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1. Uvod

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je modernstimmentalni metodou se
Sirokym spektrem vyuZiti ipvazre v oblasti aplikaci analytické chemie. Zd¢ pouZzivanych
separanich mod je nejdominant&jSi reverzni kapalinova chromatografie (RP HPLGtolmetoda je
velmi zadana fedevsim diky své sep&rda (Cinnosti, spolehlivosti a velkému v§tu stacionarnich
fazi s odliSnymi vlastnostmi.

NejpouzivasjSi stacionarni faze v RP HPLC jsou chemicky vazéawe, které majiradu
vyhod, mezi které p#tjejich dobra dostupnost, velké apkka pole, rychlé ustavovani rovnovahy a
moZnost kombinace s vodnymi mobilnimi fazémKlasickym nosiem &chto fazi je silikagel.
Silikagel ma mnoho vyhod (nApnesmrguje se, nebobtna), ale na druhé straykazuje omezenou
chemickou a teplotni stabilftuNa zaklad tschto fakti je snahou modifikovat silikagehebo jej

> nebo organickymi polymefy

nahradit zcela jinym na&m, nap. oxidem zirkonitym*
Samostatnou skupinu modernich stacionarnich faefi tmateridly na bézi silikagelovych a
organickych monolit. Nova generace reverznich stacionarnich fazi wjkatepsi stabilitu, jak
chemickou, tak teplotni, vySSi selektivitu a separacinnost. Hlavni pednosti &chto fazi je, Ze jsou
na nich vyraz#é potlaieny nezadouci interakce typické pro latky baziokeghy.

Vyznamnym trendem je v séasné dob miniaturizace nejen kolon, ale i ostatnit¢hsti
kapalinového chromatogrdfu® Vyhodou miniaturizované HPLC, niap kapilarni kapalinové
chromatografie (cLC), je velmi mala speiba vzorku, maly gitok mobilni faze, s tim spojena jeji
nizsi spoteba, a mensi chromatografick@a&ni vzorku v kolog, coz gnési vyssi citlivost detekce.

V cLC se pouzivaji kolony, respektive stacionardef jako v klasické HPLC, ale liSi se velikosti
vnitiniho paimeéru, délkou kolony, fipadre velikosticastic a pdk sorbentu.

RP HPLC a RP cLC jsouitezité a @inné metody identifikace a kvantifikace pejftid
proteini, jejich derivali nebo jejich metabolit Peptidy a proteiny jsowastym pedngtem
bioanalytického, farmaceutického a l&keého vyzkumu, proto se ukolem analytického chersikaa
vyvoj U¢inné a vysoce selektivni sepémé metody, kterd umozniékbni velmi slozitych srsi
biologicky aktivnich latek.

Tato diserténi prace je zastena na studium chromatografického chovéani vybranych
biologicky aktivnich pentapeptida nonapeptidl na tech odliSnych typech stacionarnich fazi.



2. Cile disert&ni prace

V disert&ni praci byla pozornost zatiena na studium chromatografického chovani vybranych
biologicky aktivnich pentapeptida nonapeptidl (Tabulka 2.} na fiznych reverznich stacionarnich
fazich (Tabulka 2.2, a to na bazi silikagelu, oxidu zirk@iteho a organickych monalif v riznych
systémech mobilni faze. Na zaktadiskanych dat byly stacionarni faze kriticky parémy a byla

zhodnocena vhodnost jejich pouZiti respektive fiepmezeni pro analyzu peptid

Tabulka 2.1
Prehled pouzitych pentapeptié nonapeptitl

Pentapeptidy

Sekvence aminokyselin

methionin—enkefalin
leucirr—enkefalin
D—-alanirf,leucir—enkefalin

leucir—enkefalinamid

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu
Tyr-Gly-Gly-Phe-LeuNH

Nonapeptidy

Sekvence aminokyselin

arginirt—vasopresin (AVP)

lysin®~vasopresin (LVP)

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-ArbA¢H ,
Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-LyisAEH »

oxytocin (OXT) Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-GIy
arginirf—oxytocin (AVT, vasotocin) Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cy&ro-Arg-GlyNH,
isotocin (ISO) Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-lle-GlifN
deaminoCy5D—-arginin—vasopresin

Mpa -Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-D-Arg-GlyNH
(dDAVP, desmopresin) pa-ty y =y

" 3—merkaptopropionova kyselina; Vasopresinové ajyatnaji mezi Cys 1 a Cys 6 disulfidickyistek.

