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Nézev prace: Separace molekularnich sond pomoci kapilarni elektroforézy

Oligonukleotidy jsou organické molekuly, které nachéazeji uplatnéni v oblastech jako je
biotechnologie, molekularni biologie, diagnostika a terapie. Pro pouziti oligonukleotida
jako molekularnich sond je nutné oligonukleotidy kovalentné modifikovat napf.
fluorescenénim barvivem a zhaSeCem. Produkty téchto znacicich reakci jsou dvojité
znacena oligonukleotidova sonda, ale také vedlejsi produkty, jako je neznaceny
oligonukleotid a oligonukleotidy znac¢ené bud’ fluorescencnim barvivem nebo zhasecem.
Separace takto dvojit¢ zna¢enych oligonukleotidovych sond byla dosud provadéna pouze
v chromatografickych podminkach. Cilem této prace je prozkoumat vyuziti kapilarni
elektroforézy pro tuto separaci. Konkrétné bylo zkouméno pouziti kapilarni elektroforézy
pro separaci oligonukleotidovych sond jednoduse znacenych BHQ zhaSecem od dvojité
zna¢enych BHQ zhaSecem s fluorescenénim barvivem 6-FAM (BHQ-FAM) a jednoduse
znacenych oligonukleotidovych sond azaftalocyaninovym zhaSecem (PCQ) od dvojité
znaenych azaftalocyaninovym zhaseCem a fluorescencnim barvivem 6-FAM (PCQ-
FAM) nebo Cy5 (PCQ-CyS5). Pozoruhodné je, Ze planarni a hydrofobni struktura
azaftalocyaninového zhasece se 1i$i od dosud pouzivanych zhasecu, a proto 1ze separaci
molekul znacenych azaftalocyaninem povazovat za novou vyzvu.

Experimentalni podminky pro elektroforetickou separaci jednoduSe znacenych sond
BHQ od dvojité zna¢enych sond BHQ-FAM a také jednodusSe znacenych PCQ od dvojité
znacenych sond PCQ-Cy5 byly kompletné optimalizovany. Oddéleni PCQ od PCQ-FAM
sond vSak vyzadovalo 40 minut. PouZité elektroforetické podminky pro separaci BHQ od
BHQ-FAM a PCQ z PCQ-Cy5 jsou vhodnéjsi nez u HPLC. Nicméné separace pomoci
HPLC za izokratickych podminek a s acetonitrilem jako organickym rozpoustédlem se

zda byt vhodnéjsi pro separaci PCQ a PCQ-FAM.
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Title of Thesis: Separation of molecular probes by capillary electrophoresis

Oligonucleotides are organic molecules which find their application in fields such as
biotechnology, molecular biology, diagnosis and therapy. For the use of oligonucleotides
(ON's) as molecular probes, it is necessary to covalently modify the ON's for example
with a fluorescent dye and a quenching moiety. The products of this labelling reactions
are the required double labelled ON probe, but also side products like the unlabeled ON
and the ON’s labeled either with the fluorescent dye or the quencher. Consequently, the
products of this reaction must be separated, which represents the focus of this diploma
thesis.

The separation of these double labeled ON probes has been so far only performed by
chromatographic approaches. The aim of this thesis is to explore the use of capillary
electrophoresis for that separation. Specifically, the use of capillary electrophoresis was
investigated for the separation of a) single-labeled ON probe with BHQ quencher from a
double-labeled ON probe with a BHQ quencher and a fluorescent dye 6-FAM (BHQ-
FAM) and b) single-labeled ON probe with an azaphthalocyanine quencher (PCQ) from
a double-labeled probe with azaphthalocyanine quencher and fluorescent dye 6-FAM
(PCQ-FAM) or Cy5 (PCQ-Cy5). Noteworthy, the planar and hydrophobic structure of
the azaphthalocyanine quencher is different from the types of quenchers used so far and
thus the separation of azaphthalocyanine labelled molecules can be considered as a new
challenge.

The experimental conditions for the electrophoretic separation of the single-labeled BHQ
from double-labeled BHQ-FAM probes as well as of the single-labeled PCQ from double-
labeled PCQ-Cy5 probes were completely optimized. However, the separation of the
PCQ from PCQ-FAM probes required 40 minutes. The used electrophoretic conditions
for the separation of BHQ from BHQ-FAM and PCQ from PCQ-Cy5 are more suitable
than when HPLC is used. However, separation by HPLC under isocratic conditions and
with acetonitrile as an organic solvent appears to be more suitable for the separation of

PCQ and PCQ-FAM.
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Seznam pouzitych zkratek

AzaPC
BHQ-1
BHQ
BHQ-FAM
CD
CEC
CGE
CIEF
CITP
CMC
CTAB
Cy5
CZE
DAD
EOF

Fe

Fr
MEEKC
MEKC
MES
OLIGO
PCR
PCQ

PCQ-FAM

PCQ-Cy5

PEG

pl

PVA
SDS

azaftalocyaninovy zhasec

black hole quencher

jednoduse znacena oligonukleotidova sonda BHQ-1 zhasecem
dvojité znacena oligonukleotidova sonda BHQ-1 zhasecem a 6-FAM
cyklodextrin

kapilarni elektrochromatografie

kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni isoelektrickéd fokusace

kapilarni izotachoforéza

kritickd micelarni koncentrace

cetyltrimethylamonium bromid

tetramethylindo(di)-karbokyanid

kapilarni zonova elektroforéza

diode array detector

elektroosmoticky tok

elektricka sila

tieci sila

mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie

micelarni elektrokineticka chromatografie
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina

neznacena oligonukleotidova sonda

polymerazova fetézova reakce

jednoduse znacend oligonukleotidovd sonda azaftalocyaninovym
zhaSecem

dvojité znacena oligonukleotidova sonda azaftalocyaninovym zhaSecem a
6-FAM

dvojité znacena oligonukleotidova sonda azaftalocyaninovym zhase¢em a
Cy5

polyethylene glykol

isoelektricky bod

polyvinylalkohol

dodecylsiran sodny
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THF tetrahydrofuran
Tris tris(hydroxymethyl)aminoethan
6-FAM 6-karboxyflurescein
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1. Uvod

Pouzivani oligonukleotidovych sond v biologii, biochemii, analytické chemii a genetice
se stava ¢im dal tim popularné;si. Nemodifikované oligonukleotidy se nejcastéji vyuzivaji
jako primary v polymerazové fetézové reakci (PCR) [1][2]. AvSak nejCastéji je potieba
oligonukleotidy modifikovat. Nejcastéji se jednd o modifikaci na 5-konci
oligonukleotidového fetézce fluorescenénim bavivem a z 3-konce zhaSeCem, ktery je
zodpoveédni za zhaseni fluorescence vyvolané fluorescen¢nim barvivem. Vyuziti téchto
oligonukleotidovych sond se nadale rozsifuje po zavedeni technologiec DNA ¢ipu, ktera
je zaloZzena na sérii oligonukleotidii chemicky vazanych na vhodny plochy povrch. [2]
Kromé¢ toho lze oligonukleotidové sondy povaZzovat za aptamery, které mohou byt po
vazbé na bunécné receptory translokovany do vnitra buiiky, coZ z nich ¢ini uZitecné cilené
dorucovaci nosic¢e pro malé interferujici RNA, mikro RNA a konvenéni 1éky. [3]

Centrem ziajmu mé prace je zkoumani elektroforetického chovani jednotlivych
oligonukleotidovych sond. Detailné je posana jejich elektroforeticka separace ve vodném
prostfedi. Nadale diskutuji vliv pfidavku organickych rozpoustédel, surfaktantii a
cyklodextrint do  zakladndho elektrolytu na  elektroforetickou  separaci
oligonukleotidovych sond. Elektroforéza dosud nebyla pouzita na analyzu
elektroforetické pohyblivosti téchto dvojité¢ znacenych oligonukleotidovych sond. Z toho
divodu je ¢ast prace vénovana porovnanim vysledki dosaZzenych na elektroforéze s

vysledky dosazenych HPLC metodou.

13



2. Teoreticka ¢ast: Kapilarni elektroforéza

Jedna se o analytickou metodu, ktera na zéklad¢ vlozeného napéti separuje ionty podle
jejich  elektoroforetické  pohyblivosti.  Elektroforeticka  pohyblivost, nebo-li
elektroforetickd mobilita, je zavisla na téchto faktorech: viskozita a pH prostfedi, vlozené
napéti, polomér a ndboj daného iontu. Rychlost migrace analyti je mimo jiné zavisla na
elektrickému proudu v systému. Jinymi slovy, ¢im je vétsi elektricky proud prochazejici
kapilarou, tim krat$i bude migracni ¢as. V tomto systému jsme schopni separovat
kationty, anionty i neutradlni molekuly. Pokud jsou dvé molekuly stejn¢ veliké, lisi se
jejich migracni Cas podle poc¢tu nabojl pritomnych na danné molekule. Ta molekula, ktera
ma veétsi pocet ndbojil se bude pohybovat v systému rychleji. Naopak pokud mame dvé
molekuly se stejnym poctem nabojli, rozliSuji se podle velikosti. Jak z logiky véci
vyplyva, ¢im mens$i bude molekula, tim mensi bude odpor prostfedi a tim se bude
pohybovat rychleji. I drobné odliSnosti ve struktufe molekul mohou vést k jejich uspésné
separaci. Pokud budeme hovofit o separaci neutralnich molekul, tak ta lze realizovat
pomoci piidavku aditiv naptiklad ve formé surfaktantl tvotici micely. Elektroforéza ma
Siroké vyuziti, pficemz nejcastéji 1ze na elektroforézu narazit pti analyze DNA, fragmenti

DNA a proteinti. [4]

2.1. Historie

Snahy o prvni vyuziti kapilarni elektroforézy zacaly jiZz v roce 1892, kdy byla popsana
migrace anorganickych ¢astic v elektrickém poli. Roku 1930 se Arne Tiselius zapsal do
historie jako védec, ktery poprvé zkonstruoval elektroforézu jako takovou. Podatilo se
mu piedvést pokus, kde dokazal migraci a separaci proteini krevniho séra ve vodné fazi
(roku 1948 mu za tento poznatek byla udé€lena Nobelova cena). Na Tiseliovu praci
navéazali védci J.W. Jorgenson a K.D. Lukacsova, ktefi poprvé demonstrovali uc¢innost
separace v kapilare, kterd diky velkému poméru povrchu k objemu eliminovala moznost
prehiati systému. Diky veliké UC€innosti separace se kapilarni elektroforéza stala
oblibenou technikou v analyze iontd. Dokazuje to vyuZiti kapilarni elektroforézy v fade¢

oborti: analytick4 chemie, toxikologie atd. [4][5]
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2.2.  Princip elektroforézy

Elektroforetickd separace je dana rozdilem v rychlosti migrace délenych latek. Rychlost
iontu, neboli ‘ion velocity‘, je definovana:
Rovnice ¢. 1:
v =UuE
pficemz v = rychlost iontu

U= elektroforetickd mobilita

E= intenzita elektrické pole [V/cm]
Elektrické pole lze definovat jako podil napéti a délky kapilary. Z této funkce vyplyvaji
jednotky V/cm. Elektroforetickd mobilita (1, ) je charakteristickou konstantou pro urcity
iont a mize byt odvozena z rovnice ¢. 2. Na iont ptisobi dvé sily: elektric force (Fg),
neboli elektricka sila, ktera ptisobi na danou molekulu v systému a frictional force (Fr),
neboli tfeci sila, kterd ma opacny vektor nez elektricka sila.

Rovnice ¢. 2:

_ Elektric force (Fg)
" Frictional force (Fr)

Ue

Elektrickou silu (F) lze vyjadtit jako:
Rovnice €. 3:
Fg =qE
Tteci sila (Fr) je vyjadiena rovnici €. 4:
Rovnice ¢. 4:
Fr = —6mmrv
kde g = naboj iontu
1 = viskozita roztoku
r = iontovy polomér
v = rychlost iontu
Pokud jsou obé sily (elektricka a tfeci) v rovnovaze tak nastava takzvany ustaleny stav.
Tento jev lze vyjadfit rovnici €. 5:
Rovnice ¢. 5:
qE = 6mmrv
Vliv fyzikalnich parametrt na elektroforetickou mobilitu, je odvozen dosazenim rovnice

¢. 5 do rovnice €. 1. Z této rovnice je patrné, ze malé molekuly nesouci velky ndboj maji
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vysokou mobilitu. Naopak vétsi molekuly s malym nabojem se budou pohybovat
pomaleji:
Rovnice €. 6:

__4
6mmr

Musime si uvédomit, Ze mobilita, kterou mizeme dohledat v tabulkach ve formé

He

konstanty, je urCena za idealnich podminek. V tomto piipad¢ je konstanta uvadéna
v podminkach plného iontového naboje a za nekonecného fedéni. U experimentu se
setkdme s pojmem efektivni mobilita, ktera je siln¢ zavisla na pH (pKa analytu) a slozeni

daného pufru. [6]

2.3.  FElektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF — electroosmotic flow) je objemovy tok elektrolytu
v kapilare, ktery vznika dasledkem negativniho néboje vznikajiciho na vnitini sténé
kifemenné kapilary diky deprotonizaci -SiOH skupin. Vznika v ptipadé aplikace napéti na
kapilaru naplnénou elektrolytem. Opacné nabyté ionty (protiionty), v tomto piipadé
kationty, zacnou vytvaret vrstvu pfiléhajici na negativné nabity povrch kiemenné
kapiléary. Tato dvojvrstva se bez piidaného napéti ustali a vytvari potencial zvany ‘zeta
potencial‘. Kationty, které jsou v blizkém kontaktu se sténou kapilary, jsou fixované
atvofi tzv. Sternovu vrstvu. Naopak vzdalen¢jsi kationty tvoii pohyblivou ¢ast
dvojvrstvy, nebo-li difuzni vrstvu. S pfidanym napétim se kationty difuzni vrstvy za¢nou
pohybovat smérem ke katod€. ProtoZe se jedna o solvatované ionty, unaseji cely vnitini
obsah kapilary. Tomuto jevu fikdme elektroosmoticky tok. [6][7] EOF ovladéa dobu, za
kterou elektrolyt projde kapilarou. Pomoci akcelerace nebo suprese EOF lze velmi
efektivnim zpisobem ovlivnit rychlost analyzy a separaci analytl. [6] Velikost EOF lze
popsat jednoduchou rovnici vyjadiujici elektroosmotickou mobilitu. [6][7]

Rovnice ¢. 7:

€

UgoF = EEC

kde €= dielektricka konstanta
n = viskozita
E= sila elektrického pole
€ = zeta potencial
V ptipadé€ elektroforézy patii kiemenna kapilara k nejpouzivanéjSim. Tato kapilara ma

vnitii stranu pokrytou -SiOH skupinami. Pfi ionizaci (deprotonizace) tohoto povrchu
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vzniké negativni naboj -SiO™. Patrny elektroosmoticky tok vznika kolem pH 4. [6]

Vznikajici EOF na zaklad¢ aplikovaného napéti je znazornén na obr. 1.

