladajici se zthiomocoviny, ethylparabenu,
toluenu a naftalenu (TETN). Na chromatogramech na Obr. 8 a Obr. 9 jsou ukazkové
separace této smési standardil na koloné XTerra 50x4,6 mm (Waters Corporation, USA)

a na kolong Deltasil 125x4 mm (Watrex Praha).
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Obr. 8 Chromatogram smési TETN na koloné XTerra 50x 4,6 mm. Experimentalni podminky: kolona Waters
XTerra C18, 50x4,6 mm, 100 A, 2,5 pm, mobilni faze HoO/ACN (60:40, v/v), 1 ml/min, teplota separace laboratorni,
nasttik vzorku 2 pl, UV detekce pii 254 nm.
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Obr. 9 Chromatogram smési TETN na koloné DeltaSil 125x4 mm. Experimentalni podminky: kolona Watrex
DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 pm, mobilni fize HoO/ACN (50:50, v/v), 0,8 ml/min, teplota separace
laboratorni, nastiik vzorku 2 ul, UV detekce pfi 254 nm.

Je zndmo, Ze dlouhodobéjsim pouzivanim TEAA dochazi k postupné zméné
hydrofobnich vlastnosti reverzni faze. U klasickych kolon pro reverzni fazi tvofenych
C18-modifikovanym silikagelem navic téz pfi pH nad 7 dochazi k postupné degradaci.
Pro udrZeni dlouhodobé spolehlivych vysledkt je tak pii [P-HPLC nutno pribézné stav
kolony ovéfovat pomoci pravidelnych kvalifikacnich testd.

V této praci tak byly vzdy rano provadény kontrolni néstiiky 2 ul vySe popsaného
standardu  TETN a kontrolovdny reten¢ni Casy a také ucCinnost kolony (pocet
teoretickych pater na metr). Na Obr. 10 je ilustrace postupné degradace kolony

v pribéhu mési¢nich experimentt.
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Obr. 10 Efekt degradace kolony v pribéhu optimalizace. Graf zavislosti reten¢niho ¢asu a poctu teoretickych
pater kolony na metr na datu kontrolnich méfeni pro posledni pik smési standardd TETN, naftalen. Na obou

zévislostech je patrna postupné degradace kolony v prub¢hu mésice.

4.2.2 Faktory ucinnosti kolony (rozmyti piki)

Zdroje rozmyti pikii mohou byt kolonové nebo extrakolonové. Zatimco piispévek
extrakolonovych faktorii, naptiklad v disledku michani v mrtvém objemu na spojich
kapilar ¢i uvniti detektoru, je konstantni, ptispévek kolonovych faktori k rozmyti pikd,
vlivem napftiklad nerovnomérného toku uvnitt kolony nebo pomalé kinetiky interakce
analytu se sorbentem, je umérny rychlosti prutoku mobilni faze. Zavislost rozmyti pikt
na pratoku, takzvanou Van Deemterovu kiivku, lze tak vyuzit pro odliSeni zdroje
rozmyti. V kapitole 4.3.1 byly zavislosti rozmyti na pritoku vyuZzity pro optimalizaci
nastaveni teploty vzhledem k rozmyti.

V pribéhu experimentd, které c¢asto vyzadovaly zmény na systému, byla
kvalifikacni smés standardi TETN vzdy pouZita pro ovéfeni funkcnosti systému,
kolony, teplotni kontroly a podobné. Jako ptiklad vyuziti této kontroly miize byt uveden
profil separace TETN pifed a po vyméné kapilary, kdy bylo odhaleno, Ze nové
nainstalovana nerezova kapildra zptisobovala vyrazné rozmyti v diisledku nadbyte¢ného
mrtvého objemu. Jak je vidét na Obr. 11, niz$i G€innost pro prvni dvé komponenty

smési byla nasledné vylepSena po korekci vyménou piivodni kapilary s menSim
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pramérem. U tietiho a ¢tvrtého piku jsou jiz dominantni kolonové efekty, proto se na

nich tento jev neprojevil.
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Obr. 11 Efekt prispévku kapiliry k parametrim piki. Srovnani chromatogrami smési standarda TETN
(thiomocovina, ethylparaben, toluen, naftalen) pfed a po vyméné nevhodné kapilary ve spojeni autosampleru a
kolony. Experimentélni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni fize H2O/ACN

(60:40, v/v), 1 ml/min, teplota separace laboratorni, nasttik vzorku 2 pl, UV detekce pti 254 nm.

4.2.3 Vliv manipulace se vzorku pred nastfikem

Uvodni pokusy s délenim oligonukleotidti se od po&atku potykaly s variabilitou
v eluénich casech a rozmytim pikt. Presny pavod tohoto jevu neni znam, ale
experimentalné bylo zjiSténo, Ze se tento efekt da zmirnit zchlazenim vzorku na teplotu
kolem 4 °C, jak je vidét na Obr. 12. DalSim parametrem zmirfiujicim tento efekt bylo
zvySené pH, ale z diivodu velmi urychlené degradace kolony nebyla tato podminka
do optimalizace zatazena. Pravdépodobné se jedna o efekt adsorpce oligonukleotidl
na kovovy povrch frity v koloné a pro Gplné odstranéni tohoto efektu by bylo nutné