Tabulka 2.2
Prehled testovanych kolon a jejich fyzik&kthemickych vlastnosti.

Velikost  Specificky  Teplotni

. Vazana o i o
Kolona Nos# i Tvar ¢astic pori povrch limit Rozsah pH
faze ) 5
(R) (m“g) °C)
Supelcosil - »
silikagel C18 kulovity 120 170 60 2-7
C18
Discovery B pentafluor— .,
silikagel kulovity 120 300 70 2-8
HS F5 fenylpropyl
Discovery poly— »
ZrO, ) kulovity 300 30 150 1-13
Zr PBD butadien
) kompaktni
Monolit - - . 200 24 - -
material

Monolity jsou novym materialem a vSechny jeho viasti nebyly jest potvrzeny, proto jsoudhkteré kolonky nevypléné
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3. Vysledky a diskuse

Experimentalni vysledky popsané a shrnuté v disairpraci lze rozdit do 4 ¢asti. V prvni
casti je popsan Waltels test a jeho vysledky ziskané pro pouzité stacidrfaze. DalSi 3asti se dli
podle typu stacionarni faze, ktera byla pouzita sttadium chromatografického chovani vybranych
pentapeptid a nonapeptidl V druhécasti jsou tedy popsany vysledky chromatografickéhovani
peptidi na komegn¢ dostupnych reverznich stacionarnich fazi na baéikagelu, konkrétd na
kolonach Supelcosil C18 a Discovery HS FBeti¢ast tvdi vysledky ziskané s vyuzitim moderni
komekn¢ dostupné faze na bazi oxidu zirk&itého, Discovery Zr PBD a veétvrté ¢asti byl vyuzit
butyl-methakrylatovy monolit jako stacionarni ffze® cLC, ktery byl pipraven na Kate@ analytické

chemie BF UK v Praze.

3.1 Waltersiv test

K charakterizaci a Kklasifikaci stacionarnich fdazyla navrZzenaiada testovacich metod.
Duvodem pro testovani fazi je jejich velka variahilé obtize $ vybéru fazi pro separacirpdevsim
problematickych analyt nag. bazickych latek.

Pred zapoetim experimerit byly vSechny pouzivané kolony otestovany Walteysovestem,
ktery slouzi k charakterizaci stacionarnich fazizaklad dvou grevladajicich interakci v RP HPLC,
hydrofobni a polarni interakce. Na zakiadhoto testu bylo zjigho, Ze vybrané stacionarni faze maji
rozdilné hodnoty hydrofobniho indexu (HI) a liSiisee své polarit (SI) (obr. 3.1.3. Tento vylr
kolon s odliSnymi vlastnostmi vytyiaprostor k dobré charakterizaci segaido chovani vybranych

peptidi a vytv&i prostor pro moznou dvou (vice) dimenzionalni sagia

Supelcosil C18
Discovery HS F5

Monolit

Hodnoty parametr(

Hydrofébni index Silanolovy index

Obr3.1.1
Srovnani kolon podle dosaZzenych hodnot hydrofobiritiexu a indexu polarity.

Dale byl Waltergv test provaén po skokeni jednotlivych optimalizaich kroki, tedy vzdy

po skoreni pouzivani vybrané pufrované mobilni faze. Zdedi vyplyva, Ze pouzivané pufry,
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vodné slozky mobilni faze, nety vyrazny vliv na vlastnosti (HI, SI) testovany&olon. Jedinou
vyjimkou byla zirkoniovd kolona Discovery Zr PBD, d& vlivem pouZivanych pufy

fosforegnanového a octanového, v mobilni fazi doSlo k psklell (0 25 %) a néstu indexu polarity
(0 31 %).