.I_

Electroosmotic Flow (EOF)

Obr. 1 EOF vznikajici na zdklad¢ aplikovaného napéti [pfevzato a upraveno z reference
8] : Negativné nabyty povrch kapilary (1) je obklopeny opacné nabytymi ionty. Silné
vazané ptiléhajici ionty tvofi Sternovu vrstu (2). Na Sternovu vrstvu piiléha difuzni

vrstva (3), kde ionty nejsou plné fixované. [9]

Zeta potencidl je zavisly na velikosti ndboje na povrchu kapilary. Tento néboj je silné
ovlivnitelny pH wuvniti kapilary. Pokud bude hodnota pH > 9 dochazi k Uplné
deprotonizaci silanolovych skupin, coz vede i ke zvySeni zeta potenciélu. [4] Mezi dalsi
faktory, které mohou ovlivnit zeta potencial, patfi iontova sila pufru. V ptipadé vysoké
iontové sily pufru dochédzi ke kompresi dvojvrstvy, z€ehoz vyplyva sniZeni zeta

potencialu a ve finale 1 sniZeného elektroosmotického toku. [6]

2.3.1. Vyuziti EOF

Diky tomuto jevu lze v jednom vzorku analyzovat jak anionty tak 1 kationty spole¢né
s neutralnimi molekulami. [6] Za normanlnich podminek zobrazenych na obr. 2 (coz je,
negativné nabyta sténa kapildry), se budou anionty pohybovat nejpomaleji. Tento jev se
da jednoduse vysvétlit jejich opacnou elektroforetickou mobilitou (smérem k anodg),
jejiz vektor ma opacny smeér nez vektor elektroosmotického toku. Vysledny vektorovy
soucet bude niz$i nez pro neutralni molekuly a kationty (viz obr. 2). Naopak kationty
budou mit nejrychlej$i migracni cas, protoze jejich elektroforetickd mobilita piisoba

aditivné na EOF. [6][7]
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Obr. 2 Vliv elektroosmotického toku na pohyblivost jednotlivych iontl [pievzato

z reference 10]

2.3.2. Modifikace EOF

Zakladni kdmen kontroly elektroosmotického toku je alterace néboje kapilarni stény nebo
zména viskozity pufru. Nejjednodussi zptsob jak zpomalit EOF je sniZeni elektrického
pole v systému. V momenté snizené¢ho elektrického pole dochézi nejen ke zménam v
rychlosti analyzy ale i G¢innosti separace. Tato zména je obzvlast’ patrna u analyt
migrujicich proti EOF, kde pfili§ silny EOF nedovoli jejich separaci. Z praktického
hlediska se nejvetsi zmény v EOF docili zvySenim nebo snizenim pH pufru. Hlavni

nevyhoda zmény pH je, ze miiZze ovlivnit stabilitu a rozpustnost analytt. [6][7]

Dale 1ze také silu EOF ovlivnit zmé&nou koncentraci nebo iontové sily pufru. Radikalné;si,
ale Casto vyuZzivany princip modifikace EOF, je modifikace kapilarni stény. Kapilaru Ize
potdhnout riznymi polymery, ktery velmi vyrazné zpomali ¢i zrychli EOF. Ptiklady
polymerti pouzivanych pii potahovéni kapilary jsou: polyvinylalkohol, polyakrylamid
atd. (vice viz kapitola ¢. 2.6.7.1.). Nevyhoda tohoto kroku je ta, Ze potazenou kapilaru

nelze vratit do zcela piivodniho stavu. [6][7]

Ve vétsing pripadi je EOF pozitivni a chtény. Nékdy se ale stava, napiiklad u analyzy za
vysSich hodnot pH, Ze je EOF moc silny. Tento jev vede k pfedcasné eluci analytu bez
moznosti separace. Naopak pii snizovani hodnoty pH muze dojit k adsorpci na negativné
nabitou sténu kapilary columickymi silami. Tento jev je velmi problematicky u separace
bazickych proteinti. Mody jako isotachoforéza, isoelektricka fokusace a kapilarni gelova
elektroforéza profituji z redukce EOF. [6] Pfehled jak 1ze modifikovat EOF je zndzornéno
v tab. 1.
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Tab. 1 piechled moznosti jak ovlivnit EOF [pfevzato a upraveno z reference 11]

zesiluje pfi vyssich

Proménna Vysledek Poznamka
Elektrické pole Umérna zména EOF Opatrné s Joulovym
teplem
Zména pH EOF se zeslabuje pfi | Nejlepsi metoda kontroly
nizsich hodnotach a | EOF, ale muze ovlivnit

naboj analyta

lontova sila

Zvyseni koncentrace
elektrolytu vede ke snizeni

zeta potencialu a EOF

Vysoké iontova sila vede
ke zvyseni  elektrického

pole a Joulova tepla

Pridavek organické slozky

Snizuje zeta potencidl a

EOF

Komplexni efekt

Surfaktanty Adsorbuje se na kapilarni | Anionické surfaktanty
sténu pomoci hydrofobnich | zvySuji EOF;
nebo iontovych interakci Kationické surfaktanty
snizuji nebo Uplné otace;ji
EOF
Neutralni hydrofilni | Adsorbce na  kapilarni | Snizuje EOF  pomoci
polymery sténu pomoci hydrofobnich | stinéni naboje na
interakci kapilarnim  povrchu a
zvySuje viskozitu
Kovalentni potazeni | Chemicky navdzané na | Mnoho moznosti
kapiléarni stény kapiléarni sténu modifikace EOF

Teplota

Zména viskozity

Jednoducha kontrola

2.4.

Instrumentalni nastaveni

Nejcastéji se instrument kapilarni elektroforézy sklada ze zdroje vysokého napéti,

autosampleru, kapilary, detektoru, termostatu a pocitae. Zdroje vysokého napéti je

napojen na elektrody (viz obr. 3). Kapilara je nejcastéji kiemenna a zvnéjSku potazena

polyimidem. Z kazdé strany je kapilara s elektrodou ponofena do vialky obsahujici

elektrolyt. [4]
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Obr. 3 schéma kapilarni elektroforézy [pievzato a upraveno z reference 12]

2.4.1. Davkovani

Davkovani je provadéno v fadech nanolitrti. Mezi nejcastéjsi princip davkovani vzorku
do kapilary patii hydrodynamické ddvkovani. Princip spociva v aplikaci pfiméten¢ho
mnozstvi tlaku po dobu nékolika mélo sekund. Nastiik je nejcastéji provadén silou

100 mbar po dobu 5 s. [13]

2.4.2. Ptiprava kapilary

Prvni krokem pfipravy je naméfeni potiebné délky kapilary a oznaceni detekéniho
okénka. Rez provadime keramickym nozem. Nutné je také opalit polyimid v misté
detekéniho okénka (viz obr. 4) a na obou koncich, které budou ponoteny do elektrolytu.
Radné ocistime kapilaru po opaleni. Nadale je nutné kapilaru umistit do kazety (viz obr.

5), ktera se vklada do pfistroje. [13]

Obr. 4 vypalené detekéni okno [13] Obr. 5 kazeta na umisténi kapilary [13]
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2.4.3. Ptiprava kapilary na analyzu

vvvvvv

opakovatelnost analyzy. Udrzovat stejné prostfedi v kapilafe se fadi mezi nejveétsi
problémy kapilarni elektroforézy. Idealni podminky jsou takové, kde se pro analyzu
pouziva zakladni elektrolyt, ktery se sklada pouze z pufru. Ve vétsing piipadii ale pouze
pufr bez aditiv nestaci. Hlavni problém vedouci ke zméné reprodukovatelnosti je
adsorpce analytu ¢i jinych soucasti na stény kapilary. Zakladni kondicionizace kapilary
spo¢iva ve vymyti latek adsorbovanych na wvnitfni povrch kapilary. Docilit toho lze
deprotonizaci silanolovych skupin. Nej¢astéji se pouziva mod “flush’, kde se na vstupni
vialku naplnénou 0,1 M NaOH aplikuje hydraulicky tlak, pomoci kterého je obsah vialky
odvadén skrz kapildru do odpadni vialky. Vzdy po promyti NaOH nasleduje promyti
vodou, na které navazuje promyti samotnym pufrem. Tyto kroky provadime pted kazdou

analyzou. [6][7]

2.4.4. Termostatovani

Dalsim faktorem udrzovani opakovatelnosti analyzy je termostatovani kapilary. Hlavni
divod termostatovani je moZnost vzniku Joulova tepla, ktery vznikd na podkladé
prochézejiciho elektrického proudu vodi¢em. Teplotni zvySeni zavisi na generované sile
(produkt napéti a elektrického proudu) a je urceno kapilarnim rozmérem, vodivosti
elektrolytu a aplikovaném napéti. Tyto faktory mizou vést k velkym teplotnim rozdilim
v rozsahu 10 °C az 70 °C. Teplota vyznamné ovliviiuje viskozitu elektrolytu, kterd ma
dopad na migrac¢ni €as analytd. Vykyvy teplot vedou ke Spatné opakovatelnosti analyzy

a mohou vést i k mensi stabilit€ analytd. VéEtSina analyz se udrzuje pfi teploté 25 °C. [6]

2.4.5. Detekce

Formu detektoru u kapilarni elektroforéze lze vybirat ze &tyf mozZnosti:
Spektrofotometricky v UV a viditelné oblasti, fluorescencni, vodivostni, hmotnostni
spektrometr. Nej€astéji pouzivany je spektrofotometricky. Pouzivani kiemenné kapilary
a vodného pufru dovoluje detekci v oblasti 190-780 nm. Podobnym typem
spektrofotometrické detekce je DAD (Diode array detector), ktery byl pouZit u naseho
experimentu. Hlavni vyhodou oproti detektoru UV-VIS, pomoci kterého 1ze detekovat
pouze jednu konkrétni vinovou délku, je moznost detekce celého UV spektra v jednom

bod¢ elektroforeogramu. Vzhledem k tomu, Ze drtiva vétSina analyzovanych latek ma
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absorbanci v UV-VIS oblasti, je tento princip detekce nejpouzivanéjsi. Elektroforeogram
je sestaven na zakladé zavislosti absorbance pii dané vinové délce a Case. Plati tu
Lambertiv-Beertv zékon:

A=¢cl
Kde ¢ je molarni absorp¢ni koeficient (tato hodnota je konstanta pro danou latku za
danych podminek a urCit¢ vinové délce), [ tloustka absorbujici vrstvy, ¢ latkova
koncentrace dané¢ho analytu. [6][14][15]
Fluorescencni detektory se vyznacuji jesté veétsi citlivosti nez DAD. Analyty ale musi
bud’ sami o sobé byt schopny fluorescence, nebo musi probéhnout derivatizace analyta
fluorescen¢nim barvivem. ZaleZzi na aplikaci a analytu, ale vzhledem k nepfili§ velkému
mnozstvi analyti schopného fluorescence a vyssi cenné detektoru se u elektroforézy
Castéji setkame s detekci UV-VIS nebo DAD. [6][14][15]
Neptili§ vysoka citlivost a nutnost modifikace kapilary vodivostnich detektori vedla
k nahrazeni za UV-VIS detektory. Bezkontakrni vodivostni detektor dnes patii mezi
jediny uzivany typ vodivostniho detektoru. Detektor se sklada ze dvou elektrod, které
jsou umistény cilindricky kolem vné&jsi polyimidové vrstvy kapilary. Elektrody vytvaieji
valcovy kondenzator (detekéni cela) , kde se v meziprostoru méfti elektricka konduktivita.
Na jednu elektrodu (excitacni) je aplikovan stiidavy elektricky proud. Elektricky proud
poté protéka detekcni celou ke druhé elektrodé, kde je sniman. Poté je tento proud zesilen
a zméten. Tim, jak detekéni celou prochazi proud, tak jen mala zména v elektrolytu vede
ke zméné jeji vodivosti, coz se projevi na méfeném proudu. Nejcastéjsi vyuziti této
detekce je v ptipadé, kdyz analyt obsahuje malo absorbujici chromofor. Nabizi moznost
detekovat molekuly bez potieby derivatizace. Hojné vyuziti nalezneme také u detekce
anorganickych iontl.[14][15][16]
Hmotnostni spektrometr patii mezi nejcitlivéjs$i a nejselektivnéjsi detektor. Hlavni
vyhodou je ziskani informace o struktufe analytd. Nevyhoda je nemoZnost detekovat
analyt pfimo v kapilafe. Vzhledem k problematickému propojeni hmotnostniho detektoru
s elektroforézou je tento typ detekce vyuzivan pouze ve specifickych ptipadech. [6][14]
Zakladni piehled vyhod a nevyhod vSech typu detekci uzivanych v kapilarni

elektroforéze jsou zndzornény v tab. 2.
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Tab. 2 vyhody a nevyhody typti detekci vyuzivanych v elektroforéze [17]

Metoda Maximalni + | Maximalni ~ + | Vyhody/ nevyhody
minimalni minimalni
mnozstvi analytu | koncetrace
(mol) analytu (M)
UV-VIS 10713210716 10°-108 univerzalni metoda
spektometr
Fluorescenc¢ni 10715-10°" 107-107° Citlivd metoda
spektometr Casto vyzaduje
upravu vzorku
Laser-induced 10718-102° 1014-1071 Velmi citliva
fluorescence metoda
Casto  vyzaduje
upravu vzorku
Vysoka cena
Vodivostni 10-13-10°"7 107-10 Univerzalni, ale
zastarala
Vyzaduje
modifikaci
kapilary a specialni
elektroniku
Hmotnostni 107161017 108-107 Citliva metoda
spektometr ktera  poskytuje

informace 0
struktute

Slozité spojit
s kapilarni
elektroforézou
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2.5. Mody kapilarnich elektromigra¢nich metod

Kli¢em univerzalnosti elektromigracnich metod je velké mnozstvi riznych modi. Kazdy
z téchto modi nabizi jiny princip separace. Zakladni metody spadajici pod kapilarni
elektromigracni metody jsou: kapilarni zénova elektroforéza (vzhledem k tématu DP
bude tato kapitola podrobné popsana v kapitole 2.6.), micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC), kapilarni gelova elektroforéza (CGE), kapilarni izotachoforéza
(CITP), kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF), mikroemulzni elektrokineticka
chromatografie (MEEKC) a kapilarni elektrochromatografie (zakladni rozdily jsou
vysvétleny v tab. 3). [6][7][18]

Tab. 3 Ptehled vybranych modu elektromigraénich metod [6][7][18]

Mody Zaklad separace

Kapilarni zénové elektroforéza (CZE) Volny pohyb elektrolytu a analyti
Micelarni elektrokineticka Hydrofobni/iontové interakce
chromatografie (MEKC) s micelou [19]

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) Velikost a naboj analytt

Kapilérni isoelektricka fokusace (CIEF) | Rozdily v isoelektrickych bodech

analytti [20]
Kapilérni izotachoforéza (CITP) Rozdilné hranice pohyblivosti
Mikroemulzni elektrokineticka Rozdilnd rozpustnost a rozdé€lovani
chromatografie (obdoba MEKC)
Kapilarni elektrochromatografie (CEC) Kapilary naplnéné stacionarni fazi- zachyt

analyti na podkladu rozdilné afinité

k stacionarni fazi [21]

2.6. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Tento mod elektroforetické separace patii mezi nejpouzivanéjsi. Mezi hlavni pfednosti
patii jednoduchost operace a univerzalnost. Kapilara je naplnéna pufrem a separace
analyti probihd na zaklad¢ rozdilné elektroforetické migrace. Pomoci EOF lze dé¢lit
anionty, kationty a ve specidlnich pfipadech i neutralni latky. Selektivita je uzce spojena
s charakterem zakladnich elektrolyt. I mald obména zakladniho elektrolytu mlZze vést

k signifikantnim rozdilim v analyze. Selektivitu a citlivost metody lze ovliviiovat
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piidavkem aditiv, ipravou pH pufi, pfidanim surfaktantt, ptidanim chiralnich selektra,

zménou teploty nebo modifikaci kapilarni stény. [6]

2.6.1. Vybér pufru

vvvvvv

Hlavnim tkolem pufru je poskytnout dostate¢né mnozstvi iontli nutnych pro uspésné
proudéni elektrického proudu. Druhym zésadnim ukolem pufru je udrzet pH prostiedi,
aby doslo k optimalni ionizaci analyzovanych latek. Pufr také mlze ovliviiovat stabilitu
analyti. Vysoka citlivost na zménu pH si vyzaduje pufry, ktery jsou schopné udrzet
stabilni hodnotu pH. Zakladnimi vlastnostmi idealniho pufru pro CZE jsou:
- Pokud je detekce pomoci UV/DAD je potieba nizk4 absorbance v detekované
vlnové délce
- Nizkd mobilita, aby se nevygeneroval moc velky proud, kterda muze vést
k elektrolyze
- Dobra pufrovaci kapacita s miniméalnimi vykyvy pH
[6] [22]

Piehled nejcastéji pouzivanych pufrii je zndzornén v tab. 4.