vyuzit kolony s inaktivovanym povrchem dedikovanym podobnym aplikacim [42].
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Obr. 12 Efekt chlazeni vzorku na stabilitu reten¢nich ¢asi a mensi rozmyti piki. Srovnani chromatogrami 50x
fed&né smési fetézell oligonukleotidii 24-mer a 26-mer (~40 % GC). Modie vzorek pii laboratorni teplots. Cervend
vzorek méfeny rano po vyjmuti z lednice. Zeleng vzorek 15 min rychle chlazeny v -20 °C. Cerné opakovany nastiik
stabiln¢ zchlazeného vzorku kolem 4 °C. Na poslednich zminénych analyzach jsou patrné reprodukovatelné elu¢ni
Casy a zmensené rozmyti pikti smési dvou oligonukleotidi. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18,
50x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni fize A (5% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA,
pH7), C (100% ACN), A:B (60:40, v/v), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min)
teplota separace 60 °C, nasttik vzorku 20 ul, UV detekce pii 260 nm.

4.2.4 Vliv pripravy mobilni faze, reprodukovatelnost elu¢nich ¢ast

Tato aplikace se nakonec ukézala daleko komplikovangj$i, nez se pfedpokladalo, a
dosahnout stability métfeni bylo, vzhledem ke komerénimu vyuZiti a tim i1 nedostatku
dostupnych podstatnych informaci, po vSech strankach naro¢né. Jednim ze zasadnich
problémti byla degradace aminové mobilni fidze zkombinovand s velmi malym
rozsahem acetonitrilu v mobilni fazi. Diky této vlastnosti TEAA bylo nutné pfipravovat
mobilni fazi kazdy den Cerstvou, a diky citlivosti metody na mnozstvi acetonitrilu byly
vysledky méfeni v ramci rtiznych dnli nereprodukovatelné. Tento problém byl vyfesen
gravimetrickou pfipravou mobilni faze. ZhorSena reprodukovatelnost vysledkli dale

souvisi s interakci TEAA se stacionarni fazi, ktera zptsobuje drifty a také se projevuje
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v chromatogramech v podobé systémového piku s absorpénim maximem pii 230 nm.
Na Obr. 13 je chromatogram kontrolnich méfeni 50x fedéné¢ho standardu 24-mer
oligonukleotidu (~60 % GC) v ramci tfi dnti. Méfeni provedend v jeden den vykazuji
dobrou reprodukovatelnost (cca 3 % RSD), méfeni provedend v riznych dnech maji
reprodukovatelnost mirné zhorSenou (cca 7 % RSD).

Zatimco smes kvalifikacnich standardi TETN slouzila ke kontrole systému a
teploty, tak ke kontrole iontové parového systému byl vybran jeden ze standardi
oligonukleotidi. pfi zvolenych podminkach, konkrétné¢ 24-mer (~60 % GC)
v isokratickém modu s 0,1mol/dm3 TEAA o pH 7, 9 % acetonitrilu, 60 °C a pritokem

mobilni faze 1 ml/min. Tento standard byl prométovan n€kolikrat za den.
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Obr. 13 Reprodukovatelnost elu¢nich ¢ast v zavislosti na piipravé mobilni faze. Srovnani chromatogramu 50x
fedéného standardu oligonukleotidu o délce 24-mer (~60 % GC) ziskanych opakovanym méfenim standardu za
stejnych podminek v ramci téi dnii. Kazdy jednotlivy den byla pfipravena ¢erstva mobilni faze. Na chromatogramech
je patrné, Ze v ramci jednoho dne jsou nastiiky opakovatelné a chyba méfeni je mensi v porovnani s nastiikem v jiny
den. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni fize A (5% ACN v 0,1
mol/dm* TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B (60:40, v/v), 1 ml/min,
oplach C 3 min (I ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min) teplota separace 60 °C, nasttik vzorku 20 pl, UV
detekce pii 260 nm.
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4.3 Optimalizace parametri metody pro isokratickou eluci

Pti vyuziti IP-HPLC pro purifikaci syntetickych oligonukleotidii se vétSinou
vyuziva gradientové eluce. Vyuziti gradientové eluce vSak pii zapojeni recykla¢niho
modulu neni mozné, nebot’ analyty jsou zpét na zacatek kolony nanaseny v segmentech
s konstantnim sloZzenim mobilni faze. Proto byla hlavni naplni této prace optimalizace
podminek metody pro isokratickou eluci umoziujici recyklaci. Parametry pika jsou
ovlivilovany zejména koncentraci iontové-parového c¢inidla v mobilni fazi, teplotou
separace, prutokem mobilni faze a podilem organické slozky v mobilni fazi,
acetonitrilem. V této kapitole bude popséano, které¢ podminky byly pro isokratickou eluci

zvoleny. Soucasn¢ je demonstrovana separace pro ruzné délky kolon.
43.1 Optimalizace priutoku mobilni faze

Optimalizace pritoku mobilni faze byla provedena s vyuZitim Van Deemterovych
ktivek, coz jsou zavislosti vysky teoretického patra kolony na pratoku mobilni faze. Na
rozdil od jinych grafii posuzujicich G¢innost separace v této diplomové praci je u Van
Deemterovych kiivek Zadouci co nejnizsi hodnota na ose y, protoze ¢im nizsi je vySka
jednoho teoretického patra, tim vyssi je uéinnost separace. Utelem optimalizace metody
je mit analyzy co nejrychlejsi, ale ne na ukor rozmyti pikd. Z kiivek na Obr. 14 byl
vybran na zakladé nejnizsi vysky teoretického patra prutok mobilni faze 0,4 ml/min.
Mensi pritok nemohl byt vybran, protoze by pii michani mobilni faze byl pritok na
jednotlivych pumpach pfilis§ nizky, a to by zpiisobilo velkou chybu v métenich.