3.2 Silikagelové stacionarni faze

Prvni celek tvéi experimenty provaseé na silikagelovych komé&ne dostupnych stacionarnich
fazich. Jedna se o kolony Supelcosil C18 a DisgoM& F5 od firmy Supelco (Bellefonte, PA, USA).
Prvni zmhovana kolona je klasicka C18 kolona, spedalnaktivovana pro analyzu bazickych latek.
Druha kolona Discovery HS F5 je relativni novinkoa trhu. Jde o silikagelovou stacionarni fazi
s navazanou pentafluorfenylpropylovou skupinou.tdéyp kolon vykazuje, dle udaypyrobce, dobré
tvary pika, velkou stabilitu a kompatibilitu s MS detekci.

Na obou kolonach bylo sledovano chromatografickévani vybranych pentapepiida
nonapeptid v riznych mobilnich f4zich, které byly tkeny organickou slozkou, acetonitrilem (ACN),
a vodnou slozkou, fosfotranovym, octanovym nebo mravanovym pufrem. Cilem bylo dosahnout

rychlé a @inné separace studovanych analyt

3.2.1 Pentapeptidy

Prvni skupinu studovanych anditvori smés 4 pentapeptid(viz. Tabulka 2.). Pro nalezeni
podminek, vhodnych pro separaci tétasinbyly postups optimalizovany nasledujici parametry: pH
a koncentrace pufru, jako vodné slozky mobilni faaetaké porér organické slozky, ACN, a
vybraného pufru.

Vyhodnocenim nagitenych dat bylo zji§ho, Ze smis pentapeptidl byla nejlépe separovana
v mobilni fazi obsahujici ACN-%50? mol-dm™ fosfor&nanovy pufr pH 5,0 22/78 (v/v) na kokon
Supelcosil C18. Separace &hna této kolo& prokehla do 7 min Qbr. 3.2.1.1 Aa vSechny sledované
parametry separace byly vyhovujici (rozliSeRj) & 2,8; symetrie pik (A) < 1,3; &innost vyjadena
poétem pater na metr kolony (tp/m) ~ 38 000).&Snpentapeptid byla na kolog Discovery HS F5
nejlépe separovana v mobilni fazi ACNES? mol-dmi® fosfor&nanovy pufr pH 4,5 22/78 (viviDpr.
3.2.1.1 B. V této mobilni fazi separace p#tta do 10 min s dostateym rozliSenim Rs > 2,8) a
symetrii As < 1,7). Vypaitand @innost separace, vyjgeha pdétem pater na metr kolony, se
pohybovala okolo 26 000 v zavislosti na analytu.

Porovnanim ziskanych vysleidlbyla pro separaci s¥ai pentapeptidl nespors lepsi kolona

Supelcosil C18, tedy klasicka C18 stacionarni faze.
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Obr.3.21.1 A Obr.3.2.1.1B
Optimalizovana separace &sn enkefalifi na kolog Optimalizovana separace &sn enkefalii na kolor
Supelcosil C18; mobilni faze ACN-5:4énol-dm® Discovery HS F5; mobilni faze ACN-8:iénol-dm?®

fosforeznanovy pufr pH 5,0 22/78 (v/v) fosforeznanovy pufr pH 4,5 22/78 (v/v)

Experimentalni podminky: teplota 25 °C;ifmk 1 ml/min; davkovani 1Ql; UV detekce 214 nm. Identifikace bitk(1)

uracil; (2) D—Ala,Leu—enkefalin; (3) Met—enkefali#) Leu—enkefalin; (5) Leu—enkefalinamid

3.2.2 Nonapeptidy

Druhou skupinou analyt u kterych bylo studovano reteni chovani, byly vybrané
nonapeptidy (viZTabulka 2.). Jde o latky struktugnodliSné od pentapepfid Struktura nonapeptid
je tvarena cyklickoucasti uzatenou disulfidickym nistkem a zbyvajicimi 3 aminokyselinami, které
tvoii volny a pro interakce doé pristupny konec.

Analogicky jako v pipact enkefalini byl nejprve sledovan vliv pH a koncentrace pouchty
pufrid, a vliv ponéru ACN a pufti v mobilni fazi na reteimi chovani studovanych nonapeftid
vasopresifl. Vodné slozky mobilni faze byly tveny fosforénanovym a octanovym pufrem.