Tab. 4 nejcastéji pouzivané pufry pii CZE [pievzato a upraveno z reference 22]

Pufr pKa
Fosforec¢nanovy pufr 2.15
Malonanovy pufr 2.85
Mravencanovy pufr 3.75
6-aminokaprovovy pufr 4.37
Octanovy pufr 4.76

Pufr  odvozen od  MES (2-(N-| 6.21

morfolino)ethansulfonova kyselina)

Triethanolaminovy pufr 7.76

Pufr odvozen od TRIS | 8.06
[Tris(hydroxymethyl)aminomethan]

Tricinovy pufr 8.26

Boratovy pufr 9.23
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2.6.2. pH pufru

Modifikace pH patifi mezi jednu znejjednodusSich a nejpouzivanéjSich moznosti
ovlivnéni analyzy. Jako ptiklad lze uvést chovani peptidi a proteini. U peptidi
a proteint, které maji zndmou hodnotu isoelektrického bodu (pl), 1ze ovlivnit zda eluce
nastane pfed nebo po EOF. Zalezi na tom, zda bude pH pufru nad ¢i pod hodnotou
isoelektrického bodu. Pokud bychom se pohybovali nad hodnotou pl, ziskdme negativné
nabity iont, ktery bude putovat smérem k anodé. Protoze EOF ptisobi smérem ke katode¢,
bude dochazet k detekci anionti az po EOF. V momenté, kdy bude hodnota pH pod pl
hodnotou, bude nastavat opacny jev. [7][22]

Mimo jiné ma pH pufru vliv i na elektroosmoticky tok. Jako prakticky ptiklad lze uvést
analyty se kterymi jsme pracovali. Oligonukleotidové sondy (viz. kapitola 2.7.) jsou
negativné nabyté a budou migrovat proti EOF. Se zvySenim pH dochazi k zesileni
elektroosmotického toku. Pii pfili§ vysoké sile EOF miize dochazet k eluci analyti bez
separace. V tomto piipad¢ by bylo vhodné zvazit snizeni pH pufru. Naopak pokud by
analyza potiebovala zrychlit, 1ze zvysit pH pufru a tim i zesilit EOF. To by vedlo ke
mnohem krat$i dob¢ potfebné k separaci analytl. [7][22]

2.6.3. Aditiva: surfaktanty

Surfaktanty patfi mezi nejpouzivanéjsi aditiva. Nejcastéji pouzivané surfaktanty lze
rozdélit do ctyfech skupin: anionické, kationické, zwitteriontové a neionické. Kazdy
surfaktant ma svou hodnotu CMC (kritickd micelarni koncentrace), kterd specifikuje
potiebnou koncentraci na vytvoreni micely. Pokud se pohybujeme pod hodnotou CMC
chovaji se surfaktanty jako pomocna rozpoustédla (kosolventy) pro hydrofobni latky,
jako latky ovliviiujici povrch kapilarni stény nebo jako parovy protiion. Mechanismus
interakce mezi monomernim surfaktantem a analytem je ddn dvéma sméry. Prvni
moZnost mechanismu je iontova interakce nabitou ¢asti monomeru. Druhd moZnost je
nepolarni interakce mezi alkylovymi fetézci monomeru a hydrofobni ¢asti analytu. Tyto
interakce Casto probihaji za doprovodnych jevii, které vznikaji na podkladé¢ interakce
surfaktantu s kapilarni sténou. [6][7]

V ptipadé interakce surfaktantu skapilarni sténou mize dojit k modifikaci
elektroosmotického toku. Modifikace elektroosmotického toku surfaktantem zavysi na
iontovém charakteru surfaktantu. Dle jejich charakteru mohou elektroosmoticky tok

zrychlit, zpomalit ¢i obratit. Kationické surfaktanty (napt. CTAB - cetyltrimetylamonium
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bromid) mohou vést k reverznimu elektroosmotickému toku. Mechanismus spociva
v adsorpci monomert kationického surfaktantu na kapilarni sténu diky iontovym
interakcim. CTAB vytvoii dvojvrstvu prostfednictvim hydrofobnich interakci mezi jiz
adsorbovanymi monomery a volnymi monomery v pufru (viz obr. 6). Dusledek tohoto
déje je pozitivné nabyta modifikovana vnitini sténa kapilary, coz vede k reverznimu
elektroosmotickému toku. Navic adsorbované monomery na vnitini sténu kapilary

zamezi interakce analytu s povrchem kapilary. [6][7]
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Obr. 6 Schématickeé znazornéni adsorbce CTAB surfaktantu na nabity povrch kiemenné

kapilary [pfevzato a upraveno z reference 23]

Pokud budou koncentrace nad CMC budeme hovofit o micelarni elektrokinetické
chromatografii. V tomto ptipadé bude k separaci dochazet za pomoci surfaktantti tvofici
micely. Na povrchu micely jsou nabyté polarni skupiny, které jsou v kontaktu s pufrem.
Micely ve vétsiné ptipadi nesou naboj, pomoci jehoz jsou schopny elektroforetické
migrace. Aniontové surfaktanty, jako je napf. dodecylsiran sodny, migruji smérem
k anod¢ proti elektroosmotickému toku. Vzhledem k velikosti micely je vétSinou EOF
siln€j8i nez jejich elektroforetickd mobilita (v pfipad€ neutrdlniho ¢i bazického pH).
Dusledek je takovy, Ze separace riznych micel bude probihat bud’ podle velikosti nebo
podle néboje na povrchu. U neturalnich analytii (nebo se slabym kladnym ndbojem) bude

odlisny elu¢ni Cas zavisly na tom, zda je analyt v micele (tah proti EOF) ¢i nikoli. [6][7]
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2.6.3.1.  Taurodeoxycholova kyselina

Taurodeoxycholova kyselina patii mezi zlucové kyseliny. Diky jeji struktufe se Casto
vyuziva v micelarni elektrokinetické chromatografii. V naSem experimentu je vyuZzita
jako surfaktant, ktery uz ptfi velmi malé koncentraci zac¢ne tvofit micely. Jeji kriticka
micelarni koncetrace se pohybuje v rozmezi 1-4 mM. [24] V nedavno publikovaném
¢lanku velmi detailné popisuji auotii Raymond B. Yu a Joselito P. Quirino charakteristiky
a vyuziti cholovych kyselin u micelarni elektrokinetické¢ chromatografie. Velkou ¢ast
¢lanku vénuji vlivu cholovych kyselin na chirdlni separaci. Nicméné také komentuji
vyhody a nevyhody uziti téchto surfaktanti v nechiralni separaci. [25]

Marcelo Blanco a Ismael Valverde jiz v roce 2001 publikovali ¢lanek ve kterém popisuji
elektroforetickou analyzu alkylxantind. Jejich nejlep$i analyza byla provedena za
pfitomnosti tauredeoxycholové kyseliny v nadkritické micelarni koncentraci. Jejich
experiment byl provadén v podminkéch zasadit¢ho pufru a tim i za pfitomnosti

elektroosmotického toku. [26]

2.6.4. Aditiva: chiralni selektory

U CZE lze vyuzit ptidavek chiralnich selektort do pufru. Mezi nejuzivanéjsi chiralni
selektory patii: cyklodextriny, makrocyklické antibiotika, zlu¢ové soli, crown ethery
a fada komplext pro ligandovu vyménu (napt. méd-aspartatové komplexy). Selektivitu
ovliviluje koncentrace a typ selektoru. Ptidavkem alkoholu, surfaktantu, urey nebo
kovovych iontl také lze modifikovat chirdlni separaci. Navic se cyklodextriny (CD)
pouzivaji u separaci nechirdlnich molekul, kde funguji na principu nosice. Analyty, ktery
se vejdou do kavity, budou migrovat s CD. Naopak analyty neinteragujici s CD se budou
pohybovat na zakladé jejich elektroforetické pohyblivosti. [6][7]

CD, tvotreny cyklickym oligosacharidem (obsahujici Sest, sedm nebo osm glukézovych
jednotek), se nazyvaji alfa, beta a gama (viz obr. 7). CD maji uprostied hydrofobni kavitu,
do které miize analyt vstupovat. Obvod dutiny obsahuje chirdlni primérni i sekundarni
hydroxylové skupiny, diky kterym dochazi ke specifické interakci chirdlnich latek a jejich
vstupu do kavity. Derivatizaci hydroxylovych skupin (napf. carboxyalkyl, sukcinylalkyl
atd.) Ize vylepsit selektivitu. [6][7]
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Obr. 7 zékladni struktura a, B a y cyklodextrinii [pfevzato a upraveno z reference 27]

2.6.5. Aditiva: organicka rozpoustédla

Hlavni rozpoustédlem v CE je bezkonkuren¢né voda, ale v nékterych ptipadech je nutno
pouzit i organickou slozku. Organicka slozka mtze byt bud’ hlavnim rozpoustédlem, nebo
se da ptidat jako aditivum do vodného pufru. Hlavni pfednosti organickych rozpoustédel
je zvySeni rozpustnosti analytl. Déle se ptfidavkem organikého rozpoustédla mohou
ovliviiovat faktory jako jsou viskozita, bod varu elektrolytu a toxicita elektrolytu, dale
chemicka stabilita vS§ech komponentt elektrolytu vcetné rozpuSténého analytu. Mezi
nejcastéji pouzivané organicka aditiva patii methanol, ethanol, propanol, acetonitril
a tetrahydrofuran. Tato rozpoustédla maji relativné nizkou toxicitu a dobrou chemickou
stabilitu. [28]

Ptidavkem organického rozpoustédla do elektrolytu Ize ovlivnit velké mnoZstvi
separa¢nich parametri. Nelze vSak vzdy s jistotou predpovédéet, jak se dané organické
rozpoustédlo bude v elektroforetickych podminkach chovat. Hlavni vyhody jsou: vys$si
separacni ucinnost, krat$i/delsi cas analyzy, lepsi rozpustnost analyti a lepsi rozliSeni.
[28]

Ernst Kenndler [28] vénoval cely clanek organickym rozpousStédlim v kapilarni
elektroforéze. Velice ptesné popisuje vliv organického rozpoustédla na separaci.
Pozitivni vliv na Gi¢innost separace vysvétluje heterokonjugaci, ktera nemize vzniknout
pouze ve vodném prostiedi. Vzniké v prostiedi rozpoustédla s uréitym pomérem vodné
sloZky a organického rozpoustédla. [28] Na druhou stranu také zminuje, Ze v ptipad€ uziti
organickych rozpoustédel nedojde vzdy k zlepSeni separa¢nich podminek. Popisuje vliv
organickych rozpoustédel na pH a na hodnotu pKa. Tato problematika zahrnuje objasnéni

ovlivnéni pH pﬁdavkem organiky. Slab¢é baze se v prostfedi organického rozpouétédla

vvvvv
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se zaobira vlivem organickych rozpoustédel na elektroforetickou pohyblivost

analyzovanych latek. Relevantni je také ovlivnéni elektroosmotického toku, ktery

organicka rozpoustédla ovliviiuji zménou viskozity a relativni permitivity. [28][29]

2.6.6. Ptehled nejcastéji pouzivanych aditiv

Nejcastéji pouzivana aditiva a jejich vyuziti jsou zobrazeny v tab. 5.

Tab. 5 aditiva a jejich vyuziti [6][30]

Aditiva Priklad Pouziti
Surfaktanty (anionické, | SDS, CTAB, polyethylen glykol monodecyl - EOF modifikace
kationické, neutralni) ether (BR1J), polyoxyethylen sorbitan - Solubilizace
monolaurat (TWEEN) hydrofobnich
analytl

Iontové parovani
Tvorba micel

Zwitteriontové 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina - Zvysit iontovou
substance (MES), tris(hydroxymethyl)aminoethan silu bez snizeni
(Tris), 3-[(3- konduktivity
cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- - Separace proteini
propansulfonat (CHAPS)
Organické latky methanol, acetonitril, trifluoroctova kyselina - Snizeni EOF
(TFA), tetrahydrofuran (THF) - Zména selektivity
u micelarni
elektroforézy
- Zména selektivity
u analyzy
s ptidavkem
surfaktantu pod
CMC
- Modifikace
chiralni separace
Linearni hydrofilni methylceluloza, polyakrylamid, poly 1- - SniZeni EOF
polymery acetyloxyethylen (PVA), polyethylen glykol - SniZeni adsorbce
(PEG) analytu na

kapilarni sténu

Chirélni selektroy

cyklodextriny, crown ether, Zlucové soli

Chiralni separace
Solubilizace
hydrofébnich
substanci
Zlepseni separace

Ionty kovové nebo
polokovové

K', Na', Cu®", Li"

Ovlivnéni
selektivity u
chiralni separace a
u CGE

Latky vazajici
vodik/solubilizujici
latky

urca

Solubilizace
proteint
Ovlivnéni chiralni
separace
Rozvolnéni
tercilni struktury
DNA
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2.6.7. Modifikace kapilarni stény

Modifikaci kapilarni stény lze provadét dvéma sméry: a) permanentni modifikaci
(kovalentné navazané nebo fyzikalnimi vazby navazané substance); nebo b) dynamickou
deaktivaci. Pokud je jedna z téchto modifikaci spravné provedena, miize dojit k silnému
poklesu az vymizeni interakce mezi kapildrni sténou a analytem. Jak vychazi

z ptedchozich kapitol, modifikace kapilarni stény ovliviiuje elektroosmoticky tok. [6]

2.6.7.1.  Permanentni modifikace kapilarni stény

Mezi nejcastéj$i formu modifikace patii silylace s deaktivovanou funkéni skupinou.
Si-O-Si-R skupina je stabilni pouze v rozmezi pH 4-7. Pokud se nepohybujeme v tomto
rozmezi dochazi k hydrolyze téchto vazeb. Vzhledem ktomu, Ze kovalentné
(permanentn¢) navazané skupiny by méli byt odolné jak vici vyplachu (flush) tak i pufru
jako takovém, je tato pH limitace znacnym problémem. Nicméné pokud zvolime spravné
podminky mtiZze takto modifikovana kapildra pozitivn€ ovlivnit separaci analytd. Zalezi
na typu modifikace (viz tab. 6), ktery faktor bude nejvice ovlivnén. [6][7]

Deaktivaci 1ze dosdhnout riznymi skupinami jako jsou polyakrylamidy, polysacharidy
nebo aryl-pentafuryl skupiny. Eliminaci EOF dosdhneme pomoci neutralnich
deaktivatori s polyakrylamidem nebo polyethylen glykolem. Mechanismus spociva
v nékolikandsobném zvySeni vizkozity prostfedi a sniZzeni efektivniho naboje kapilarni
stény. Reverzni tok docilime modifikaci kationickymi skupinami. Pokud pouZijeme
amfoterni skupiny, zaleZi na jejich pl a na pH pufru zda prob¢hne uplna reverse EOF

nebo jen zpomaleni. [6][7]
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Tab. 6 typy permanentni modifikace kapilarni stény

Typ modifikace Komentar
Silace + coupling (Si-O-Si-R) - Jednoducha ptiprava
R=  Polyakrylamid,  aryl-pentafluor, - Stabilni v pH 4-7
aminokyselina,  sulfonovd  kyselina, - Limitovana stabilita
maltosa, PEG, polyvinyl pyrolidin - Mnoho rtiznych modifikaci
Piimo Si-C coupling (polyakrylamid, - Eliminace silylace
gringardova reakce) - pH2-10

- obtizné na piipravu
Adsorbované polymery (PVA, PEG, - Slaba stabilita
celulosa) - Hydrofobni

- pH?2-4
Adsorbované/crosslinked polymery - reverzni EOF
(polyethylenimin) - analyza basickych proteinti

- stabilni ve fiziologickém pH

2.6.7.2. Dynamickéa deaktivace

Piidavek aditiva do pufru patii mezi oblibenéjsi a Castéj$i metody modifikace kapilarni
stény. Diky stale Cerstvému zakladnimu elektrolytu se pokazdé obnovuje a regeneruje
vnitini sténa kapildry. Hlavni pfednosti tohoto typu modifikace jsou: snadnd ptiprava
a provedeni, finan¢ni nenarocnost, velika Skala vyuZiti. Pfiprava spoc¢iva v jednoduchém
rozpu$téni aditiva do zakladniho elektrolytu. Nej€astéji pouzivané aditiva jsou
surfaktanty (viz kap. 2.6.3.), které¢ se dokdzou adsorbovat na kapilarni st€énu a tim ji
do¢asné modifikovat. Sirokd $kala surfaktantll umoZiiuje mnoho riznych moznosti
zmény EOF jako je jeho zrychleni, zpomaleni a otoCeni. Komplikace mlZe plsobit, Ze
tato aditiva neovliviiuji pouze kapildrni sténu ale také ostatni slozky v zakladniho
elektrolytu. V néjakych piipadech jev chtény, napt. zvySena solubilita analyti nebo
sniZeni interakce mezi analyty, se mlZe stat nechténym. Komplikace pfedev§im nastavaji
s opakovatelnosti analyzy. Kontinudlni nanaseni pufru se surfaktanty nikdy nevytvofi

neménnou modifikaci kapilarni stény. [7]
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2.7. Modifikované oligonukleotidy