Van Deemterovy kiivky jsou také dobrym indikdtorem toho, zda jsou ditvodem
zhorSené kvality pikd (jejich rozSifovanim nebo deformacemi) extrakolonové C¢i
kolonové ptispévky do separace, jak to bylo jiz vyuZito v kapitole 4.2.2. Na Obr. 14 je
patrné, ze vysledné body se nachéazeji v linearni c¢asti kiivky, tudiz pfispévek
extrakolonovych jevii mizeme vyloucit. Kolonové ptispévky mohou byt zplsobeny
bud’ $patné naplnénou ¢i degradovanou kolonou nebo tzv. ,jmass-transfer, v tomto
pfipad¢ interakci stacionarni faze kolony, iontové parového cinidla a samotného
analytu. Prvni zminény ptispévek byl vylou€en pravidelnym méfenim kvalifika¢niho
standardu mimo iontové-parovy mod. TudiZz je rozmyvani pikd pravdépodobné

zpusobeno interakci molekul. Dale by rozmyvani mohlo byt zplisobeno samotnou
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velikosti molekul oligonukleotid. Kiivky byly zméteny pro 50x fedény standard 24-
mer (~60 % GC) pii riznych teplotach separace, aby se zjistilo, zda nemda tento
parametr vliv na kolonové piispévky. Pro teploty kolem 60 °C (coz byla dle specifikaci
oligonukleotidii od vyrobce jejich denaturacni teplota), jsou hodnoty téméi shodné,

zatimco teplota 40 °C se ukazala jako nevhodna.
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Obr. 14 Van Deemterova kiivka pro rizné teploty kolony. Graf zavislosti vysky teoretického patra kolony na
rychlosti pritoku mobilni fdze pro 50x fedény standard 24 - mer (~60 % GC). Na zékladé této kiivky byl zvolen
pritok mobilni faze 0,4 ml/min a bylo zjist€éno, Ze vhodna teplota separace se bude pohybovat kolem 60 °C.
Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A3 um, mobilni faze A (5% ACN v 0,1
mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm? TEAA, pH7), C (100% ACN), oplach C 3 min (1 ml/min),
ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), nastfik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm

432 Optimalizace sloZeni mobilni faze podle délky a sekvence oligonukleotidu

ProtoZze byly vyuzivany uzké rozsahy koncentraci acetonitrilu, hraly roli v retenci
analytu a Gc¢innosti kolony 1 velmi malé rozdily v zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi.
Pro kazdou ze tii skupin standardii oligonukleotida (kratké s ~60 % GC, kratké se ~40
% GC a dlouhé se ~40 % GC) byl zvolen jeden zastupce pro méfeni fad riznych
procent acetonitrilu, na jejichz zaklad¢ pak bylo zvoleno ideéalni zastoupeni acetonitrilu
pro isokratickou eluci. Oligonukleotidy byly rozd€leny do téchto skupin z toho diivodu,

Zze se u téchto analytl na retenci podili nejen elektrostaticka interakce s iontoveé

38



parovym c¢inidlem, ale také hydrofobni interakce samotnych bazi se stacionarni fazi
kolony. Pravé guanin (G) a cytosin (C) jsou nejméné hydrofobnimi bazemi, a proto jsou
oligonukleotidy s vysokym podilem téchto bazi v fetézci na kolon¢ méné zadrzovany.
Na Obr. 15 je zobrazen ukazkovy chromatogram pro piky oligonukleotidu 24-mer s ~60
% GC. Na Obr. 16 a 17 jsou zobrazeny grafy zavislosti reten¢nich casi a poctu
teoretickych pater kolony na metr na procentech zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi
pro porovnani skupin oligonukleotidii podle délky fetézce s podobnym obsahem GC
v sekvenci, a na Obr. 18 a 19 jsou tytéz zavislosti, ale pro porovnani dvou skupin stejné