Vyhodnocenim ziskanych vysledkbyly jako nejvhodgjSi systémy pro separaci 8&sn

nonapeptid vybrany tyto:

kolonaSupelcosil C18
ACN-1-10? mol-dm™ fosfor&nanovy pufr pH 4,5 18/82 (v/v)
ACN-310? mol-dm™ octanovy pufr pH 5,0 20/80 (v/v)
kolonaDiscovery HS F5
ACN-7-10% mol-dm™ fosfor&inanovy pufr pH 6,5 20/80 (v/v)
ACN-510? mol-dm™ octanovy pufr pH 6,5 21/79 (v/v)



Z vysledki pro kolonu Supelcosil C18 vyplyva, Ze vysledné imikfaze maji pi pouziti
rozdilnych pufé podobné hodnoty pH, koncentrace i gomACN a pufru, ale vysledné separace se
znané liSi. Separace v mobilni fazi ACN-fosférenovy pufr se podda do 26 min, ale nedoSlo
k rozckleni Arg- a Lys-vasopresinuR{ ~ 0,6). V systtmu ACN-octanovy pufr nedoSlo ani
v optimalizované mobilni fazi k odtkni isotocinu od uracilut), ostatni analyty byly rozteny do
10 min s dostateym rozliSenim Rs > 1,2). V této mobilni f4zi se znilo elwni paadi analyt
isotocinu, oxytocinu a desmopresinu oproti motdigzi ACN-fosfor&nanovy pufr. Tento fakt ukazuje
na odliSnou selektivitu sep&rdho systému kolony Supelcosil C18 a mobilni fazéNAoctanovy
pufr. Vypaiitana @&innost byla v rozmezi 15 000 — 22 000 tp/m v zé&gislna analytu pro mobilni fazi
ACN-fosfore&gnanovy pufr a 18 000 — 24 000 tp/m v zavislostiamalytu pro mobilni f4zi ACN-
octanovy pufr.

Vysledky na koloa Discovery HS F5 ukazuji, Ze v mobilni fazi ACN-imecnanovy pufr
doSlo k rozdleni vSech 6 vasopresindo 18 min s dostataym rozliSenim Rs > 1,8) a dobrou
symetrii piki (As< 1,3). Ve druhé mobilni fazi ttené ACN-octanovym pufrem se neptitatpiné
rozclit analyty isotocin a Arg-vasotocin a Lys- a Argsopresin aZ na zakladni linii. V této mobilni
fazi opet doslo ke zmainé elwiniho pdadi, kdy isotocin eluoval jako prvni. Vygitana @innost byla
v rozmezi 37 000 — 47 000 tp/m v zavislosti na @ogbro mobilni fazi ACN-fosforénanovy pufr a
17 000 — 30 000 tp/m v zavislosti na analytu prditmd fazi ACN-octanovy pufr.

Z dosazenych vysledkvyplyva, Ze nejvhod¥Si pro separaci sési vasopresii se jevi kolona
Discovery HS F5 a mobilni faze ACN1D? moldm? fosfor&nanovypufr pH 6,5 20/80 (v/v) viz
Obr. 3.2.2.1 DalSim vysledovanym faktem je zim& nestabilita zakladni linigigoouziti mobilni faze

obsahujici octanovy pufr, coz je dano velkou UVaapsi tohoto pufru.
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Obr. 3.2.2.1

Optimalizovana separace &sh vasopresilh na kolo Discovery HS F5; mobilni faze ACN-7-iénol-dm®
fosforeznanovy pufr pH 6,5 20/80 (v/v); teplota 25 °Cifmk 1 ml/min; davkovani 1Ql; UV detekce 214 nm. Identifikace
piki: (1) uracil; (2) Arg-vasotocin; (3) Lys-vasopresfd) Arg-vasopresin; (5) isotocin; (6) oxytociiT) ([desmopresin.



3.3 Zirkoniova stacionarni faze

Ptinos zirkoniovych kolon sgiva predevsim v jejich vynikajici chemické staldlia jejich
teplotni stabili¥&. Separéni mechanismus je zcela odliSny od silikagelovyciok a je zaloZzen na
Lewisow teorii kyselin a zasad.