Nemodifikované oligonukleotidy jsou nejcastéji pouzivany bud’ jako primery v PCR
nebo jako latky generujici zaklad pro cilené zavadeni 1&¢iv. [1][2] Jejich modifikaci lze
ovlivnit jejich vlastnosti a stabilitu. Rizn¢ modifikované oligonukleotidy se vyuZzivaji
v biologii, biochemii, analytické chemii a genetice. [31] Tyto sondy se skladaji
z nemodifikovaného oligonukletidu, zhasece a fluorescencniho barviva (ukazka emisnich
spekter pouzivanych fluoroforti je zobrazena na obr. 8). Sondy jsou jednoduSe nebo
dvojit¢ znacené. Jednoduse oznacené sondy obsahuji samotny zhase¢ nebo samotné
fluorescen¢ni barvivo. Dvojité oznacené sondy jsou z jedné strany oznaceny
fluorescencni znackou a z druhé strany zhaseCem (modelové absorpéni spektrum
neznaceného oligonukleotidu, fluorescencniho barviva a zhdSece je znazornéno na obr.
9). Zhasec¢ je zodpovédny za zhaSeni fluorescence, kterd je vyvolana statickym nebo
dynamickym procesem. BHQ-1 (black hole quencher) je ukazka starSiho dark quencheru.
Nejcastéji je pouzivan k zhaSeni zelenych nebo zlutych barviv jako jsou
6-karboxyflurescein (6-FAM) nebo tetrachlorflurescein (TET). Jeho absorpéni rozsah se
pohybuje mezi 480-580 nm s vrcholem absorpce v 534 nm. [32] Mezi takzvané¢ moderni
dark quenchery patii molekuly z rodiny azaftalocyaninii (AzaPC). Mezi jejich vyhody
patii Siroké absorp¢ni spektrum a diky ultrarychlymu intramolekuldrnimu pienosu je
jejich excitovany stav bez fluorescence. [33] Diky jejich unikatni schopnosti zhaseni se

fadi mezi vyborné ptiklady modernich quencheri. [1][32][33]
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Obr. 8 ukazka emisnich spekter pouzivanych fluoroforti [33]
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Obr. 9 modelové absorpéni spektrum neznaceného oligonukleotidu (ODN),
azaftalocyaninového zhasece (AzaPC) a fluorescencniho barviva (6-FAM) [pievzato
a upraveno z reference 34]

2.7.1. Fluorescen¢ni barviva

6- FAM ( 6-karboxyflurescein) je fluorescencni barvivo s absorpénim pikem v 493nm
a excitanim pikem u 517 nm. [35] NejcCastéji je pouzivan ve znaceni proteinl
a nukleotidd. Jeho schopnost prochdzet membranami v buiikach patii mezi velké vyhody.
Diky dobré rozpustnosti ve vodé a dobré fotostabilité¢ patii mezi nejpouzivané;jsi
fluorescencni barviva. [36][37] Pfi uziti 6-FAM se také mohou vyskytnout komplikace.
Hlavni nevyhody jsou vysoka citlivost na zménu pH a nepfili§ vysoka stabilita pii vySSich
teplotach. [38]

Cys5 (tetrametylindo(di)-karbokyanid) patii mezi Siroce pouzivana ¢ervend fluorescencni
barviva. Nejcast¢jsi uziti najdeme v oblasti cytometrie, genetiky, zobrazovani proteinti
a nukleotida. Take je soucasti lipofilniho neuronalniho znaceni. Vyznacuje se absorpci v
rozmezi 633-647 nm. Nejvétsi vyhodou je mala pravdépodobnost autofluorescence
biologického materialu v tomto rozsahu vinovych délek. [39][40] Hlavni nevyhodou uziti
Cy5 je maly Stokesliv posun, coz muze vést k problematickému oddéleni excitacniho
a emisniho spektra. Pokud mameje pfitomno vice Cy5 molekul na jednom nosici, mize

nastat samozhaseni fluorescence. [41]

2.7.2. Syntéza oligonukleotidovych sond

Oligodeoxynukleotidy se ziskavaji komeréné zndmou syntézou zvanou fosforamiditova
metoda. [42] Syntéza probihad naopak jako biosyntéza nukleotidii. Postupuje se od 3>

5" ve ctytech krocich. Prvni krok detrytilace chranici skupiny, ktera zamezuje
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polymeryzaci nukleosidii, spo¢ivad v odstranéni 5'-DMT (4,4-dimethoxytrityl) pomoci
trichloroctové kyseliny. Plynule navazuje coupling (parovani). Po odstranéni DMT z 5°
konce vznika volna 5" hydroxylova skupina, ktera reaguje s dal§im nukleosidem ve formé
fosfoamidového monomeru. Vznikly fosfit-triester je velmi nestabilni a musi byt
oxidovan na stabilné;si fosfat. Tato oxidace je provadéna za pfitomnosti jodu, vody a
pyridinu. Produkt této oxidace je fostat-triester. 100% Uspésnost couplingu neni mozna a
tim padem vznikaji i nukleosidy s nezreagovanou 5" hydroxylovou skupinou. Tyto volné
hydroxylové skupiny mohou v dal§im cyklu samovoln¢ reagovat a vést k chybéjicim
bazim. Akumulace té€chto bazi vede ke tvorbé necistot, které jsou velmi obtizné odstranit.
Z toho duvodu je findlnim krokem capping (zavickovani), kde v prostiedi THF
acetanhydrid spolu s N-methylimidazolem vytvafeji intermediat, ktery je schopny
navazat na koncovou 5-OH skupinu acetyl, ktery znemozni hydroxylové skupiné
samovoln¢ reagovat. [42][43]

Mechanismus navazani znacky spoc¢iva v modifikaci pevné faze jednim ze zhaSect. Na
tento krok navazuje syntéza oligonukleotidového fetézce. Poslednim krokem je navazani
fluoroforu pomoci fosforamiditové metody. Odstipnuti od pevné faze je provadéno 32%
roztokem amonia. Pfesto, Ze je tato metoda velmi rychla a efektivni, nevznikaji pouze
oboustranné modifikované oligonukleotidy. JednoduSe znacené molekuly tvoii téméf 2/3
vytézku. [31][42][43] Na obrazku ¢. 10 jsou zndzornény struktury znacenych i

neznacenych oligonukleotid pouzivanych v této diplomové praci.
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Obr. 10 znazornéné struktury pouzivanych fluorofort (Cy5, FAM), zhasech (AzaPC
aBHQ-1), nemodifikovaného oligonukleotidu (Oligo), DLP- dvojit¢ znacené
oligonukleotidové sondy zhasecem (Q) a fluoroforem (F), F-MLP- jednoduse znacena
oligonukleotidova sonda fluoroforem a Q-MLP- jednoduSe znacena oligonukleotidova

sonda zhasecem [31]

2.7.3. Separace oligonukleotidovych sond pomoci CZE

V roce 1997 G. De Bellis a G. Salani [44] publikovali ¢lanek, ve kterém prezentuji
metodu stanoveni Cistoty oligonukleotidii pomoci kapilarni elektroforézy ve volném
roztoku pii nizkém pH. Konstatuji fakt, Ze princip separace nemodifikovanych
oligonukleotidi spoc¢iva v diferincidlni protonizaci nukleobazi. Z toho usuzuji, Ze slozeni
fragmentu DNA koreluje s migraénim ¢asem. [44] Pier Giorgio Pietta et al. [45] pozdéji
publikovali ¢lanek, ve kterém testuji aplikaci kapilarni elektroforézy pii nizkém pH na
kontrolu kvality oligonukleotidii. V tomto ¢lanku zminuji, ze CZE miize byt alternativou
ke klasickym analytickym metodam, které pouzivaji bazické pufry a vyzaduji pfitomnost
sitovaciho média k oddéleni oligonukleotidi v zavislosti na jejich délce. Konstatuji, Ze
pii nizkém pH (pH<5) jsou ¢Etyfi nukleobaze (adenin, cytosin, guanin a thymin) ptevazné
kladn¢ nabité. Z toho ditvodu je pifi nizkém pH elektroforetickd migrace zavisla na
rozdilném néboji, ktery nese oligonukleotid rizného slozZeni. [45] Kromé toho, byla CZE
pouzita pro analyzu modifikovanych oligonukleotidl. V roce 1998 byla CZE pouZita pro
kvantifikaci rezistence fosforothioatem modifikovaného oligonukleotidu vu¢i 3°-
exonukleaze, [46] zatimco v neddvné praci byly lipid-oligonukleotidové kojugaty
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analyzovany pomoci cyklodextrinem modifikované kapilarni zonové elektroforézy. Je
zajimavé, ze v posledné uvedené praci byly odd€leny jednoietézcové lipidové kojugaty

a nelipidicky oligonukleotid. [47]
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3. Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace je otestovat moznost vyuziti kapilarni elektroforézy pro
separaci  necistot vznikajicich pfi syntéze redlnych dvojit¢ znacenych
oligonukleotidovych sond. Modelové vzorky obsahovaly smés:

a) neznacené¢ho oligonukleotidu, jednoduSe znacené¢ho oligonukleotidu pomoci BHQ
a dvojité znaceny oligonukleotid pomoci BHQ a 6-FAM

b) neznaceného oligonukleotidu, jednoduse znaceného oligonukleotidu pomoci AzaPC
a dvojit¢ znaceného oligonukleotidu pomoci AzaPC a FAM nebo AzaPC a CyS5.
Separace téchto dvojit¢ znacenych oligonukleotidovych sond dosud nebyla provedena na
elektroforéze. Vysledné elektroforetické separace jsou porovnany s vysledky dosazenymi

Kucerou et al. v HPLC. [31]
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4. Experimentalni ¢ast

Chemikalie:
Jako organicka rozpoustédla byla pouzita acetonitril HPLC grade (VWR chemicals,
Ceska Republika), methanol HPLC grade (VWR chemicals,Ceska Republika), ethanol
absolute reagent grade (Scharlau, Némecko), tetrahydrofuran (Merck, Ceska republika),
pyridin (Merck, Ceska republika), kyselina mravenci 85 % p.a. (Merck, Ceska republika)
a kyselina octova >99% (Merck, Ceska republika). Pro tvorbu zakladnich elektrolyti byly
pouzity tris(hydroxymethyl)aminoethan >99,8% (Tris) (Merck, Ceska republika),
dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat (Merck, Ceska republika), dihydrogenfosfore¢nan
draselny (Merck, Ceské republika), chlorid sodny (Merck, Ceska republika), kyselina
methylendifosfonova (medronova) pro syntézu (Merck, Ceska republika), fosfore¢éna
kyselina 85% (Lachner, Ceska republika) nebo hydroxid sodny (Lachner, Ceska
republika). Aditiva které byly pouzity na tvorbu finalnich elektrolytd jsou dodecylsiran
sodny (SDS) (Merck, Ceska republika), taurodeoxycholat sodny (Merck, Ceska
republika), methyl-pB-cyklodextrin (CYCLOLAB, Madarsko), 6-(w-sulfanyl-alkylene-
sulfanyl)-B-cyklodextrin (CYCLOLAB, Madarsko), random methyl-y-cyklodextrin
(CYCLOLAB, Madarsko), y-cyklodextrin (CY CLOLAB, Mad’arsko), 2-hydroxypropyl-
B-cyklodextrin  (CYCLOLAB, Madarsko) a  2-hydroxypropyl-y-cyklodextrin
(CYCLOLAB, Mad’arsko). Vzorky, poskytnuté¢ docentem Miletinem, nemodifikovany
oligonukleotid obsahujici 17 nukleotidi (OLIGO), 3'BHQ (oligonukleotid znaceny
BHQ-1), 3’ FAM-5'BHQ (oligonukleotid znaceny 6-FAM a BHQ-1), 3'PCQ
(oligonukleotid znaceny AzaPC), 5'Cy5-3"PCQ (oligonukleotid zna¢eny Cy5 a AzaPC)
a 5’FAM-3"PCQ (oligonukleotid s nasyntetizovanym 6-FAM a AzaPC) pochazely od
firmy Generi biotech. Struktury pouZivanych zhaSecii a fluorescencnich barviv jsou

zndzornény v tab. 7.
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Tab. 7 Piehled struktur fluorescen¢nich barviv a quenchera

Nazev/oznacéeni

Strukturni vzorec

6-FAM

3',6'-dihydroxy-1-oxospiro[2-benzofuran-3,9'-
xanten]-5-karboxylové kyselina

Cy5

1-(3-hydroxypropyl)-2-((1E,3E)-5-((E)-1-(3-
hydroxypropyl)-3,3-dimethylindolin-2-
yliden)penta-1,3-dien-1-yl)-3,3-dimethyl-3H-
indol-1-ium

BHQ-1

2-[N-(2-hydroxyethyl)-4-[[2-methoxy-5-methyl-
4-[(4-methyl-2-
nitrofenyl)diazenyl]fenyl]diazenyl]anilino]ethanol

AzaPC

Azaftalocyaninovy zhasec¢
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Kapilarni elektroforéza:

Me¢éieni probihalo na piistoji kapilarni elektroforéza CE 7100 od firmy Agilent. Byla
pouzita Sarstedt kazeta na kapilaru, kde minimalni nutna délka kapilary byla 31 cm.
Autosampler byl temperovany 50ti mistny karusel s oboustrannym automatizovatelnym
davkovaCem s moznosti davkovani na oba konce kapilary. Detekce byla zajisténa real
time UV/VIS detektorem s diodovym polem (190nm-600nm) s ptesnosti Inm a odezvou
v rozmezi 0,063-16s.
Meéfteni probihalo v kiemenné kapildie potazené polyimidovou vrstvou s délkou 60 cm
aprumérem 75 pm. U pfili§ dlouhych analyz byla tato kapilara zkradcena na 47 cm.
Kapildra byla u vSech experimentli temperovana na 25 °C. Pied kazdou analyzou byla
kapilara promyta nejdiive vodou po dobu tii minut a v zapéti tfi minuty elektrolytem
pfipravenym na navazujici analyzu. Po analyze nasledovalo tfi minutové promyti vodou.
Poté probihalo minutové promyti hydroxydem sodnym s navazujicim tii minutovém
promyti vodou.
Ptiprava kapilary probihala v nasledujicich krocich:

1) Naméfeni patticné délky kapilary

2) Oznaceni detekéniho okna

3) Rezani kapilary keramickym noZzem

4) Pomoci plamene odstranit polyimid v misté¢ detekéniho okénka a na obou koncich

kapilary (cca. 0,5 cm opalit)

5) Ocisteni opalenych mist pomoci buni¢iny namocené v ethanolu

6) Inserce kapilary do kasety

7) Kondicionizace kapilary (10 minut proplach vodou—> 10 minut proplach NaOH—>

10 minut proplach vodou—> 10 minut proplach elektrolytem)

Dalsi pristroje:

K navézeni chemikalii byly pouzity analytické véhy (Sartorius CPA225D-0CE,
Némecko). Kontola a tprava pH byla provadéna pomoci acidimetru (Druopta Praha,
Ceskoslovensko). Rozpousténi chemikalii bylo urychleno v ultrazvukové lazni (Ecoson,
Slovensko). Homogenizace byla docilena na automatické tiepacce (Velp, Italy).
Spoti‘ebni material:

K dispozici byly tfi druhy vialek se zabudovanym 100uL propylenovym insertem s
uzaviratelnym vickem, se zabudovanym 1 mL s propylenovym insertem s uzaviratelnym

vickem a se zabudovanam 2 mL propylenovym insertem s uzaviratelnym vickem. [48]
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Prace v laboratofi byla provadéna pomoci laboratorniho skla (odmérné valce, pipety,
kadinky, banky atd.), mikropipet (Eppendorf, Némecko), vialek a nylonovych filtrti 0,45
um (Altium, Ceska republika).