dlouhych oligonukleotidi lisicich se obsahem GC v sekvenci.
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Obr. 15 Ukazkovy chromatogram optimalizace sloZeni mobilni faze. Chromatogram optimalizace % acetonitrilu
v mobilni fazi pro 50x fedény 24 - mer (~60 % GC). Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4
mm, 100 A, 3 pm, ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20 ul, UV detekce pfi
260 nm.
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Obr. 16 Graf optimalizace sloZeni mobilni faze pro rizné délky oligonukleotidii. Graf zavislosti retenéniho asu
na % ACN v MF pro 50x fedény 24-mer (~40% GC) a 54-mer (~40% GC). Experimentalni podminky: kolona
Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2
ml/min), teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pifi 260 nm.
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Obr.17 Graf optimalizace sloZeni mobilni faze pro rizné délky oligonukleotidi Graf zavislosti poctu
teoretickych pater kolony na metr na % ACN v MF pro 50x fedény 24-mer (~40% GC) a 54-mer (~40% GC). Na
zaklad¢ grafu bylo vybrano zastoupeni 9,5 % ACN pro 24-mer a 10,5 % pro 54-mer. Experimentalni podminky:
kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 pm, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5
min (2 ml/min), teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20 ul, UV detekce pii 260 nm.
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Obr. 18 Graf optimalizace sloZeni mobilni faze pro rizné sekvence oligonukleotidu. Graf zavislosti retenéniho
¢asu na % ACN v MF pro 50x fedény 24-mer (~40% GC) a 24-mer (~60% GC). Experimentalni podminky: kolona
Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2
ml/min), teplota separace 60 °C, néstiik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm.
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Obr. 19 Graf optimalizace sloZeni mobilni fize pro ruzné sekvence oligonukleotidi Graf zavislosti poctu
teoretickych pater kolony na metr na % ACN v MF pro 50x fedény 24-mer (~40% GC) a 24-mer (~60% GC). Na
zaklad¢ grafu bylo vybrano zastoupeni 9,5 % ACN pro 24-mer (~40% GC) a 9 % pro 24-mer (~60% GC).
Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1
ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.
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433 Optimalizace koncentrace iontové parového ¢inidla

Kladn¢ nabité molekuly iontové parového Cinidla tvofi se zaporn€ nabitymi fetézci
oligonukleotidii nepolarni nenabity iontovy par, ktery je poté zadrzovan na koloné
sreverzni fazi. Proto koncentrace iontové parového Ccinidla pfimo souvisi se
zadrzovanim analytu na kolon€. Je nutné nalézt takovou koncentraci iontové parového
¢inidla, ktera bude vykazovat co nejkratSi retencni Cas analytli s co nejvyssi Gcinnosti
separace. Na zaklad¢ literarni reSerSe byly pro optimalizaci vybrany koncentrace TEAA
0,05 mol/dm?, 0,1 mol/dm?® a 0,2 mol/dm® o pH 7 pii teploté kolony 60 °C. Byly
vytvoieny grafy zavislosti retencnich Cast a teoretickych pater kolony na metr na
ruznych procentech acetonitrilu v mobilni f4zi, tyto grafy jsou zobrazeny na Obr. 20 a
21. Z graft je zfejmé, ze hledana koncentrace pro pouzité standardy oligonukleotidii
byla 0,1 mol/dm*. Koncentrace 0,05 mol/dm® vykazovala témé&f shodné retenéni Casy

s vybranou koncentraci, ale znateln& niz$i u¢innost. U koncentrace 0,2 mol/dm’ se

projevil nardst retencnich ¢asu analyti.
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Obr. 20 Efekt koncentrace TEAA na reten¢ni ¢as analytu. Graf zavislosti retencniho Casu 50x fedéného
standardu 24-mer (~60 % GC) na % ACN v mobilni fazi. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18,

50x4 mm, 100 A, 3 um, oplach 3 min (1 ml/min), 0,4 ml/min, ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace

60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.
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Obr. 21 Efekt koncentrace TEAA na u¢innost separace. Graf zavislosti poctu teoretickych pater kolony na metr
50x fedéného standardu 24-mer (~60 % GC) na % ACN v mobilni fazi. Experimentalni podminky: kolona Watrex
DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min)
teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.

434 Optimalizace teploty separace

Oligonukleotidy jsou jednotfetézcové velké biomolekuly, které v roztoku vytvaii
sekundarni struktury, naptiklad tzv. ,,loops* nebo nespecifické duplexy. Tyto struktury
jsou pro analyzu nezadouci, protoze nereprodukované ovliviiuji retenci. Proto je nutné
zvysit teplotu na koloné€ tak, aby se pohybovala kolem denaturacni teploty daného
fetézce. V grafech na Obr. 22 a 23 je patrné, Ze ¢im menSi byla teplota oproti
denatura¢ni teploté 24-mer (~60 % GC), pohybujici se kolem 60 °C, tim byla retence
delsi, tcinnost kolony mensi a bylo tfeba vice procent acetonitrilu k eluci analytd. Pro

analyzy byla tedy zvolena teplota 60 °C.
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Obr. 22 Efekt teploty separace na reten¢ni ¢as analytu. Graf zavislosti retenéniho ¢asu 50x fedéného standardu
24-mer (~60 % GC) na % ACN v mobilni fazi. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm,
100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), nastfik vzorku 20 ul, UV
detekce pii 260 nm.
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Obr. 23 Efekt teploty separace na jeji ucinnost. Graf zavislosti poétu teoretickych pater kolony na metr 50x
fedéného standardu 24-mer (~60 % GC) na % ACN v mobilni fazi. Experimentalni podminky: kolona Watrex
DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min),
nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm.
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4.4 Separace smési oligonukleotidi pri vybranych podminkach

separace

V této kapitole budou ukadzany vysledné chromatogramy separace smési kratkych
oligonukleotidi s vysokym podilem GC vsekvenci (cca 60 %), kratkych
oligonukleotidt s nizkym podilem GC (cca 40 %) a dlouhych oligonukleotidii s nizkym
podilem GC.