Zirkoniova kolona Discovery Zr PBD byla pouzita oproptimalizaci separace $si
pentapeptid a nonapeptidl s mobilnimi fazemi obsahujicimi ACN nebo MetOH gakrganickou
slozku a fosforénanovy nebo octanovy pufr jako vodnou slozku. Tyadry, zvIase fosfor&nanovy,
pusobi jako silné lewisovské baze, které &&hto stacionarnich fazich vykazuji vysokoucelusilu.
Teplota byla z&azena jako dalSi optimaligai parametr, protoZze zirkoniové kolony vykazugitsy

teplotni stabilitu v porovnani se silikagelovymaabnarnimi fazemi.

3.3.1 Pentapeptidy

Zirkoniové kolony jsou na trhu relativni novinkoproto nebyl v odborné literate nalezen
Zadny odkaz tykajici se zirkoniovych fazi a sepameptidi. Z tohoto divodu byl jako prvni zkouSen
vliv organického modifikatoru, ACN a MetOH, na natai chovani analyt

Byly pozorovany velké rozdily mezi &ma testovanymi modifikatory Qbr. 3.3.1.).
Z obrazku je patrné, Ze v mobilni fazi obsahuji@t®H doslo ke zrmému prodlouzeni reténich
¢adi a piky byly nesymetrické. Na zaktadantienych vysledk byl pro dalSi mteni jako organicky
modifikator pouzivan ACN.

— Obr. 3.3.1.1
140 24 acetonitril . L, et . , L,
Vliv organického modifikatoru na ret&mi chovani
120
s ol studovanych analyt Mobilni faze obsahovala MetOH /
% wl A ACN a 5-1¢ mol-dm® fosforenanovy pufr o pH 2,0 50/50
g 60 L (v/v); teplota 25 °C; pitok 1 ml/min; davkovany objem
wf 3 2 . 10ul; UV detekce 214 nm. Identifikace ik (1) uracil, (2)
oF 3 4 D-Ala-Leu-enkefalin, (3) Met-enkefalin, (4) Leu-esfhlin,

P (5) Leu-enkefalinamid

t, min

Déle bylo optimalizovano pH a koncentrace fostaemového pufru, a pafn ACN a tohoto
pufru v mobilni fazi. Jak jiz bylo uvedeno, zirkomé stacionarni faze jsou diky svym vlastnostem
vhodné pro pouziti za vysSi teploty, proto bylaleléna i teplota jako dalSi optimaléré parametr.

Z vysledki optimalizace vyplyva, Ze nejvhog&ii podminky pro separaci $81 4 pentapeptid
na zirkoniové kolo# jsou ACN-510% moldm™ fosforesnanovypufr pH 2,0 45/55 (v/v) i teplot
70 °C Qbr. 3.3.1.2. Za tchto podminek doslo k rozléni vSech 4 enkefalintémet na zakladni linii
do 7min R 1,9-2,9;As < 1,4; tp/m ~ 20 000). Oproti silikagelové kotoSupelcosil C18 doslo
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k zanené elwniho pdadi D-Ala, Leu-enkefalinu, ktery na silikagelovéld® eluuje jako druhy
v paradi a na kolo& Discovery Zr PBD jako i@dposledni. Vyhodou zirkoniové kolony Discovery Zr
PBD je moznost pouziti sinkyselé mobilni faze (pH 2,0) bez nebedpeosSkozeni kolony, jak je

tomu u silikagelovych kolon.

160 Obr. 3.3.1.2

160 2 3

1a0.] Optimalizovana separace &snenkefalii na kolo Discovery
120 ] 5 Zr PBD; mobilni faze ACN-5-10mol-dm® fosforenanovy pufr
1007 pH 2,0 45/55 (v/v); teplota 70 °C; ok 1 ml/min; davkovani

80

Odezva, mAU

10 ul; UV detekce 214 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) Met-

604

40 H enkefalin; (3) Leu-enkefalin; (4) D-Ala,Leu-enkefal (5) Leu-

204

enkefalinamid.