Piiprava vzorkii:

Byly pfipraveny 6 individudlni a 3 smésné vzorky. Individudlni vzorky byly fedény
vodou, kterd byla vzdy pted pouzitim zfiltrovana, na koncentraci 0,1 mol/l. V ptipad¢
smésnych vzorki bylo pipetovano 30 pL od vybranych individualnich vzorkd, vysledna
koncentrace jednotlivych slozek vzorku byla 0,03 mol/l. Homogenizace vzorkll byla
provedena na automatické tiepacce po dobu 60 sekund.

Vzorky pfed nafedénim byly uchovavany v mrazaku. Po nafedéni byly vzorky
uchovavany nejprve v lednicce, ale po nékolika experimentech bylo zjisténo, Ze po urcité
dobé¢ dochazi bud’ k oligomerizaci nebo degradaci vzorku. Ve vSech experimentech
zminénych v diplomové préci byly uchovany i nafedéné vzorky pii — 20 °C.
Individualni vzorky:

Vsechny vzorky oligonukleotidu (€. 1-6) byly fedény na zédklad¢ zméfené absorbance a to
tak, aby vzinkl 0,1 mM roztok.

Vzorek ¢. 1 (OLIGO): Neznafenou oligonukleotidovou sondu OLIGO bylo nutno
natedit 1784 ul vody.

Vzorek €. 2 (BHQ): Jednoduse znacenou oligonukleotidovou sondu 3’'BHQ bylo nutno
nafedit 1610ul vody.

Vzoreké. 3 (BHQ-FAM): Ke dvojité znacenému oligonukleotidu 3’'FAM-5"BHQ bylo
ptidano 1930 pul vody.

Vzorek €. 4 (PCQ-Cy5): Oboustran¢é znacena 5'Cy5-3"PCQ oligonukleotidova sonda
byla fedéna pomoci 1177 pl vody.

Vzorek ¢. 5 (PCQ-FAM): Oligonukleotidova sonda 5’'FAM-3"PCQ byla nafedéna 1807
ul vody.

Vzorek ¢. 6 (PCQ): K vytézku vzorku 3"PCQ bylo nutné piidat 2186 pul vody.

Smésné vzorky:

BHQ mix: Vzorek slozen z 30 uL OLIGO, 30 uL BHQ a 30 uL BHQ-FAM.

PCQ mix 1: Vzorek slozen z 30 uL OLIGO, 30 uL PCQ, 30 pL PCQ-FAM a 30 uL
PCQ-Cys5.

PCQ mix 2: Vzorek slozen z 30 uL. OLIGO, 30 uL PCQ a 30 uL PCQ-Cy5.

Piiprava zakladnich elektrolytii:
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Prvnim krokem bylo pfesné navazeni chemikalii tvotici zakladni elektrolyt: NaH,PO4
(nejcastejsi), Tris, H3POs nebo HCOOH. Navazku dané chemikalie bylo nutné rozpustit
ur¢itym mnozstvim vody. Tento krok byl nej¢astéji realizovan v ultrazvukové lazni. Po
rozpu$téni se pomoci kyselin (H3PO4, CH;COOH, medronové kyselina) nebo zasad
(NaOH) upravilo pH na pozadovanou hodnotu. Pokud byl nutny pfidavek aditiva
(surfaktant, organické rozpoustédlo, chiralni selektory atd.), tak se po pfesném navazeni
ptidal do elektrolytu upraveného na urcitou hodnotu pH. Néasledn¢ jsme dopliovali vodu
do patii¢né¢ho objemu, aby vznikla pozadovana koncentrace. Posledni krok ptipravy bylo

rozdéleni jiz kompletniho elektrolytu do vialek.
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5. Diskuze a vysledky

V literatufe je zminénd separace nemodifikovanych oligonukleotidii v nizkém pH. [44]
[45] Konkrétné se jednd o separaci v elektrolytu fosforecné kyseliny upravenou
hydroxidem sodnym na pH 2,5. Pti takto nizkém pH ziskavaji jednotlivé nukleobéaze
proménny zlomek kladného naboje v disledku jejich rizného pKa. Rozdily v potadi
a poctu nukleobazi umoziuji separaci na zakladé rozdilné kompozice a celkového naboje
oligonukleotidu. Separace v téchto podminkach byla uspésna. [44][45] Modifikované
oligonukleotidy (v tomto piipadé lipid-oligonukleotidové kojugaty) byly doposud
separovany pomoci cyklodextrinem modifikované kapilarni elektroforézy v bazickém
elektrolytu. [47] Takto upravené podminky zamezily samo-agregaci modifikovanych
oligonukleotidl a interakci modifikovanych oligonukleotidt s kapilarni sténou. [47] 1
kdyz se jedna pouze o podobné molekuly tém nasim, lze z téchto poznatkli vychézet.

K dispozici mame dvé oligonukleotidové sondy jednoduSe znacené BHQ-1 zhaSeCem
(BHQ) nebo AzaPC zhaSecem (PCQ), tfi dvojité znacené sondy ve form¢ oligonukleotidu
s navazanym zhasecem a fluorescenénim barvivem (PCQ-FAM, PCQ-Cy5, BHQ-FAM)
a nedotceny oligonukleotid (OLIGO). Ze struktur zhasect a fluorescensnich barviv je
patrné, Ze pokud dojde kionizaci sond, kazdd bude mit jiny celkovy ndboj.
Oligonukleotidy jako takové jsou negativné nabité. Jejich elektroforetickd mobilita bude
protichtidna EOF. V ptipadé pfiili§ silného EOF by nedoslo k dostatecné separaci. Na
kontrolu EOF bude potifeba nizs§i pH. Oligonukleotid se skladd v naSem piipadé z 17
nukleotidii nesouci negativni naboj. Molekuly zhasect jsou naopak spise bazické, z ¢ehoZz
vyplyvd, Ze kladny ndboj zhaSect ovlivni celkovy ndboj negativné nabytého
oligonukleotidu. Z toho divodu, ktery lze podlozit usp&$nou separaci nemodifikovanych
oligonukleotidu pti pH 2,5, [44][45] je mozno predpokladat, Ze bude na separaci potteba
kyselé prostfedi. Napomocny faktor separace by v tomto ptipadé mohla byt i velikost
a tvar molekuly jako takové. [31]

Na zaklad€ prostudované literatury a struktur analyti lze pfedpokladat interakce
s kapilarni sténou. Piidavek dodecylsiranu sodného (SDS) v koncentraci niz§i nez CMC
8,5 mmol/l by mohla pomoci tuto interakci omezit. Pfidavek organického rozpoustédla
do zakladniho elektrolytu by také mohl ovlivnit interakci s kapilarni st€énou. Navic

pfidavek organické slozky patii mezi nejjednodussi a nejlevnéjsi formu aditiv.[6][7]
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Problematika separace nemusi byt nutné pouze interakce s kapilarni sténou. Nedostate¢né
rozdily analyti v elektroforetickych mobilitich v daném prostfedi miizou vést
k nedostate¢né separaci. Tento problém lze vyftesit ptidavkem CD. Modifikujici skupiny
jsou pomérné velké molekuly, z ¢ehoz vyplyva ze bude potieba CD s vétsi kavitou. Smysl
dava zkouset nativni 1 modifikované beta- a gama-cyklodextriny. Selektivitu separace
v elektroforéze lze zmeénit 1 tvorbou micely, v naSem piipad¢ se jedna o piidavek SDS
v koncentraci vyssi nez CMC. Z teoretického hlediska veliky ptidavek SDS bude také
navySovat proud. Rapidni navyseni proudu miize vést ke sniZeni stability zdkladniho
elektrolytu a az k jeho elektrolyze. [6]

Z hlediska opakovatelnosti separaci je nejidealnéjsi mit podminky co nejjednodussi.
Pohybovat se v systému 3-4 riznych aditiv neni pro separace s vysokou opakovatelnosti

zcela vhodny.

5.1.  Vybér zékladniho elektrolytu

Prvnim krokem byl vybér zdkladniho elektrolytu. Na zdkladé prostudované literatury [44]
[45] byl jako prvni volba vybran kysely zakladni elektrolyt. Zasadity zakladni elektrolyt
byl také vyzkouSen pro ovéfeni, zda modifikace neumozni préaci i v bazické oblasti.
Jednotlivé vzorky €. 1 az 6 byly analyzovany ve dvou zékladnich elektrolytech s riiznymi
hodnotami pH, konkrétné Tris (100 mM, pH 8 upraveno HCIl) a NaH,PO4 (10mM, pH 3
upraveno H3POs). Pro bazicky puftr bylo zvoleno kladné napéti +25 kV a pro kysely pufr
bylo zvoleno zaporné napéti -25 kV. Kapilara byla béhem téchto experimentt
temperovana na 25 °C. Za podminek bazického pufru byla analyza netisp€sna, protoze se
nepodafilo detekovat zadné analyty. V kyselém prostiedi byly vzorky €. 1 az 6 (viz obr.

11) detekovany.
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Obr. 11 Elektroforeogramy vzorkii BHQ (1), BHQ-FAM (2), OLIGO (3), PCQ-FAM
(4), PCQ (5) a PCQ-CyS5 (6); zdkladni elektrolyt NaH>PO4 (10 mM, pH 3 upraveno
ziedénou H3POs); délka kapilary 60 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

Z prvotniho experimentu plyne, Ze v kyselém pufru 10 mM NaH2POg lze kazdy vzorek
uspesné detekovat. Nejprve byla vyzkouSena analyza smésného vzorku obsahujici vSech
Sest komponentil. Tato analyza se nevydaftila. Byl vid€él pouze jeden pik. Analyty se
navzajem piekryly a nedoslo k separaci.

V nédvaznosti na tento poznatek byly tyto podminky vyzkouSeny i se smésnym vzorkem
BHQ mix. Analyza vzorku BHQ mix byla vydafend (viz. Kapitola 5.2.1.). Nésledn¢ byl
pfipraven smésny vzorek PCQ mix 1, ktery byl analyzovan za stejnych podminek. Tato

analyza vzorku PCQ mix 1 nebyla dobra. Analyty se navzajem piekryvaly a nedochdzelo
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k dostatecné separaci. Z tohoto poznatku vyplyva, ze BHQ znacené sondy potiebuji
jednodussi podminky pro separaci nez PCQ znacené sondy. Na zakladé téchto vysledka
jsme nadale experimenty od sebe oddélovali a analyzovali sondy znacené BHQ a PCQ

zv1ast.

5.2.  Separace vzorku BHQ mix

Z duvodu pftili§ dlouhého casu analyzy byla kapilara zkracena z 60 cm na 47 cm.

5.2.1. Koncentrace pufru

Vliv koncentrace pufru na separaci jednotlivych analyti ve vzorku BHQ mix byl
studovan. Postupné bylo ptipraveno pét riznych koncentraci pufri:

1) 5mM NaH>PO4pH 3 (upraveno ziedénou H3PO4)

2) 10mM NaH>PO4 pH 3 (upraveno zfedénou H3POs)

3) 25mM NaH>PO4 pH 3 (upraveno ziedénou H3POy)

4) 50mM NaH;PO4 pH 3 (upraveno ziedénou H3PO4)

5) 100mM NaH>PO4 pH 3 (upraveno ziedénou H3POs)
U koncentraci 25 mM, 50 mM a 100 mM pufru nedochazelo k dostatecné separaci BHQ
od BHQ-FAM. Neznaceny oligonukleotid byl viditelny ve vSech koncentraci kromé
pufru ¢ 1. Analyza za podminek €. 2 méla nejlepsi rozliSeni a tvar pikl (viz obr. ¢ 12).
Z toho divodu byl vybran pufr o koncentraci 10 mM, ktery byl déle pouzit v dalSich

experimentech.
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Obr. 12 analyza vzorku BHQ mix v zdkladnim elektrolytu NaH,PO4 (10 mM, pH 3
upraveno ziedénou H3POy4) kde pik €. 1 odpovida analytu BHQ-FAM, pik €. 2 odpovida
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analytu BHQ a pik ¢. 3 odpovidé analytu OLIGO; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C;
napéti -25 kV; detekce DAD

5.2.2. VlivpH

Elektroosmoticky tok vznika cca od hodnoty pH 3 a vyrazny zacind byt kolem hodnoty
pH 4. [6] NaSe analyty se pohybuji proti EOF. Mirné¢ zvyseni pH by mohlo pozitivné
ovlivnit rozliSeni mezi prvnim a druhym pikem, protoze mezi hodnotami pH 3-4 vznika
pouze slaby EOF. Byl zkousen pufr 10 mM NaH>PO4 v hodnotach pH 2.7, 2.9, 3.0, 3.25
a 3.5 (viz tab. 8) upraveny kyselinou fosforeCnou. Z tabulky je patrné, Ze pomoci pH
muzeme ovlivnit rychlost analyzy a selektivitu. Bylo zjiSténo, Ze snizeni hodnoty pH
zkracuje ¢as analyzy a naopak zvyseni pH prodluzuje ¢as analyzy. RozliSeni pikt se jak
pfi snizeni tak pii zvySeni pH zhorSilo. Tyto poznatky jsme aplikovali v dalSich

experimentech.

Tab. 8 vliv zmény pH na analyzu vzorku BHQ mix

Hodnota pH Komentar

2.7 Urychleni analyzy (4 min); separace nezlepsena oproti referencnim
podminkam

2.9 Velmi dobry Cas analyzy (4 min); separace uspeésna; rozliseni pikl

horsi nez u referencnich podminek (moc rychlé analyza, analyty
BHQ a BHQ-FAM se nestihaji od sebe délit)

3.0 Velmi dobra separace; Cas analyzy 5-7min; Viechny t¥i
(referen¢ni komponenty lIze od sebe odlisit; RozliSeni mezi BHQ a BHQ-
podminky) FAM je potieba trochu zlepSit

3.25 Cas analyzy v rozsahu 5-7 minut; separace horsi nez u referenénich
podminek, ale lepsi neZ u pH 3.5
3.5 Cas analyzy v rozsahu 6-8 minut; separace neni uplna-lze oddélit

samotny oligonukleotid od BHQ, ale BHQ a BHQ-FAM migruji ve
stejnych Casech

5.2.3. Vliv napéti

Po uspésné analyze za podminek popsanych v piedeslé kapitole (viz obr. 12), jsme se
pokusili zlepsit rozliSeni mezi prvnimi analyty (BHQ-FAM a BHQ) sniZenim napéti na -
15 kV, které vedlo ke snizeni elektrického proudu probihajicitho v systému. Bylo
predpokladéano, ze se prodlouzi doba analyzy a umozni to analytim dosdhnout lepSiho
rozliSeni (viz obr. 13). Vysledkem byla separace vSech tii analytl s rozliSenim kritickych
parit piki BHQ-FAM od BHQ 2.30 a rozliSenim mezi BHQ a Oligo 6.19 (vice viz
kapitola 5.2.7.).
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Obr. 13 A) Analyza vzorku BHQ mix v zdkladnim elektrolytu NaH>PO4 (10 mM, pH 3
upraveno ziedénou H3POs) kde pik ¢. 1 odpovida analytu BHQ-FAM, pik ¢. 2 odpovida
analytu BHQ a pik €. 3 odpovidé analytu OLIGO; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C;
napéti -15 kV; detekce DAD B) Detail UV-Vis spektra prvniho piku BHQ-FAM; C)
Detail UV-Vis spektra druhého piku BHQ; D) Detail UV-Vis spektra tietiho piku OLIGO

5.2.4. Vliv organické slozky

Cilem pfidavku organického rozpoustédla bylo ovlivnéni vodivosti a viskozity
prostiedi. [28] Tyto parametry by mohli ovlivnit selektivitu separace a tvar piku.
Experiment jsme chtéli zachovat ve vodném prostiedi, tak byla zvolena organicka slozku
pouze ve formé aditiva. Organické komponenty byly pfidavany do zakladniho elektrolytu
NaH>PO4 (10mM, pH 3 upraveno ziedénou H3POs). Postupné byl vyzkouSen vliv
methanolu, tetrahydrofuranu, acetonitrilu a pyridinu. Pyridin byl kvili vysoké hodnoté
UV cut off vyfazen. U kazd¢ jiné organické slozky byla postupné zménéné koncentrace
v pufru. U prvniho experimentu byl pufr nafedén organickou slozkou tak, aby obsah pufru
a organiky byl v poméru 1:1. Postupné bylo nejdiive zvySovdno a poté snizovano

mnozstvi organického aditiva:1:2> 1:122:1>4:1>9:1.
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Ze vsech organickych rozpoustédel byl tetrahydrofuran v poméru 1:1 z hlediska rozliSeni
a selektivity separace nejlepsi. Pti této koncentraci aditiva byl ale vyrazné sniZzen proud
a piky migrovaly vrozmezi 27-32 minut. VSechny ostatni organické komponenty

zhorsily rozliSeni a selektivitu separace (viz obr. 14).
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Obr. 14 analyzy vzorku BHQ mix v zdkladnim elektrolytu NaH2PO4 (10 mM, pH 3
upraveno ziedénou H;PO,) pfiCemz pridavek organické slozky byl u zeleného zaznamu
ACN v poméru 1:1 a u ¢erného zdznamu THF v poméru 1:1 kde prvni pik odpovida
analytu BHQ-FAM, druhy pik odpovidd analytu BHQ a tfeti pik odpovidd analytu
OLIGO; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -15 kV; detekce DAD