4.4.1 Vysledky separace smési na kratké koloné Watrex DeltaSil C18

Pro separaci oligonukleotidl s isokratickou eluci byla zvolena mobilni faze tvoiena
0,1 mol/dm* TEAA o pH 7 ve smési s 5 % a 15 % acetonitrilu, ktera byla poté michana
na pozadovand procenta acetonitrilu pro jednotlivé separace smési oligonukleotidi.
Pratok mobilni faze byl 0,4 ml/min. Teplota separace byla v termostatu nastavena na
60 °C a teplota vzorku v autosampleru na 4 °C. Na Obr. 24, 25 a 26 jsou vysledné

chromatogramy téchto smési.
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Obr. 24 Analyzy smési kratkych oligonukleotidi (~60 % GC) pii 8,5 % ACN, 9 % ACN a 9,5 % ACN
v mobilni fazi. 50x fedéné standardy. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3
um, 0,4 ml/min, oplach 3 min, ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C, nasttik vzorku 20 ul, UV

detekce pii 260 nm.
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Obr. 25 Analyzy smési kratkych oligonukleotidii (~40 % GC) pri 9 % ACN, 9,5 % ACN a 10 % ACN. 50x
fedéné standardy. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min,
oplach 3 min ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C, nasttik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260

nm. (* - systémovy pik).
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Obr. 26 Analyzy smési dlouhych oligonukleotidi (~40 % GC) pii 10,5 % ACN a 11 % ACN. 50x fedéné
standardy. Experimentélni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min
(1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C, nastfik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260

nm. (¥ - systémovy pik).
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4.4.2 Vysledky separace smési na dlouhé koloné Watrex DeltaSil C18

Ptredpokladem uspésné aplikace recyklovani je, ze eluujici analyty nedostihnou po
znovu-naneseni analyty, které eluuji pomaleji. Délka kolony tak musi byt optimalné
zvolena. V této kapitole bude ukdzano, jak vypadala separace smési v optimalizovanych
podminkach z kratké kolony na dlouhé kolon€. Na Obr. 27, 28 a 29 jsou zobrazeny
smési oligonukleotidl pro stejné vybrana zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi, jako na
kratké koloné. Je zde patrné prodlouzeni retencnich Casti, ale také zlepSeni rozliSeni

separace. K uplné separaci nerozdélenych piki ale ani tak nedoslo.
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Obr. 27 Analyza smési kratkych oligonukleotidi (~60 % GC) pri 8,5 % ACN, 9 % ACN a 9,5 % ACN
v mobilni fazi na dlouhé koloné Watrex DeltaSil C18. 25x fedéné standardy. Experimentalni podminky: kolona
Watrex DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 7 min (1,5
ml/min), teplota separace 60 °C, néstiik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm.
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Obr. 28 Analyza smési kratkych oligonukleotidi (~40 % GC) pri 9 % ACN, 9,5 % ACN a 10 % ACN
v mobilni fazi na dlouhé koloné Watrex DeltaSil C18. 25x fedéné standardy. Experimentalni podminky: kolona

Watrex DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 7 min (1,5

ml/min), teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20 ul, UV detekce pfi 260 nm. (* - systémovy pik).
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Obr. 29 Analyza smési dlouhych oligonukleotidi (~40 % GC) pii 10,5 % ACN a 11 % ACN v mobilni fizi na
dlouhé koloné Watrex DeltaSil C18. 25x fedéné standardy. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18,
125x4 mm, 100 A, 3 um, 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 7 min (1,5 ml/min), teplota

separace 60 °C, nastiik vzorku 20 ul, UV detekce pti 260 nm. (* - systémovy pik).
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4.5 Separace smési oligonukleotidu s vyuzitim recyklace

V této kapitole budou charakterizovany vlastnosti recyklacniho modulu Repetto a

bude ukazano jeho vyuziti v separacich oligonukleotidi.

4.5.1 Frekvence prepinani pozic ventili

Dtlezitym parametrem nastaveni recyklaéniho modulu Repetto je rychlost
prepindni mezi pozicemi dvou ventili. Tato frekvence urcuje velikost segmentli vzorku
pii pfepinani a ma vliv na rozmyvani pika. Pii rychlosti piepinani kazdé 3 s na Obr. 30
je vidét vétsi rozmyti pikli nez pti rychlosti pepinani kazdou sekundu, jak je vidét na

Obr. 31.

> 11950 ;
£ |
S 1
£ 9950 - !
S :
=< '
- 795,0 1
[<P) 1
= .
“ 1
> i 1
& 5950 :
@ 1
8 |
1
395,0 - !
1
'
195,0 - |
1
1
J |

-5,0 - — ; .
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

Retencni ¢as, min

Obr. 30 Efekt vlivu rychlosti prepinani pozic ventili kaZzdé 3 s na rozmyti pika pii recyklaci smési acenaftenu
a antracenu. (a) Acenaften. (b) Antracen. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 125x4 mm, 100
A, 3 um, mobilni faze HO/ACN (15:85, v/v), 1 ml/min, laboratorni teplota, nastiik vzorku 6 pl, UV detekce pii 254

nm.
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Obr. 31 Efekt vlivu rychlosti pi‘epinani pozic ventili jednou za sekundu na rozmyti pikd pfi recyklaci smési
acenaftenu a antracenu. (a) Acenaften. (b) Antracen. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18,
125x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni faze H,O/ACN (15:85, v/v), 1 ml/min, laboratorni teplota, néstiik vzorku 6 ul,
UV detekce pti 254 nm.