3.3.2 Nonapeptidy
Druhou skupinou peptid u kterych byl na kolah Discovery Zr PBD studovan vliv

optimalizanich parametr (pH, typ a koncentrace pufru, pémACN a pufru) na retemi chovani,
byly nonapeptidy. Mobilni faze byla slozena z AGako organického modifikatoru, a vodné slozky,
reprezentované fosfareanovym nebo octanovym pufrem. Z ngenych dat vyplyva, Ze
v testovanych systémech mobilnich fazi bylo dosazés@gsné separace nonapeftitia koloré
Discovery Zr PBD, konkrétnv téchto mobilnich fazich:

ACN-710? mol-dm™ fosfor&nanovypufr pH 10,0 18/82 (v/v), teplota 50 °Olfr. 3.3.2.1 A

ACN-610% mol-dm™ octanovypufr pH 6,5 18/82 (v/v), teplota 40 °Okr. 3.3.2.1 B

Z porovnani chromatogramvyplyva, Zze mobilni faze obsahujici ACN-fosfemanovy pufr je
pro separaci nonapeptid/yhodrgjSi. Isotocin sice eluoval v mrtvétase {.,), ale ostatnich 5 anaiyt
bylo separovano do 7 min s dobrym rozliSenRan(in 2,9), symetrii pik (As max 2,0) a vypditana
acinnost kolony se pohybovala v rozmezi 24 000 —@3 tp/m v zavislosti na analytu. Separace vSech
6 vasopresiin v mobilni fazi obsahujici ACN-octanovy pufr peditta do 20 min, ale piky nemajfifis
dobrou symetriids 1,1 — 2,9), na druhé straoslo kéast&énému oddleni isotocinu od uracilut).

V mobilni fazi obsahujici octanovy pufr je @ppatrny vyrazajsi Sum zékladni linie, a proto je i
celkova odezva detektoru podstatnizsi. Vypaitand @innost kolony pro tuto mobilni fazi byla
v rozmezi 5 000 — 22 000 tp/m v zavislosti na amnaly
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Obr.3.3.2.1 A Obr.3.3.2.1 B

Optimalizovana separace &sn vasopresiih na kolok Optimalizovana separace &sn vasopresiin na kolor
Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-7-fmol-dm® Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-6-Fmol-dm?
fosforeznanovy pufr pH 10,0 18/82 (v/v) teplota 50 °C octanovy pufr pH 6,5 18/82 (v/v) teplota 40 °C

Experimentalni podminky: prok 1ml/min; davkovani 1Ql; UV detekce 214 a 230 nm. Identifikace {ik1) uracil; (2)

isotocin; (3) oxytocin; (4) Arg-vasotocin; (5) Argsopresin; (6) Lys-vasopresin; (7) desmopresin

3.4 Butyl-methakrylatové monolitické stacionarni fae

Poslednicast diserténi prace je ¥novana studiu chromatografického chovani nonapiemied
modernim sepataim médiu, monolitu. Monolitické kolony maji své anamné misto v kapilarni
kapalinové chromatografii (cLC). Separace #ehto stacionarnich fazich nazoge dobry trend a
vzrista i jejich pouziti diky portng snadné pipravs®.

U monolitickych materid na bazi butyl-methakrylatu ségaipoklada $tSi chemicka a teplotni
stabilita nez u silikagelovyckiasticovych materiél Nevyhodou dchto fazi je zatim jejich menSi
separani innost oproti silikagelovym fazim.

Priprava butyl-methakrylatovych monolitickych stacgionich fazi sp&iva v naplgni vhodreé
promyté a pipravené kemenné kapilary polymerizai snesi. Tato snmas se skladala z 0,4 % hm. 2,2—
azobisisobutyronitrilu jako iniciatoru; 17,8 % hroutyl-methakrylatu jako furdkiho monomeru;
21,8 % hm. ethylen—dimethakrylatu jak@asiaciho monomeru; 42,0 % hm. propan-1-olu a 18,0 %
hm. butan—1,4—diolu jako porogennitioidla. Po polymerizaci byly kapilary upraveny naninou

délku 15 cm a nasledmouzity pro separaci peptidt modu cLC.
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3.4.1 Nonapeptidy

Pro zisk&ni experimentalnich dat bylo postupovstegt® jako @i studiu retesniho chovani
analyti na silikagelovych fazich a zirkoniové stacionafédi. Byl tedy sledovan vliv typu pufru
(fosfore&nanovy, octanovy a tetraboritanovy), jeho pH, koriee a porr ACN a g@islusného pufru
v mobilni fazi.