5.2.5. Aditiva-SDS

V ptipad¢ vzorku BHQ mix bylo chténé ovlivnit interakci analytd s kapilarni sténou,
ovSem piidavek SDS markantné zvySuje elektricky proud v systému. Je tieba zvolit
takové podminky, aby nedochazelo k pfili§ rychlé migraci analytd. V navaznosti na
kapitolu 5.2.4. byl jako prvni ptipraven pufr NaH,PO4 (10 mM, pH 3 upraveno ziedénou
kyselinou fosfore¢nou) + 10mM SDS — THF (1:1). Pfidavek SDS do téchto podminek
zrychlil analyzu o 5 minut, avS§ak oproti podminkdm bez SDS se sniZilo rozliSeni mezi
BHQ a BHQ-FAM. Zkouska SDS v koncentraci nad kritickou miceldrni koncentraci se u
tohoto vzorku nejevilo jako feSeni. [49]

Pro sniZeni elektrického proudu v prib¢hu analyzy byl pfipraven pufr NaH2POs (5 mM,

pH 3) + 5 mM SDS. Vci pfedeslému experimentu doslo k snizeni elektrického proudu
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v systému o polovinu a zérovein doslo ke zvyseni rozlisSeni mezi piky BHQ-FAM a BHQ,
pravdépodobné diky zabranéni interakce analyta s kapilarni st€énou (viz obr. 15). Problém
byl s opakovatelnosti analyz. Pii tfeti analyze se zacalo objevovat vyrazné zhorSeni tvaru
prvniho piku (BHQ-FAM). Tento jev lze vysvétlit dvémi moznostmi. Bud dochazi
k interakci SDS s navazanym fluorescennim barvivem, nebo se jedna o nestabilni pufr.
Navic Ize u takto nizké koncentrace SDS piedpokladat ¢astecnou interakci se sténou
kapilary. Analyza byla provedena ¢tyfikrat. Prvni dvé analyzy byly provedeny hned po
sobgé. Treti analyza byla provedena s odstupem tficeti minut od prvotniho nastfiku.
Analyza Cislo 4 (viz. obr. 15) byla provedena se stejnym pufrem s odstupem 2 hodin od

ostatnich tii analyz. Tento experiment potvrdil, Ze stafi pufru ma na analyzu vyrazny vliv.
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Obr. 15 Ukazka opakovatelnosti analyz vzorku BHQ mix v elektrolytu NaH>PO4 (5mM,
pH 3 upraveno zfedénou H3PO4) + SmM SDS, kde nastiiky ¢. 1 (modry zaznam) a 2
(oranzZovy zaznam) byly provedeny hned po sob¢, nésttik €. 3 (Sedy zdznam) byl proveden
30 minut po prvotnim ndstiiku a nésttik €. 4 (Zluty zdznam) byl proveden s odstupem 2

hodin od ostatnich tii; délka kapilary 47 cm; potadi pikii bylo u vSech analyz stejny,
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pricemz prvni pik odpovidé analytu BHQ-FAM, druhy pik odpovida analytu BHQ a treti
pik odpovida analytu OLIGO; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

5.2.6. Medronova kyselina

Jediny problém s analyzou BHQ mix vzorku byla opakovatelnost. Tento problém nas
napadlo vyfesSit ptfidavkem medronové kyseliny. Medronova kyselina (kyselina
methylendifosfonova) obsahuje dvé fosfonové kyseliny spojené v jednu molekulu. Diky
vyssi iontové sile dava pufru jiné kvality. Hlavni pfinos medronové kyseliny je, Ze ptisobi
jako chelata¢ni ¢inidlo a zamezuje interakci mezi ionty kovil a analyty. [50] Byl pfipraven
pufr 10mM NaH;POj4 s hodnotou pH 3. Rozdil oproti piedeslému pufru byla uprava pH.
V predeslych kapitolach se pH upravovalo zfedénou fosforecnou kyselinou. V tomto

ptipad¢ byla nahrazend fosfore¢na kyselina za medronovou kyselinu.
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Obr. 16 Ukdazka tii po sob¢ jdoucich analyz vzorku BHQ mix v zédkladnim elektrolytu
NaH>PO4 (10mM, pH 3 upraveno ziedénou medronovou kyselinou) kde prvni pik
odpovidad analytu BHQ-FAM, druhy pik odpovida analytu BHQ a tfeti pik odpovida
analytu OLIGO; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

Za téchto podminek byla opakovatelnost nastiikii usp&sna (viz obr. 16). Cas analyzy
v rozsahu 4-5 minut je perfektni. Puft je staly. Po 6 hodinach odstatého pufru byla analyza

stejna.

V névaznosti na kapitolu 5.2.3., kde sniZeni pfidaného napéti vedla k lepSimu rozliSeni

pikid, byl tento poznatek aplikovan 1 na pufr NaH,POs4 (10mM, pH 3 upraveno
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medronovou kyselinou). Stejné jako v predeslé kapitole doslo ke prodlouzeni analyzy,
konkrétné o 2 minuty. Mezi vzorky BHQ-FAM a BHQ se zlepsilo rozliseni o 0.4 (viz
Obr. 17 a Tab. 9).
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Obr. 17 vliv napéti na findlni analyzu: porovnani analyz vzorku BHQ mix v zdkladnim
elektrolytu NaH,POs (10mM, pH 3 upraveno zifedénou medronovou kyselinou) za
odlisného napéti -15kV (modry zdznam) a -25kV (oranzovy zéznam), kde prvni pik
odpovidéa analytu BHQ-FAM, druhy pik odpovidad analytu BHQ a tfeti pik odpovida
analytu OLIGO; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; detekce DAD

Tab. 9 vliv napéti na finalni analyzu v zdkladnim elektrolytu NaH>PO4 (10mM, pH 3

upraveno ziedénou medronovou kyselinou) z obr. 17

Napéti | RozliSeni mezi | RozliSeni mezi | Migracni ¢as | Migracéni | Migracni
prvnim (BHQ- | druhym (BHQ) a | prvniho piku | ¢as cas tretiho
FAM) a | tietim pikem | (BHQ- druhého | piku
druhym pikem | (oligonukleotid) FAM) piku (OLIGO)
(BHQ) (BHQ)

-25kV | 1.37 4.40 4.27 4.42 4.96

-15kV | 1.78 5.50 6.99 7.23 8.04

V névaznosti na kapitolu 5.2.5. bylo pfidano do pufru NaH>PO4 (10mM, pH 3 upraveno
medronovou kyselinou) urcit¢é mnozstvi SDS. Pfipravené byly dvé varianty a to s
pfidavekem SmM SDS a s ptidavekem 10mM SDS. U obou elektrolytt byla analyza
velmi podobna jako bez ptidavku SDS. Analyza se zrychlila, ale rozliSeni se zhorSilo.

Problém nastal opét s opakovatelnosti nasttikli. Po tfech po sobé& jdoucich analyz bylo
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vidét vyrazné zhorSeni tvaru prvniho piku. Kvili Spatné opakovatelnosti nastiika

a nestalosti pufru nebylo jiz nadale pokracovano v ptidavku aditiv.

5.2.7. Porovnani nejlepsich vysledkt

Ptidavek surfaktantu dodecylsiranu sodného vylepsil rozliSeni mezi piky. Problém
s opakovatelnosti néstfiki neni az tak zdvazny. Je nutné hlidat stari pufru, pficemz
nejidedlnéjsi je pripravit kazdy den novy pufr. Duilezité je také dodrzet presny pomér
pufru a SDS. [ kdyz tento pufr neni ptilis komplikovany, je stale jednodussi drzet se pouze
zakladniho pufru bez aditiv. Z toho divodu povazuji pufry NaH>POs (10mM, pH 3
upraveno fosfore¢nou kyselinou) a NaHPOs (10mM, pH 3 upraveno medronovou
kyselinou) za nejlepsi prostiedi pro separaci BHQ analytti. Vzhledem k velmi kratkému
Casu analyzy je vysS$i rozliSeni pfi napéti -15 kV pfinosem a pievazuje nad
dvouminutovym zkracenim analyzy pii napéti -25 kV. O tom, jaké zté€chto dvou
podminek jsou lepsi rozhoduje symetrie piku, rozliSeni a chvostovani pika (viz Tab. 10).
Cas analyzy je o néco krati u pufru s medronovou kyselinou. Rozliseni ma na druhou
stranu lepsi puftr s fosfore¢nou kyselinou. Symetrie a tailing pikl jsou velmi podobné.
Opakovatelnost je u obou analyz velmi dobra. Z detailniho rozboru (viz Tab. 10 a obr.
18) lze fici, ze medronova kyselina pozitivn¢ ovliviiuje tvar pikd. Z tohoto divodu pufr
upraveny medronovou kyselinou piedstavuje optimalni podminky pro analyzu vzorku

BHQ mix.
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Obr. 18 porovnani analyz vzorku BHQ mix ve dvou zékladnich elektrolytech: oranzovy
zaznam piedstavuje analyzu v elektrolytu NaH2PO4 (10mM, pH 3 upraveno zfedénou

H3PO4) a modry zdznam piedstavuje analyzu v elektrolytu NaH.PO4 (10mM, pH 3
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upraveno ziedénou medronovou kyselinou); u obou analyz je potadi pikil stejny: prvni
pik odpovida analytu BHQ-FAM, druhy pik odpovidé analytu BHQ a tfeti pik odpovida
analytu OLIGO; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -15 kV; detekce DAD

Tab. 10 Detailni porovnani analyz z obr. 18

10mM NaH;POs pH3 | 10mM NaH>POs pH3
(upraveno fosfore¢nou | (upraveno ~ medronovou
kyselinou) kyselinou)

RozliSeni mezi prvnim | 2.30 1.78

(BHQ-FAM) a druhym

(BHQ) pikem

Rozliseni mezi druhym | 6.19 5.50

(BHQ) a tfetim ( OLIGO)

pikem

BHQ-FAM symetrie 0.79 1.58

BHQ symetrie 0.74 1.13

OLIGO symetrie 0.46 0.54

BHQ-FAM usp-tailing 1.16 1.58

BHQ usp-tailing 0.74 1.13

OLIGO usp-tailing 1.73 1.60

BHQ-FAM c¢as analyzy 7.84 6.99

BHQ ¢as analyzy 8.15 7.23

OLIGO cas analyzy 9.23 8.04

5.3.  Separace vzorku PCQ mix

5.3.1. Organicka slozka

Narozdil od vzorku BHQ mix, kde jiz od zaatku byl viceméné neménny zakladni
elektrolyt, NaH>PO4 (10mM, pH 3 upraveno fosforecnou kyselinou) na separaci PCQ
mix 1 nestacCil. Respektive v téchto jednoduchych podminkach ve vzorku PCQ mix 1

nedochazelo k separaci jednotlivych analyti PCQ, PCQ-FAM, PCQ-Cy5 a OLIGO.
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Ze struktury azaftalocyaninového zhasece nam bylo jasné, ze se jedna o slouCeniny s vétsi
tendenci k agregaci ve vodé. Predpoklad byl takovy, ze ptidavek organického
rozpoustédla ji miize ovlivnit. Zkousena rozpoustédla byla methanol, tetrahydrofuran,
acetonitril a pyridin. Prvni experiment se skladdal z pufru NaH.PO4 (10mM, pH 3
upraveno ziedénou kyselinou fosforecnou) v poméru 1:1 s organickou slozkou. Pyridin
jsme rovnou vynechali z divodu UV cut-off (viz kapitola 5.2.4.). Vptipad¢ methanolu
separace vibec neprob¢hla. Viditelny byl pouze jeden pik (OLIGO) a ostatni analyty se
nepodatilo detekovat pravdépodobné diky interakci s kapildrni sténou. Acetonitril
pomohl oddélit OLIGO od ostatnich analytii, které vSak migrovali v jedenom smésném
piku. V pfipad¢ tetrahydrofuranu byl vidét naznak separace (viz obr. 19), analyza na
kapilate dlouhé 60 cm vsSak trvala 25-40 min. Na zdklad¢ tohoto experimentu byla
kapilara zkracena na 47 cm. Na této kapilafe byl otestovan piidavek THF do zékladniho
elektrolytu, ktery vedl k ¢astecné separaci vSech slozek vzorku PCQ mix 1. Pfi ptidavku
THF byl elektricky proud probihajici systémem velmi maly, coz vedlo k proudlouzeni
analyzy. Tento jev lze vysvétlit nafedénim 10 mM pufru a soucasné zménou vodivosti

zakladniho elektrolytu.

Z téchto dvou divoda byl na dalsi experiment ptipraven stejny elektrolyt a pouze jsme
ménili mnoZzstvi organické slozky. Nejprve byl zkousen 10mM pufr v poméru 9:1 s THF.
Takto maly pfidavek organické slozky sice zrychlil analyzu oproti poméru 1:1, ale
k separaci viibec nedochazelo. Druhym zkousenym pomérem 10mM pufru a organiky byl
4:1. V této analyze jiz byl ndznak separace, ale stale se nejednalo o optimalni podminky.
Jako posledni pomér byl zkouSen 2:1. V tomto pfipad¢ se jednalo o velmi podobny
vysledek jako u pufru s pomérem 1:1. Zkratil se ¢as analyzy ptiblizné¢ o 10 minut, ovSem
nedoslo k vyraznému zlepSeni rozliSeni mezi kritickymi pary piklit PCQ a PCQ-FAM.
V pristich kapitolach navazuji experimenty na pufr 10 mM NaH>PO4 pH 3 (upraveno
fosforecnou kyselinou) se dvéma poméry organické slozky bud’ 1:1 (lepSi separace)

anebo 2:1 (rychlej$i analyza).
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Obr. 19 analyza vzorku PCQ mix 1 v elektrolytu NaH>PO4 (10mM, pH 3 upraveno
H3POy) - THF (1:1) kde prvni pik odpovidéa analytu OLIGO, druhy pik odpovidé analytu
PCQ-FAM, tfeti pik odpovida analytu PCQ a ¢tvrty pik odpovida analytu PCQ-Cy5;
délka kapilary 60 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

5.3.2. VlivpH

Zménou pH lze docilit zkraceni analyzy. Tento poznatek byl potvrzen u experimentl na
vzorku BHQ mix (kapitola 5.2.2.) a bylo pfedpokladano, ze pokud snizime hodnotu pH
dojde ke zrychleni analyzy. U vzorku PCQ mix 1, kde azaphtalocyanin (viz tab. 7)
obsahuje ionizovatelné bazické skupiny, by sniZzeni pH mohlo ovlivnit separaci. Byly
piipraveny dva pufry NaH2PO4 (10 mM) - THF (1:1) a NaH2PO4 (10 mM) — THF (2:1).
U téchto pufri bylo pomoci fosfore¢né kyseliny upravovano pH od nejvyssi po nejnizsi:

2.9,2.7,2.5. V ptipadé pH 2.7 se zlepsil ¢as analyzy a tvar piku.
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5.3.3. Koncentrace pufru

Do tohoto bodu byl pouzity jako zakladni pufr 10mM NaH>POs. Vzhledem k velmi
dlouhym analyzdam byly vyzkouSeny rizné koncentrace pufru. Vychazeno bylo
z ptedchozich experimentl, a proto byl pufr fedén organickou slozku v pomérech bud’
1:1 nebo 2:1. Hodnota pH, upravena fosfore¢nou kyselinou, se pohybovala u vSech pufri
okolo 2.7. Byly pouzity tii riizné koncentrace a referen¢ni koncentrace 10mM:

a) 10mM NaH>POs (referencni)

b) 25mM NaH;PO4

¢) 50mM NaH>PO4

d) 100mM NaH>PO4
Vsechny tyto koncentrace byly méfeny pii napéti -25kV. V piipadé 25mM pufru
nedochézelo k dostate¢né separaci. Analyza byla zrychlen4, ale tvar piki byl hor$i nez u
referen¢niho pufru. Podminky 100 mM pufru poskytovaly nestabilni elektricky proud.
Na druhou stranu 50mM pufr se jevil velmi slibn€. Byla vyzkousena jak varianta 1:1
s organickou slozkou (dlouhd analyza) tak i varianta s pomérem 2:1 s organickou slozkou
(velmi dobry ¢as analyzy). Na obr. 20 je zobrazena analyza vzorku PCQ mix 1. Jedna se

o pufr NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7-upraveno kyselinou fosfore¢nou) — THF (2:1).