452 Vliv recyklace na parametry separace

Hlavnim ucelem vyuziti recyklaéni chromatografie je zlepSeni rozliSeni separace.
To znamend moZnost rozdélit analyty, které bez recyklace (i pies optimalizaci metody)
zustaly nerozdélené a také zvysit ti¢innost separace.

Na Obr. 32 a 33 jsou znazornény grafy zavislosti parametrd separace (rozliSeni a
poctu pater kolony na metr) na poctu cykll pii recyklaci. Pro ovéfeni funkcnosti
recyklace byla zméfena smés acenaftenu a antracenu, které maji velmi blizké eluéni
Casy, ale separace probiha pomoci reverzni HPLC bez iontové parového modu. Poté
byly pribéhy vyse zminénych zavislosti porovnany s hodnotami z iontové parového
systému separace oligonukleotidd. V obou systémech bylo patrné zlepSeni rozliSeni

pikl 1 ii¢innosti separaci.
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Obr. 32 ZlepSeni rozliSeni piki po recyklaci s vyuzitim recykla¢niho principu Repetto. Graf zavislosti rozliseni
pikl na poctu cykll recyklace smési acenaftenu a antracenu v porovnani se smési dlouhych oligonukleotidt (~40 %

GC). Obe¢ kiivky vykazuji témét linearni zavislost rostouciho rozliSeni na zvySujicim se poctu cykla.
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Obr. 33 ZlepSeni ucinnosti separace po recyklaci s vyuZitim recykla¢niho principu Repetto. Graf zavislosti
poctu pater na metr kolony na poctu cykll recyklace smési acenaftenu a antracenu v porovnani se smési dlouhych
oligonukleotidi (~40 % GC). Ob¢ kiivky vykazuji témét linearni zavislost rostouciho poctu pater kolony na

zvySujicim se poctu cykla.
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4.5.3 Recyklace smési oligonukleotidii na dlouhé koloné Watrex DeltaSil C18

Jak jiz bylo uvedeno, pro recyklaci je vhodné vyuziti delsi kolony z toho divodu,
aby se piky nezacaly predbihat. Na Obr. 34, 35 a 36 jsou znazornény chromatogramy
smési kratkych oligonukleotidl s ~60 % GC, se ~ 40 % GC a dlouhych oligonukleotidl
se ~ 40 % GC s opakovanou recyklaci. Ve vSech ptipadech je zcela jasn€ znatelné
postupné vylepSeni separace, kdy analyty, které pii jednom prichodu kolonou vykazuji

pouze Castecné rozliseni, jsou po recyklaci zcela odd€lené.
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Obr. 34 Chromatogram smési kratkych oligonukleotidii (~60 % GC) po recyklaci na dlouhé koloné¢ Watrex
DeltaSil C18. Po nékolika cyklech recyklace je patrna lepsi separace piki (2) a (3). Navysujici se zakladni linie je
disledkem zanaseni kolony aminovymi zbytky ziontové parového Cinidla, protoze nebylo mozné dé€lat oplachy
100% ACN. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni fize A (5%
ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm* TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B (55:45, v/v, 9.5
% ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 7 min (1,5 ml/min), teplota separace 60 °C,
nasttik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm.
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Obr. 35 Chromatogram smési kratkych oligonukleotidii (~40 % GC) po recyklaci na dlouhé koloné¢ Watrex
DeltaSil C18. Recyklace prokazala moznost snadno odstranit necistoty eluujici pted piky analytl a tyto necistoty jiz
nejsou po recyklaci na chromatogramu piitomny. Pik (1)+(2), ktery byl zdjmem recyklace a snahy o separaci
jednotlivych oligonukleotidovych fetézcli, eluoval pted oddélenym pikem (3) a systémovym pikem, proto recyklaci
tyto piky naruiuji. ReSenim by byla parkovaci smy&ka, do které by bylo mozné pik (1)+(2) zaparkovat a poté ho
vpustit na kolonu az po eluci piku (3) a (*). Parkovaci smycka v tomto zapojeni Repetta nebyla zahrnuta.
Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni fize A (5% ACN v 0,1
mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B (50:50, v/v, 10 % ACN), 0,4
ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 7 min (1,5 ml/min), teplota separace 60 °C, nastiik vzorku 20

ul, UV detekce pti 260 nm.

53



90,0

negistoty ,(2)

1
70,0 - @ 3)

60,0 -

500 | (*) systémovy pik

2
2

) 3

50,0 -
40,0 - *)

30,0

2 3

Odezva detektoru, mV

20,0 ‘

10,0

0,0 T T T T
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

120,0

=

o R
S

o

Retencni ¢as, min

Obr. 36 Chromatogram smési dlouhych oligonukleotidi (~40 % GC) po recyklaci na dlouhé koloné Watrex
DeltaSil C18. Recyklace prokazala moznost snadno odstranit necistoty eluujici pfed piky analytd a tyto necistoty jiz
nejsou po recyklaci na chromatogramu pfitomny. Po recyklaci doslo ke zlepSeni separace pikt (2) a (3). Navysujici
se zakladni linie je disledkem zanaseni kolony aminovymi zbytky z iontové parového €inidla, protoze nebylo mozné
délat oplachy 100% ACN. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 125x4 mm, 100 A, 3 um,
mobilni faze A (5% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm?® TEAA, pH7), C (100% ACN),
A:B (40:60, v/v, 11 % ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 7 min (1,5 ml/min), teplota
separace 60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.