Pouzitim mobilni faze obsahujici ACN-fosfonanovy pufr byly ziskany celkem slibné
vysledky, pod#lo se oddlit jednotlivé vasopresiny, i kdyZz doba analyzy d&ydlouha ~ 40 min.
BohuZel v prosedi tohoto pufru doslo k poruseni vazeb mezi méelia stnou kapilary a tim
padem k vytldeni monolitu z kapilary. Naslednbyly hledany jiné vhodfsi pufry. Na zaklag
predchozich experimeintv ramci této prace byly vybrany dva, a to octanavietraboritanovy pufr.
Tetraboritanovy pufr umaiije méfeni v silé bazické oblasti, ktera se pro separaci vasopresinu
oswdcila na koloré Discovery Zr PBD.

Dle ziskanych vysledk se jako nejvhodf)Si mobilni faze jevila faze t¥ena ACN-
3102 moldm™ octanovympufrem pH 4,5 3/97 (v/v) nebo ACNIO? mol-dm™ tetraboritanovypufr
pH 7,7 8/92 (viv).

V mobilni fazi obsahujici ACN-octanovy pufr se piibb rozdlit vSech 6 nonapeptiddo
45 min. Zaznam byl vSak o&p zatizen znénym Sumem zakladni linie. V mobilni fazi ACN-
tetraboritanovy pufr byly sice rozkkny vSechny analyty do 25 min, ale rozliSeniapikebylo
dostaténé a ani symetrie piknebyla dobra.

Porovnanim separace studovanych anahg butyl-methakrylatovém monolitu se separaci na
kolon¢ Supelcosil C18 v mobilni fazi ACN-octanovy pufr&im u monolitu ke zraému prodlouzeni
retertnich ¢ash a nepodilo se od sebe odtit Arg- a Lys-vasopresin. Zamila se i selektivita tohoto
systému oproti silikagelovym kolonam Supelcosil G1Biscovery HS F5. Vypé&tana @innost na
butyl-methakrylatovych monolitech byla z testovamygtacionarnich fazich nejnizsi (2 400 — 10 000
tp/m), ale vzhledem k tomu, Ze se jedna o expeliateinkolonu, je zde mozny dalSi vyvoj a prostor

pro zlepSeni.
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4. Shrnuti

Cilem této disertani prace bylo studium retémiho chovani dvou skupin pepiidoentapeptid a
nonapeptid, v riznych sepatamich systémech t¥enych rozdilnymi stacionarnimi a mobilnimi
fazemi. Na zaklatl podrobného experimentélniho popisu sefpdch systém Ize nasledé zvolit
nejvhodrjSi separéni systém pro vybranou ssanalyi.

Do disert&ni prace byly vybrany typavodliSné kolony, Supelcosil C18, Discovery HS F5,
Discovery Zr PBD a butyl-methakrylatovy monoliteké jsou zastupci silikagelovych a zirkoniovych
ndphovych stacionarnich fazi, a také moderniho mowr&kto separamiho média na bazi polymeru.
Zvolené kolony jsou typay relativie nové a pedstavuji nové moznosti v separacich biologicky
aktivnich latek.

Nejprve byly vSechny pouzivané kolony otestovanyaltdfsovym testem, ktery slouzi
k charakterizaci reverznich stacionarnich fazi. Sleipirt studovanych stacionarnich fazi jsou
zastoupeny na zakladrysledki Waltersova testu jak kolony s odliSnou polarittak i s rozdilnou
hydrofobnosti. Tento vy kolon s dostat®¢ odliSnymi vlastnostmi vytwd prostor k dobré
charakterizaci sepamiho chovani zvolenych analypiipadré k nasledné optimalizaci podminek pro
separaci peptidv dvou- nebo vice-dimenzionalnim systému.