30
25
20
15

10

Obr. 20 analyza vzorku PCQ mix 1 v elektrolytu NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7 upraveno
H3PO4) — THF (2:1) kde kde prvni pik odpovidd analytu OLIGO, druhy pik odpovida
analytu PCQ-FAM, tfeti pik odpovida analytu PCQ a ctvrty pik odpovida analytu PCQ-
CyS; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

58



Za téchto podminek se ¢as analyzy pohybuje v rozmezi 10-15 minut. Ztetelné oddélené
jsou tii piky:

- Prvni pik: OLIGO

- Druhy pik: nedokonale oddélené vzorky PCQ a PCQ-FAM

- Tteti pik: PCQ-Cy5
Mezi vzorky PCQ a PCQ-FAM je naznak separace. Na rozdé€leni téchto dvou vzorku
bude potieba uprava podminek. Prvni moznosti jak upravit podminky je takzvané
vysoleni (viz. kapitola 5.3.5.). Druhou moznosti, jak zlepsit separaci, je pridavkem

aditiva k zamezeni interakce s kapilarni st€énou pomoci surfaktantu (viz. kapitola 5.3.4.)

5.3.3.1. Mnozstvi elektrolytu- Zména vzorku

V navaznosti na ptredeslou kapitolu, kde se podatilo oddélit OLIGO, PCQ a PCQ-Cy5,
byl ze vzorku PCQ mix 1 odebran jeden analyt (PCQ-FAM), abychom si potvrdili, zda
dochazi opravdu k dokonalé separaci zbylych tii analytii ve vzorku PCQ mix 2. Dalsi
diavod odebrani vzorku PCQ-FAM bylo to, ze se pfi syntéze dvé dvojité znacené sondy
nepotkaji. Vzorek PCQ mix 2 byl analyzovan za stejnych podminek jako v pfedeslé
kapitole: NaH2PO4 (50 mM, pH 2.7-upraveno kyselinou fosfore¢nou) — THF (2:1). Za
téchto podminek jsou viditelné 3 piky. Prvni pik odpovida vzorku OLIGO. Druhy pik
odpovida vzorku PCQ. Spektrum posledniho piku odpovidd vzorku PCQ-Cy5. Piky
migruji v rozmezi 12-17 minut (viz obr. 21). Separace byla Gspé€sn¢ zopakovana. Jen
musime mit namysli, Ze tetrahydrofuran je siln¢ t€kava latka. Z toho vyplyva, Ze se musi
hlidat stafi pufru. Vzhledem k tomu, Ze analyza trvad 17 minut, Ize pufr pouzit na tii za
sebou jdouci nastiiky. Poté je nutné vytvofit novy pufr, aby nedochazelo ke zméné

pomeéru organické slozky.
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Obr. 21 Analyza vzorku PCQ mix 2 v elektrolytu NaH,PO4 (50 mM, pH 2.7 upraveno
H3PO4) — THF (2:1) pti¢emz prvni pik odpovida analytu OLIGO, druhy pik odpovida
analytu PCQ a treti pik odpovida analytu PCQ-Cy5; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C;
napéti -25 kV; detekce DAD

5.3.4. Pridavek SDS

Piidavek SDS zvySuje mnozstvi iontil a tim zvySuje elektricky proud v systému. ZvySeni
elektrického proudu muze vést ke zrychleni analyzy a ke zlepSeni tvaru pika. Prvni
experiment ptidavku SDS spocival v tom, ze jsme chtéli zjistit, jak by samotny ptidavek
SDS ovlivnil zékladni pufr bez pfidavku organiky. 10mM NaH2POs pufr byl zkouSen
s ptidavkem 25mM SDS a 12.5mM SDS. U obou variant nedoslo k separaci analyt. U
téchto analyz byl velmi vysoky nartst proudu a hrozila elektrolyza. Tento krok nas utvrdil
v tom, Ze je nutny piidavek organické slozky.

Aby doslo ke sniZeni elektrického proudu v systému byl zvolen pufr NaH>2PO4 (10 mM,
pH 3) spfidavkem 10 mM SDS, ktery byl nafedén v poméru 1:1 s THF. Za téchto
podminek byl proud stabilni. 10 mM pufr (nafedény 1:1, coz znamend 5 mM pufr)
obsahoval nedostatecné mnozstvi elektrolytu a nebylo mozné od sebe oddélit jednotlivé
piky analytt.

V névaznosti na kapitolu 5.3.3. byl pfipraven 50mM NaH>POs pufr s pfidavkem 10 mM
SDS a pomérem THF 1:1. Kvili obavam z pfili§ vysokého proudu byla hodnota pH
vodného pufru zvolena 3.0. Navzdory velmi dlouhé analyzy se vSechny analyty

separovaly (viz obr. 22). Ackoliv rozliSeni mezi PCQ-FAM a PCQ se oproti piedchozim
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analyzam zvysilo, opakovatelnost analyzy se ukazala jako problematicka, protoze uz pii

druhém nésttiku dochazelo k posunu migracniho ¢asu cca o 5 minut.
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Obr. 22 analyza vzorku PCQ mix 1 v pufru : NaH2PO4 (50 mM, pH 3 upraveno H3POy)
+ 10mM SDS — THF (1:1) kde kde prvni pik odpovid4d analytu OLIGO, druhy pik
odpovida analytu PCQ-FAM, tieti pik odpovida analytu PCQ a c¢tvrty pik odpovida
analytu PCQ-Cy5; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

Navzdory vsech uvedenych nedokonalosti téchto podminek 1ze konstatovat, ze za téchto
podminek Ize od sebe oddélit vSechny ¢tyii analyty. Z toho diivodu povazuji tuto analyzu

za uspéSnou (detailnéjsi rozbor viz. kapitola 5.3.9.).

5.3.5. ZvySeni iontové sily

Pomoci ptidavku iontd ve formé NaCl lze docilit lepsi selektivity a ovlivnit tvar piku.
Zménou iontové sily zakladniho elektrolytu lze docilit zvySeni elektrického proudu
probihajiciho v systému. Liguo S. a spol [51] publikoval ¢lanek, ve kterym se velmi
detailn¢ vénuje vlivu NaCl na elektroforetické chovani anionti. Nadale komentuje i
mozny piinos NaCl i u ostatnich typl analyti. Pokud se pohybujeme v koncentracich
vysSich nez 50 mM, ovliviiujeme predevsim velikost a tvar piku. V niZsich koncentracich
muze piidavek NaCl vést ke zlepSeni rozliSeni mezi piky. [51]

Cilem tohoto experimentu bylo zlepSit rozliSeni mezi analyty PCQ a PCQ-FAM ve
vzorku PCQ mix 1. Jako zékladni elektrolyt byl zvolen NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7
upraveno kyselinou fosforecnou) + 25mM NaCl — THF (2:1). Tento experiment byl
porovnan s analyzou v kapitole 5.3.3. Pfidavek NaCl prodlouzil ¢as analyzy (viz obr. 23).

RozliSeni mezi prvnim pikem (OLIGO) a druhym pikem (PCQ-FAM) se vyrazné
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zlepsilo. Stejné tak i rozliSeni mezi tfetim pikem (PCQ) a ¢tvrtym pikem (PCQ-Cy5) se
zlepsilo stejné jako tvar a symetrie piki. Nicmén¢ rozdéleni analyta PCQ a PCQ-FAM
na zékladni linii se nepodafilo.
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Obr. 23 porovnani analyz vzorku PCQ mix 1 ve dvou elektrolytech: modry zadznam
pfedsavuje analyzu v elektrolytu NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7 upraveno H3PO4) — THF (2:1)
a oranZovy zaznam piedstavuje analyzu v elektrolytu NaH2POs (50 mM, pH 2.7
upraveno H3POs) + 25 mM NaCl — THF (2:1); u obou analyz je potadi pikl stejny: prvni
pik odpovida analytu OLIGO, druhy pik odpovida analytu PCQ-FAM, tfeti pik odpovida
analytu PCQ a ¢tvrty pik odpovidéa analytu PCQ-CyS5; délka kapilary 47 cm; teplota 25
°C; napéti -25 kV; detekce DAD

5.3.6. Vliv cyklodextrinu

Nejcastéjsi uziti cyklodextrinii v analytické chemii je bezkonkurencné v chirdlnich
separacich. Diky odlisnym velikostem cyklodextrinil je 1ze vyuZit i pro zvySeni selektivity
u nechirdlnich separaci. [52] Predpoklad je vSak takovy, Ze analyzujeme vzorky
s odliSnou velikosti a tvarem, aby m¢li separované latky v téchto podminkach jinou
konstantu stability komplexu s CD. Vzhledem k velkému poctu riiznych modifikaci, 1ze
predpokladat Ze cyklodextriny mohou ovlivnit separaci nejen z hlediska velikosti ale také
z hlediska fyzikalné-chemické interakce cyklodextrinu s analytem. Alfa cyklodextriny
maji nejmensi kavitu. VIiv na separaci modifikovanych oligonukleotidi by byl velmi

maly. Z toho ditvodu jsme se zaméfili spiS na beta a gama cyklodextriny.
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V pufr NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7 - upraveno kyselinou fosfore¢nou) — THF (2:1) byl
pokazdé rozpustén jeden ze Ctyt riznych B-cyklodextrinii v koncetraci 5 mg/ml:

1) nemodifikovany B-cyklodextrin

2) methyl-B-cyklodextrin

3) 6-(w-sulfanyl-alkylen-sulfanyl)-f-cyclodextrin

4) hydroxypropyl-B-cyclodextrin
Ani jeden z B-cyklodextrinti nemél vyznamny vliv na separaci analyti vzorku PCQ mix
1. Piky nebyly dostate¢né separovany a elektroforeogramy byly neptehledné. Nejspis
byla kavita B-cyklodextrinii pfiliS mald a nedochazelo k dostate¢né interakci mezi
analytem a B-cyklodextrinem. Vliv na analyzu byl vtomto piipad¢ pouze zvySeni
elektrického proudu probihajiciho v systému.
Velmi odlisné vysledky byly ziskany pti pouziti y-cyklodextrinu. Obdobné jako u -
cyklodextrinu byl pouzit stejny zékladni elektrolyt, ktery byl upraven tfemi riznymi y-
cyklodextriny v koncentraci 5 mg/ml:

1) nemodifikovany y-cyklodextrin

2) random-methyl-y-cyklodextrin

3) hydroxypropyl-y-cyklodextrin
U téchto analyz vzorku PCQ mix 1 dochazelo k odd¢leni tii analytl. Hydroxypropyl-y-
cyklodextrin jako jediny vysledek nezlepsil. Jeho pfitomnost zménila potfadi analytt
anedochazelo k odde¢leni jednotlivych analytii. Samotny y-cyklodextrin se jiz jevil
mnohem slibngji. Problém bylo rozliSeni mezi prvnim (OLIGO) a druhym (pfekryv PCQ
a PCQ-FAM) pikem. RozliSeni mezi prvnim a druhym pikem bylo nejlepsi u
methylovaného y-cyklodextrinu (viz Obr. 24). Piky migruji v rozmezi 11-15 minut.
Symetrie piki byla téméf idedlni. Za téchto podminek doslo k separaci pouze tii analytu,

analyty PCQ a PCQ-FAM se navziajem dokonale piekryvaji.
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Obr. 24 analyza vzorku PCQ mix 1 v elektrolytu NaH,PO4 (50 mM, pH 2.7 upraveno
H3PO4) + 5mg/Iml random-methyl-y-CD — THF (2:1) pficemz prvni pik odpovida
analytu OLIGO, druhy pik odpovidé ptekryvu analyti PCQ a PCQ-FAM a tfeti pik
odpovidé analytu PCQ-Cy5; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce
DAD

Ptidavek random-methyl-y-cyklodextrinu dokdzal ovlivnit tvar piku a rozliSeni. Lze z
toho usoudit, Ze by mohlo dochazet k pozitivni interakci mezi analyty a cyklodextrinem.
Nedokonala separace vzorku PCQ od vzorku PCQ-FAM naznacuje, Ze oba tyto analyty
by mohli interagovat s cyklodextrinem podobng. V navaznosti na kapitolu 5.3.3.1. lze
konstatovat, Ze za téchto podminek je analyza uspé$na pro PCQ mix sloZeny ze ti analytl
a to bud’ OLIGO, PCQ a PCQ-Cy5 nebo OLIGO, PCQ-FAM a PCQ-Cy5. Z toho divodu
1 pfes nedokonalé oddéleni PCQ od PCQ-FAM povazuji tento experiment za uspéSny

a budu se mu detailnéji vénovat v kapitole 5.3.9.

5.3.7. Vliv taurodeoxycholatu

Experiment s pfidavkem SDS (viz kapitola 5.3.4.) ndm ukézal, Ze pokud ptidame pfili$
velké mnoZstvi surfaktantu, tak mize diky vysokému proudu dochézet k nespravné
separaci nebo elektrolyze. Proto byl pfipraven zakladni pufr NaH2PO4 (50 mM, pH 2,7 -
upraveno ziedénou fosforecnou kyselinou) do kterého bylo pfidino 10 mM

taurodeoxycholatu sodného. Tento pufr byl nafedén 2:1 tetrahydrofuranem (viz obr. 25).
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Obr. 25 analyza vzorku PCQ mix 1 v elektrolytu NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7 upraveno
H3PO4) + 10 mM taurodeoxycholatu sodného — THF (2:1) pficemz prvni pik odpovida
analytu OLIGO, druhy pik odpovida piekryvu analyti PCQ a PCQ-FAM a tfeti pik
odpovidé analytu PCQ-Cy5; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce
DAD

Vliv taurodeochycholové kyseliny na separaci vzorku PCQ mix 1 je velmi podobny jako
u ptidavku cyklodextrinu. Pravdépodobné dochazi k tvorbé micely, pficemz rovnovazna
konstanta micela-elektrolyt je pro vzorky PCQ a PCQ-FAM stejna, coz vede
k nedokonalé separaci. Obdobn¢ jako u ptedeslych experimentl dochazi k separaci tii
piki: OLIGO, spojené¢ PCQ a PCQ-FAM, PCQ-CyS5. I tyto podminky jsou vhodné
k separaci vzorku PCQ mix 2, ale nefesi problém separace mezi PCQ a PCQ-FAM.

5.3.8. Medronova kyselina

V nédvaznosti na uspé$né experimenty u vzorku BHQ mix, kde pfidavek medronové
kyseliny vedl k nejlepSim vysledkim, byly stejné podminky aplikovany i na vzorek PCQ
mix. Prvni pufr byl uplné stejny jako v kapitole 5.2.6 (10 mM NaH2PO4 pH 3 upraveno
medronovou kyselinou; -25 kV). Tento elektrolyt se u vzorku PCQ mix 1 neosvéd¢il.
Nedochazelo k separaci ani jednoho z analytl. Jiz v predeslych kapitolach bylo zminéno,
ze oligonukleotidy s navazanym azaftalocyaninem potfebuji k separaci ptidavek
organické slozky. Vzhledem k tomu, Ze pfi analyze za podminek NaH>2PO4 (10 mM, pH
3 upraveno medronovou kyselinou) byl elektricky proud analyzy velmi vysoky, byl tento

pufr nafedén tetrahydrofuranem v pomeéru 1:1. Organicka slozka méla na separaci
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pozitivni efekt. Byly vidét dva piky, ale kviili nizké odezvé detektoru neslo s jistotou urcit
ktery pik odpovidad konkrétnimu analytu. I ptes 50% organické slozky byla analyza az
prilis rychla. Jako dalsi byly pfipraveny dva 10 mM NaH>PO4 zékladni elektrolyty kazdy
s odlisnym mnozstvi SDS. Prvni pufr mél koncentraci 10 mM SDS a druhy 5 mM SDS.
Oba elektrolyty byly upraveny medronovou kyselinou na pH 3 a poté natedény THF
v poméru 1:1.