4.5.4 Recyklace smési oligonukleotidii na kratké koloné Watrex DeltaSil C18

Ackoliv vysledky na kolon¢ 125x4 mm, byly velmi uspokojivé, recyklace smeési
oligonukleotidli byly vyzkouSeny i na kratSich kolonach spole¢nosti Watrex a Waters,
nebot’ pravé tyto kratké (5 cm) kolony jsou pii analyzach ¢i precisténi syntetickych
oligonukleotidt standardné pouzivany. Pozitivem kratkych kolon jsou pfirozené kratsi
retenéni Casy. Negativem, které se projevilo zejména na smesi kratkych oligonukleotidt
(~40 % GC), bylo jiz avizované predbihani piki. Na Obr. 37, 38 a 39 jsou zobrazeny
chromatogramy smési oligonukleotidi na koloné¢ Watrex s oznaCenim DeltaSil C18 o

rozmeérech 50x4 mm s velikosti ¢astic 3 pm.
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Obr. 37 Chromatogram smési kratkych oligonukleotidii (~60 % GC) po recyklaci na kratké koloné Watrex
DeltaSil C18. Po nékolika cyklech recyklace je patrna lepsi separace pikt (2) a (3). NavySsujici se zakladni linie je
disledkem zanasSeni kolony aminovymi zbytky z iontové parového Cinidla, protoze nebylo mozné délat oplachy
100% ACN. Experimentélni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni faze A (5%
ACN v 0,1 mol/dm? TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm3 TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B (55:45, v/v, 9,5

% ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C,
nasttik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm.
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Obr. 38 Chromatogram smési kratkych oligonukleotidii (~40 % GC) po recyklaci na kratké koloné¢ Watrex
DeltaSil C18. Recyklace prokazala moznost snadno odstranit necistoty a systémovy pik eluujici pted piky analyta.
Na recyklaci pika se projevuje pfilis mala délka kolony, ktera zpUsobila, Ze jiz po druhém cyklu recyklace dochazi
ke splynuti pikd a neni mozné je identifikovat. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm,
100 A, 3 um, mobilni faze A (5% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH7), C
(100% ACN), A:B (45:55, v/v, 10,5 % ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2
ml/min), teplota separace 60 °C, néstiik vzorku 20 pl, UV detekce pti 260 nm.

Z vyse uvedeného zaznamu je ziejmy efekt predbihani rychleji eluujicich analyti,

kdy pfi tfetim cyklu jiz nelze spolehlivé v cyklu nasledujicim identifikovat eluujici piky

od pikl z ptedchoziho cyklu.
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Obr. 39 Chromatogram smési dlouhych oligonukleotidii (~40 % GC) po recyklaci na kratké koloné¢ Watrex
DeltaSil C18. Recyklace prokazala moznost snadno odstranit necistoty eluujici pfed piky analytd a tyto necistoty jiz
nejsou po recyklaci na chromatogramu pfitomny. Po recyklaci doslo ke zlepSeni separace pika (2) a (3). Navysujici
se zakladni linie je disledkem zanaseni kolony aminovymi zbytky z iontové parového €inidla, protoze nebylo mozné
délat oplachy 100% ACN. Experimentalni podminky: kolona Watrex DeltaSil C18, 50x4 mm, 100 A, 3 um, mobilni
faze A (5% ACN v 0,1 mol/dm? TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B
(40:60, v/v, 11 % ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota
separace 60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.
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4.5.5 Recyklace smési oligonukleotidii na kratké koloné Waters XTerra C18

Recyklace smési oligonukleotidi byly provedeny také na koloné€ od spolecnosti
Waters s oznacenim XTerra o rozmérech 50x4,6 mm s velikosti ¢astic 2,5 um. Dle
vyrobce méla tato kolona byt pro separace oligonukleotidi diky vylepSené technologii
aplikované stacionarni faze vhodnéjSi. Separace na kolonach Watrex a Waters o
podobnych rozmérech se pfrili$ neliSily, ale u smési kratkych oligonukleotidii s ~40 %
GC je patrny ndznak separace u piku, ktery se pti diivéjSich experimentech nepodaftilo
rozdélit. Na Obr. 40, 41 a 42 jsou zobrazeny chromatogramy recyklace smeési