Reterni paadi separovanych pentapefitidylo na vSech studovanych stacionarnich fazich
stejné. Vyjimku tvaéil D-Ala, Leu-enkefalin, ktery na kol@n Supelcosil C18 eluoval jako prvni
v paradi a na kolonach Discovery HS F5 a Discovery ZDRdko teti. Zména retence daného analytu
ziejm¢ souvisi s rozdilnou polaritou danych stacionarrfiéi, neb@ vice je zmihovany enkefalin
zadrZzovan na polagsich stacionarnich fazich. NejlepSi separace diska rozliSeni Rs > 2,8),
symetrie pik (As< 1,3), &innosti kolony (~ 38 000 tp/m) a doby analyzy (dminut) byla dosazena
na koloré Supelcosil C18 v mobilni fazi obsahujici ACN-5%Ifiol-dm? fosforesnanovy pufr pH 5,0
22178 (viv).

Pri studiu retetiniho chovani nonapepfticha tiznych typech stacionarnich fazi byly pozorovany
nasledujici dlezité zobetujici poznatky: isotocin té#i ve vSech studovanych separich
systémech, krotnkombinaci Discovery HS F5/fosfamanovy pufr a Supelcosil C18/fosféreanovy
pufr, eluoval v mrtvémc¢ase. Druhym poznatkem bylo problematick8ledi nonapeptidl Lys-
vasopresinu a Arg-vasopresinu, které se liSi pgegmou aminokyselinou (lysin nebo arginin)
umiseénou v poloze 8 aminokyselinovéttettzce. Tuto dvojici analyit se nepoddo rozcklit az na
zakladni linii v Zzadném z nasledujicich systéi@upelcosil C18/fosfotmanovy pufr a Supelcosil
Cl18/mravenanovy pufr, Discovery HS F5/octanovy pufr ani butythakrylatovy monolit/octanovy
pufr. Z popsané skutaosti vyplyva, Ze nejlepsi studovany sepafaystém pro nonapeptidy je tem
kolonou Discovery HS F5 a mobilni fazi obsahuji€M7-10° mol-dm® fosfor&nanovy pufr o pH

6,5 20/80 (v/v). V tomto sepamaim systému doSlo k roziéni vSech Sesti vasopresinlo 20 min
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s dostatenym rozliSenim Rs >1,8 a symetrii pik (As~1,1). Vypctitand @innost kolony
v optimalizované mobilni fazi se pohybovala v irtu 37 000 — 47 000 (tp/m) pro dany analyt .

NejcitlivéjSim analytem na zému sloZzeni mobilni faze byl desmopresin, jehoZntgtechovani
vykazovalo nejintenziwjSi zavislost na zem¢ pH a koncentrace vybraného pufru. Desmopresin se
odliSuje od ostatnich analyzovanych nonapéptufitomnosti 3-merkaptopropionové kyseliny na
zatatku svého aminokyselinovétietzce, tedy na C konci. Absence aminokyseliny cyst®ipozici
1, ktera byla nahrazena karboxylovou kyselinou bbgai siru, je pravgbodobr zodpowdna za jeho
odlisné chovani.

Na zavr lIze fici, Ze nové stacionarni faze v danérfippct modifikované silikagelove,
zirkoniové nebo monolitické, jsou dobrou a zajimavaoznosti pro separaci biologicky aktivnich
peptidi ke ,klasickym*“ C18 fazim.

Zirkoniové stacionarni faze jsou sice vhodnouraétvou k silikagelovym no&im, ale v naSem
piipadt neposkytly lepSi separace &npentapepti@l i nonapeptid nez kolony silikagelove.

Trend miniaturizace HPLC nabyva v dnedni @dota vyznamu, festo vykr a dostupnost
stacionarnich fazi pro cLC je oproti klasické kapalé chromatografii stadle omezeny. Tento
nedostatek by mohl byt odsteam i pomoci kapilarnich monolitickych kolon. Sepaana
monolitickych kolonach naziaji dobry trend a viista i jejich pouziti, diky posmné snadné
piipraw. Monolitické kolony ale jestvyZzaduji dalSi vyvoj v oblasti technologie jejighiipravy a
nasleds jejich aplikaniho vyuZziti. Tento fakt potvrzuji i nejnizsi hodgaicinnosti testované kolony

zjisténé pro jednotlivé analyty.
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