Ackoli byl tvar piki vylepSen, byly detekovany pouze 2 piky. Po sérii nevydafenych
experimentl byl zménén zakladni puft, kde byla pouzita 10 mM medronova kyselina jako
zaklad elektrolytu a uprava pH probihala pomoci NaOH. Byly zkouSeny rtizné hodnoty
pH: 2.0, 2.5 a 3.0. Kazdy pufr byl vyzkousen bez i snafedéni tetrahydrofuranem
v poméru 1:1. U nizkého pH dochazelo k rapidnimu navyseni elektrického proudu, ktery
ani pfidavkem organické slozky neSel kontrolovat. Jako jediné slibné podminky, za
kterych byl mozny vidét ndznak separace, se jevily pufr 10mM medronové kyseliny pH
3 (upraveno ziedénou NaOH) 1:1 THF. Na tento pufr byl vyzkouSen princip vysoleni
pridavkem 30mM NaCl, coz nevedlo k separaci ani jednoho analytu.

Jako posledni experiment byl ptipraven pufr 10 mM medronové kyseliny pH 3 (upraveno
zfedénou NaOH) s pfidavkem 10 mM SDS v poméru 1:1 s tetrahydrofuranem. I piesto
ze se jednalo o analyzu s nejlep$im tvarem pikl popsanou v této kapitole, nedochazelo k
separaci vSech Ctyf analytii. Z tohoto divodu Ize konstatovat, ze prostiedi medronové

kyseliny neptfedstavuje optimalni podminky pro separaci vzorku PCQ mix.

5.3.9. Porovnani nejlepsich vysledkii

Vsechny povedené analyzy vzorku PCQ mix 1 a PCQ mix 2 probihaly v prostfedi, které
se skladalo z vodné a organické slozky. Z toho vyplyva, ze oproti vzorku BHQ maji
analyty snavdzanym azaftalocyaninem vétsi tendenci k agregaci v Cisté vodném
prostiedi.

Také bych rad vyzdvihl benefit aditiva dodecylsiranu sodného. Toto aditivum ma
pozitivni vliv na separaci vzorku PCQ a PCQ-FAM (viz obr. 26). Vzhledem k tomu, ze
separace vzorku PCQ a PCQ-FAM byla velmi problematicka a podafila se pouze u velmi
dlouhych analyz, 1ze konstatovat, ze nebyly dosazeny optimalni podminky pro separaci
vzorku PCQ mix 1 a bylo by tfeba dale studovat. Na druhou stranu podminky oddélujici
vzorky OLIGO, PCQ a PCQ-CyS5 se optimalizovat podafilo.
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Oddéleni vSech ctyt komponentli ve vzorku PCQ mix 1 se podafilo pouze ve dvou
analyzach trvajicich okolo 50 minut, které se podafilo zreprodukovat. Prvni podminky,
které bych rad vyzdvihl, jsou NaH2PO4 (10 mM, pH 3 - upraveno zfedénou kyselinou
fosforecnou) v poméru 1:1 s THF. Druha GspéS$na analyza probihala v pufru NaH>POg4
(50 mM, pH 3 - upraveno ziedénou kyselinou fosfore¢nou) s ptidavkem 10 mM SDS
apoté nafedéno v poméru 1:1 THF. SDS ma pozitivni vliv na selektivitu separace
a rozliSeni analytii PCQ a PCQ-FAM (viz obr. 26, Tab. 11). Tento efekt SDS lze vysvétlit
omezenim interakce analytl s kapilarni st€nou.
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Obr. 26 porovnani analyz vzorku PCQ mix 1 ve dvou elektrolytech: oranZovy zdznam
pfedsavuje analyzu v elektrolytu NaH2PO4 (10 mM, pH 3 upraveno H3PO4) — THF (1:1)
a modry zaznam piedsavuje analyzu v elektrolytu NaH>PO4 (50 mM, pH 3 - upraveno
H3PO4) + 10mM SDS — THF (1:1); u obou analyz je potradi pikl stejny: prvni pik
odpovida analytu OLIGO, druhy pik odpovidd analytu PCQ-FAM, tieti pik odpovida
analytu PCQ a ¢tvrty pik odpovida analytu PCQ-CyS5; délka kapilary 47 cm; teplota 25
°C; napéti -25 kV; detekce DAD
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Tab. 11 rozliSeni mezi jednotlivymi piky z obr. 26

Modry zaznam | Oranzovy
(50mM NaH;PO4+ | zdznam (10mM
10mM SDS 1:1 | NaH2POs4  1:1

THF) THF)
RozliSeni prvniho piku (OLIGO) a druhého | 10.64 6.59
piku (PCQ-FAM)
RozliSeni mezi druhym pikem (PCQ-FAM) a | 1.04 0.65
tretim pikem (PCQ)
Rozliseni mezi tfetim pikem (PCQ) a ¢tvrtym | 4.30 1.97

pikem (PCQ-Cy5)

Z tabulky 11 je patrné, ze rozliSeni mezi jednotlivymi piky je lepsi u pufru s pfidavkem
SDS. Jedin4 nevyhoda téchto podminek je prodlouZeni analyzy o 5 minut. Vzhledem
k tomu, Ze obé tyto analyzy jsou casov€é ndrocné, lze pcti minutové prodlouzeni
povazovat za nerelevantni. Také lze konstatovat, ze vSechny komponenty vzorku PCQ
mix 1, tedy OLIGO, PCQ, PCQ-FAM a PCQ-CyS5, se nepodaftilo rozdélit az na zékladni
linii.
Druhy vysledek byla tspéSna separace tfi komponentl ve vzorku PCQ mix 1. Podafily se
oddélit dvé trojkombinace analyti OLIGO, PCQ, PCQ-FAM a OLIGO, PCQ-FAM,
PCQ-CyS5. Vzhledem k tomu, Ze se pti syntéze nepotkaji dvé dvojité znacené sondy, bude
rozebrana analyza vzorku OLIGO, PCQ a PCQ-Cy5 neboli PCQ mix 2. Separaci téchto
tfi komponentl se podafilo tfemi riznymi pufry:

1) NaH2PO4 (50 mM, pH 2.7 - upraveno fosforecnou kyselinou) — THF (2:1)

2) NaHPOs (50 mM, pH 2,7 - upraveno fosforecnou kyselinou) + 10 mM

taurodeoxycholdtu sodného - THF (2:1)
3) NaH»PO4 (50 mM, pH 2.7 - upraveno fosfore¢nou kyselinou) + Smg/1ml random-
methyl-y-CD — THF (2:1)

SniZeni hodnoty pH z 3.0 na 2.7 vedlo ke zkraceni Casu analyzy. SniZeni obsahu
organické slozky na 33% vedlo ke zhorSeni separace mezi vzorky PCQ a PCQ-FAM. Na
druhou stranu doba potiebna k analyze a tvar pikid ostatnich analytli se vyrazné zlepsily.
O tom, ktery z téchto pufrii pfedstavuje vhodné podminky rozhodovaly tyto faktory:

rozliSeni, Cas analyzy, stabilita pufru a opakovatelnost analyz (viz Obr. 27 a Tab. 12).
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Obr. 27 porovnani analyz vzorku PCQ mix 2 ve tfech elektrolytech: modry zaznam
pfedsavuje analyzu v elektrolytu NaH>PO4 (50 mM, pH 2.7 upraveno H3PO4) — THF
(2:1), oranzovy zaznam piedsavuje analyzu v elektrolytu NaH,PO4 (50 mM, pH 2,70
upraveno H3POs) + 10 mM taurodeoxycholatu sodného — THF (2:1) a Sedy zaznam
pfedsavuje analyzu v elektrolytu NaH2PO4 (50 mM, pH 2,70 upraveno H3PO4) + 5Smg/1ml
random-methyl-y-CD — THF (2:1); potradi piki je pro kazdou analyzu stejny: prvni pik
odpovida analytu OLIGO, druhy pik odpovida analytu PCQ a tfeti pik odpovida analytu
PCQ-CyS5; délka kapilary 47 cm; teplota 25 °C; napéti -25 kV; detekce DAD

Tab. 12 rozliSeni mezi jednotlivymi piky z obr. 27

Modry zaznam | OranZovy Sedy
z4dznam z4dznam
RozliSeni mezi prvnim pikem 3.49 1.60 3.56
(OLIGO) a druhym pikem (PCQ)
RozliSeni mezi druhym pikem 4.00 5.52 4.57
(PCQ) a ttetim pikem (PCQ-CyS5)

Vsechny analyzy byly bez problému reprodukovany. Diky ptitomnosti THF maji vSechny
ti1 pufry stejné kratkou Zivotnost a 1ze je pouzit pouze pro tfi po sob¢€ jdouci nastiiky. Poté
je nutné vytvofit novy pufr. Pfidavek aditiva (CD, taurodeoxycholat sodny) zvySuje
elektricky proud v systému a zrychli analyzu. Pfidavek taurodeoxycholatu vedl k hor§imu
rozliSeni mezi prvnim a druhym pikem a k zhorSeni tvaru pikd. Z téchto dvou divodi

nelze povazovat pufr s obsahem taurodeoxycholové kyseliny jako idedlni. I pfesto, Ze
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puft bez pridavku aditiva je nejjednodussi s velmi dobrym vysledkem, 1ze povazovat pufr
s pfidavkem random-methyl-y-cyklodextrinu jako optimalni. Nejen, Ze se jedna o
nejkratsi analyzu s nejlepsSim rozliSenim mezi piky, ale také ma piidavek cyklodextrinu
velmi pozitivni vliv na symetrii pikiti. Z toho diivodu lze konstatovat, Ze na analyzu
vzorku PCQ mix 2 povazuji 50mM NaH>POs + 5 mg/ml random-methyl-y-CD (pH 2.7 -
upraveno fosforeCnou kyselinou) v poméru 2:1 s tetrahydrofuranem za optimalni

podminky.

5.4.  Porovnani vysledki elektroforetickych separaci s HPLC

V nedavno publikované praci, ve které se Kucera et al. [31] pokousSeli o separaci
oligonukleotidovych sond pomoci HPLC, se podafilo oddélit oligonukleotidové sondy
jednoduse znacené¢ BHQ-1 (BHQ) od dvojité¢ zna¢enych BHQ-1 a 6-FAM (BHQ-FAM)
a oligonukleotidové sondy jednoduse znacené¢ AzaPC (PCQ) od dvojité znacenych
AzaPC a 6-FAM (PCQ-FAM) nebo AzaPC a Cy5 (PCQ-CyS5). ZkouSeny byly ctyfi
mobilni faze a to konkrétné 50 mM nebo 5 mM triethylaminoacetat (TEAA) nebo Tris.
[31]

Nejlepsi vysledek HPLC analyzy neznacenych oligonukleotidd, oligonukleotidovych
sond jednodusSe znacenych BHQ a dvojité znacenych BHQ-FAM byl proveden v 5 mM
Tris, kde se podatilo odd¢lit BHQ (10 min.) od BHQ-FAM (23 min.), avSak s vyrazné
chvostujicimi piky BHQ-FAM. Sondy PCQ a PCQ-FAM se podaftily separovat v 5 mM
Tris, kde mezi prvnim pikem (11 min.) a druhym pikem (16 min.) nebylo kvili
nedostatecné selektivité rozliSeni na zakladni linii. Analyza PCQ a PCQ-CyS5 sond byla
nejlepsi v 50 mM Tris, kde mezi prvnim (20 min.) a druhym (26 min.) bylo rozliSeni 5.
[31]

V diplomové praci se pro oligonukleotidové sondy obsahujici BHQ podatilo
optimalizovat podminky v kapilarni elektroforéze. V prostredi pufru NaH>PO4 (pH 3,
upraveno medronovou kyselinou) a napéti -15 kV jsou separovany OLIGO, BHQ a BHQ-
FAM s velmi dobrym rozliSenim a symetrii piki (viz Obr. 17 a Tab. 9). Analyty BHQ-
FAM a BHQ se separuji v ¢ase 6.99 a 7.23. V HPLC systému je ¢as analyzy delsi
a symetrie pikl hor$i. Z toho divodu jsou elektroforetické podminky NaH>PO4 (pH 3,
upraveno medronovou kyselinou, napéti -15 kV) vhodnéjsi pro separaci BHQ sond.
Separace PCQ-FAM od PCQ se podatila v pufru NaH,PO4 (50 mM, pH 3 upraveno
fosfore¢nou kyselinou) + 10 mM SDS — THF (1:1) s napétim -25 kV (viz Obr. 26 a Tab.
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11). Kritické pary PCQ-FAM (40 min.) a PCQ (41 min) se nepodafiilo rozdélit na zakladni
linii. Oproti HPLC je tato analyza dvakrat delsi. Z toho diivodu lze konstatovat, ze pro
analyzu sond PCQ-FAM a PCQ jsme nenasli elektroforetické podminky, které by mély
lepsi vysledek nez u HPLC.

Analyza druhého kritického paru PCQ a PCQ-Cy5 byla v pufru NaH,PO4 (50 mM, pH
2,70 - upraveno fosforecnou kyselinou) + 5Smg/1ml random-methyl-y-CD — THF (2:1)
a napéti -25 kV krats$i nezu HPLC o 11 minut (viz Obr. 27 a Tab. 12). Za téchto podminek
doslo i ke zlepSeni symetrie pikli oproti HPLC. Z téchto dvou diivodi 1ze konstatovat, ze

pro analyzu sond PCQ a PCQ-CyS5 jsou tyto elektrodoretické podminky vhodné;jsi.
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6. Zavér

Prvni a hlavni tlohou mé diplomové prace bylo otestovat moznost vyuziti kapilarni
elektroforézy pro separaci necistot vznikajicich pii syntéze realnych dvojit¢ znacenych
oligonukleotidovych sond a tyto vysledky porovnat s vysledky dosazenych Kucerou et
al. [31] na HPLC. Byl testovan vliv riznych koncentraci a rizného pH zékladniho
elektrolytu NaH>PO4 na elektroforetické chovani oligonukleotidovych sond. Dale byl
testovan vliv p¥idavku riiznych aditiv do zakladniho elektrolytu. Cast prace je vénovana
vlivu medronové kyseliny jako modifikator pH elektrolytu na separaci analytu.

Byly optimalizovany podminky pro separaci oligonukleotidovych sond znacenych BHQ
zhaseCem, kde v prostfedi NaH,PO4 (10 mM, pH 3 — upraveno ziedénou kyselinou
medronovou, napéti — 15 kV) separace probiha do osmi minut s rozliSenim 1,78 mezi
kritickymi pary pikl vzorkt BHQ a BHQ-FAM. Nadale se nam podaftilo optimalizovat
podminky pro separaci jednoduse znacené sondy azaftalocyaninovym zhase¢em (PCQ)
a dvojit¢ znacené sondy azaftalocyaninovym zhaSeCem a fluorescenénim barvivem
(PCQ-Cy5). V prostifedi NaH2PO4 (50 mM,pH 2,70 - upraveno fosforecnou kyselinou,
napéti -25 kV) + 5mg/1ml random-methyl-y-CD — THF (2:1) separace probiha do 15
minut s rozliSenim mezi kritickym parem piki 4,57. Separace oligonukleotidovych sond
PCQ a PCQ-FAM se nam podaftila v pufru 50mM NaH>PO4 (50 mM, pH 3 - upraveno
fosforecnou kyselinou, napéti -25 kV) + 10mM SDS — THF (1:1) ve Ctyficaté minuté
s nedokonalym oddélenim pikl na zakladni linii.

Z porovnanych vysledkii dosazenych na HPLC lze konstatovat, ze dosaZené
elektroforetické podminky jsou vhodnéjsi pro separaci sond BHQ mix (BHQ,BHQ-FAM
a OLIGO) a PCQ mix 2 (PCQ, PCQ-Cy5 a OLIGO). Separace oligonukleotidovych sond
PCQ a PCQ-FAM je lepsi v HPLC.
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