oligonukleotidli na kolon¢ XTerra.
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Obr. 40 Chromatogram smési kratkych oligonukleotidi (~60 % GC) po recyklaci na kratké koloné Waters
XTerra C18. Po nékolika cyklech recyklace je patrna lepsi separace pikt (2) a (3). Navysujici se zékladni linie je
disledkem zanaSeni kolony aminovymi zbytky z iontové parového Cinidla, protoze nebylo mozné délat oplachy
100% ACN. Experimentalni podminky: kolona Waters XTerra C18, 50x4,6 mm, 100 A, 2,5 um, mobilni faze A
(5% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm* TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B (65:35,
v/v, 8,5 % ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace
60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.
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Obr. 41 Chromatogram smési kratkych oligonukleotidi (~40 % GC) po recyklaci na kratké koloné Waters
XTerra C18. U pikd (1) a (2) doslo k separaci, neni vSak znamo, zda se oddélil pik analytu nebo systémovy pik,
ktery zasahuje do separace. Na recyklaci pikd se projevuje pfili§ mald délka kolony, ktera po nékolika kolech
recyklace znemozZiuje identifikaci pikti. Experimentalni podminky: kolona Waters XTerra C18, 50x4,6 mm, 100 A,
2,5 um, mobilni faze A (5% ACN v 0,1 mol/dm?® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm?® TEAA, pH7), C (100%
ACN), A:B (60:40, v/v, 9 % ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min),
teplota separace 60 °C, nasttik vzorku 20 ul, UV detekce pii 260 nm.
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Obr. 42 Chromatogram smési dlouhych oligonukleotidi (~40 % GC) po recyklaci na kratké koloné Waters
XTerra C18. Recyklace prokdzala moznost snadno odstranit necistoty eluujici ptred piky analytl a tyto necistoty jiz
nejsou po recyklaci na chromatogramu pfitomny. Po recyklaci doslo ke zlepSeni separace piki (2) a (3). Navysujici
se zakladni linie je disledkem zanaseni kolony aminovymi zbytky z iontové parového ¢inidla, protoze nebylo mozné
délat oplachy 100% ACN. Experimentalni podminky: kolona Waters XTerra C18, 50x4,6 mm, 100 A, 2,5 um,
mobilni faze A (5% ACN v 0,1 mol/dm® TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm* TEAA, pH7), C (100% ACN),
A:B (50:50, v/v, 10 % ACN), 0,4 ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota
separace 60 °C, nastiik vzorku 20 pl, UV detekce pii 260 nm.
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5 Zavér

V této diplomové praci byla za ucelem pozdé€jsiho vyuziti recyklace nejprve
uspeésné optimalizovdna metoda pro separaci oligonukleotidii pomoci iontové parové
HPLC s isokratickou eluci. Robustnost metody byla po experimentalnich testech
zajiSténa predevSim gravimetrickou pfipravou nové mobilni faze na kazdy den a
chlazenim vzorku na 4 °C. Mobilni fazi tvofilo 5 objemovych % acetonitrilu
v 0,1 mol/dm? triethylammonium acetatu o pH = 7 a 15 objemovych % acetonitrilu
v 0,1 mol/dm? triethylammonium acetatu o pH = 7. Tyto dvé slozky byly vysokotlakym
gradientem michany do pozadovaného poctu objemovych % acetonitrilu pro analyzu.
Po kazdé analyze byl proveden oplach 100% acetonitrilem k odstranéni necistot z
iontové parového cinidla a poté byla kolona ekvilibrovana minimélné 10 ml mobilni
faze obsahujici iontové parové Cinidlo a acetonitril v poméru pozadovaném na dalsi
analyzu. Teplota kolony byla nastavena na 60 °C, coz zajiStovalo denaturacni teplotu
pro fetézce oligonukleotidii a bylo tim zabranéno vzniku nezadoucich sekundéarnich
struktur ovlivitujicich retenci. Priitok mobilni faze byl na zdklad¢ Van Deemterovych
kfivek zvolen 0,4 ml/min.

Takto optimalizované podminky poskytovaly reprodukovatelné vysledky a
nerozmyté piky smési oligonukleotidii.

Ve druhé fazi byla optimalni metoda pouzita s recyklaénim modulem Repetto a byl
demonstrovan piinos recyklaéniho pfistupu pro zlepSeni rozliSeni. Smési byly
recyklovany na dlouhé kolon€ o délce 125 mm a poté na dvou kratSich kolonach o
délkach 50 mm. Recyklace na delsi koloné vedla uspé$né ke zlepSeni rozliSeni pika a
k odstranéni necistot a systémovych piki. U smési kratkych oligonukleotidi s nizkym
obsahem guaninu a cytosinu z divodu eluce cilového piku pfed systémovym pikem a
pikem plné oddéleného oligonukleotidu nebyla recyklace v nékterych piipadech zcela
efektivni, protoze nebylo mozné provést dostate¢ny pocet cykll, aniz by se piky zacaly
predbihat. Redenim problému s ptedbihanim pikil je pfidani tzv. parkovaci smycky, na
které mohou byt cilové analyty ,,odstaveny®, zatimco ostatni eluujici piky se ponechaji
projit kolonou. Tento format vSak nebyl cilem této prace.

Jistym problémem byla postupné rostouci zakladni linie z divodu zanaSeni kolony

necistotami z aminového iontové parového Cinidla. ReSenim tohoto problému by bylo

61



op¢t zapojeni parkovaci smycky, do které by byl pik smési zaparkovan, zatimco by se
kolona oplachovala 100% acetonitrilem.

Zaveérem lze fici, ze vyuziti recykla¢niho piistupu umoznilo vyznamné zlepSeni
separace oligonukleotidii. Efekt je obzvlast patrny pro analyzu dlouhych
oligonukleotidli, kde separace standardnimi metodami v podstaté neni mozna — viz
Obr. 42 prvni segment, kde piky 2 a 3 nejsou rozd€lené. Tento vysledek je tak
nejvyznamnéj$im dosazenym v piedlozené préaci. Na jeho zékladé lze ptredpokladat i
brzké¢ zavedeni do pramyslové praxe. Pfislusna jedndni s domacim producentem

syntetickych oligonukleotid jiz v dobé€ sepisovani prace probihaji.
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