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Seznam pouZitych symbolu a zkratek

A, B, C —konstanty van Deemterovy rovnice (pfispévky pro vifivou difuzi, molekulovou
diftzi a odpor proti pfevodu hmoty)

A — absorbance

ADP — adenosin-5"-difosfat

AMP - adenosin-5"-monofosfat

ATP — adenosin-5"-trifosfat

C4 - butylové skupiny navazané na stacionarni fazi

CIM® - Convective Interaction Media, obchodni znagka monolitickych stacionarnich fazi
(BIA Separations d.o.o0., Ljubljana, Slovinsko)

CLC - spojena kapalinova chromatografie (Conjoint Liquid Chromatography)

(ci)s — koncentrace i-t€ slozky ve stacionarni fazi

(c))m — koncentrace i-t€ slozky v mobilni fazi

CTP - cytosin-5’-trifosfat

CZE - kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis)

DEAE - diethylaminova skupina navazana na stacionarni fazi

DNA - deoxyribonukleova kyselina

Fm — objemovy pritok mobilni faze

GC- plynova chromatografie (Gas Chromatography)

GDP - guanosin-5’-difosfat

GMP - guanosin-5"-monofosfat

GTP — guanosin-5'-trifosfat

H - vyskovy ekvivalent teoretického patra

h —vyska

Hy ,H; ,Hr ,— vySkovy ekvivalent teoretického patra pro odpor proti pfevodu hmoty,
molekulovou difuzi a vifivou difuzi

H,i;»— minimum vyznac¢ené na van Deemterové zavislosti

HETP - vyskovy ekvivalent teoretického patra (height equivalent to one theoretical plate)
HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie

k — retencni faktor

k; — rychlostni konstanta adsorpce

k; — rychlostni konstanta desorpce



Kp — rozdélovaci (distribu¢ni) konstanta

L — délka kolony

L; ; —interval spolehlivosti

A —vinova délka

Mmax) — maximalni vlnova délka

n — pocet teoretickych pater

p —tlak

Q| — kritérium rozdilu nejmensich vysledkd souboru
Q- kritérium rozdilu nejvétsich vysledkl souboru
R - rozpéti souboru

Ri,j —rozliSeni dvou latek, separa¢ni faktor

r;— relativni retence

RP-SDVB - poly(styren-co-divinylbenzenova) stacionarni faze pro chromatografii na
reverzni fazi

SO; — sulfonylova skupina navazana na stacionarni fazi
s — smérodatna odchylka

s, — relativni smérodatna odchylka

TEOS - tetraethoxysilan

TMOS — tetramethoxysilan

ty — mrtvy ¢as kolony

tg — retencni Cas

t'r — redukovany retenéni ¢as

u — linearni pritokova rychlost

UMP — uridin-5"-monofosfat

UV — ultrafialové svétlo

Vy— mrtvy objem

Vg — retenéni objem

V'g — redukovany retenéni objem

wy, - §itka piku v poloviné jeho vysky

xn —median



1. UVOD

Podivame-li se do historie rozvoje chemie, zjistime, Ze s pfibyvajicimi roky dochazi
ve vSech jejich oblastech ke stale novym objeviim. Z po¢atku byl rozvoj chemie spise
zdrZenlivy, ale postupem ¢asu si ziskavala stale vétsi a nezastupitelné misto ve svété. Jeji
rozvoj se zacal rapidné zrychlovat.

Nejprve byly objevovany zakladni molekuly, struktury, sloZeni a vlastnosti latek az
se tato véda dostala k takovym vysledktiim, jako je objasnéni podstaty fady dilezitych
chemickych a biochemickych procest, vypracovani diagnostickych postupid umoziujicich
véas odhalit zdvazné onemocnéni, vyvoj novych materiald s vynikajicimi uzitnymi
vlastnostmi, které jsme si neumé€li v minulosti ani pfedstavit, pfiprava a vyroba u¢innych
1é¢iv proti nejriznéj$im chorobam a mnoho dalsiho [1].

Diky pochopeni zakladi pfirodnich véd dnes existuji metody zaloZené na
chemickych, fyzikalnich a fyzikalné-chemickych principech. Vyznamnou skupinou jsou
metody instrumentalni, zejména pak metody separa¢ni. Separa¢ni metody jsou
charakterizovany vysokou selektivitou a jsou vhodné zejména pro analyzu vzorki se
slozitou matrici [2]. Mezi separa¢ni metody patii kromé jinych i metody kapalinové
chromatografie. Ve své praci se budu zabyvat pfevazné vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC), ktera zaujima spolu s plynovou chromatografii (GC) a kapilarni
zénovou elektroforézou (CZE) nejvyznamnéjsi postaveni v separanich technikéach [3].

Chromatografické metody se stale zdokonaluji a vylepSuji tak, aby analyzy trvaly co
nejkratsi dobu. Zaroven je kladen diraz na schopnost analyzovat velmi malé mnoZstvi
vzorku, a to v fddech nanogramti a dosdhnout vysoké separa¢ni u¢innosti. Proto jsou
separaéni kolony stale zdokonalovany a upravovany. Jejich délka se zkracuje, obsahuji
stale mensi a mensi ¢astice majici co nejpravidelnéjsi tvar, nebo je primér kolon
zmenSovan [4].

Mezi perspektivni materialy v oblasti chromatografie se fadi monolitické materialy.
Jejich pfednosti je snadna ptiprava, nizky tlak na koloné a maly odpor proti pfevodu
hmoty, diky ¢emuZz dochazi k rychlé analyze s vysokou G¢innosti. Samoziejmé,

Ze maji monolity i své nevyhody, mezi néZ mlze patfit napt. Spatna reprodukovatelnost
[5,6].



2. Prehled literatury

2.1 Kapalinova chromatografie

Za zakladatele kapalinové kolonové chromatografie je povazovan rusky botanik
Michail Semjonovi¢ Cvet [7], ktery jako prvni rozdélil rostlinné barviva sloupcovou
chromatografii.

O historicky prvni krok vedouci k vyvoji vysokou€inné kapalinové chromatografie se
zaslouzili A. J. P. Martin a R. L. M. Synge, ktefi pouZili kolonu s malymi ¢éasticemi

(o pruméru 100 az 200 pm) a vysoky tlak, aby tim docilili lepsi separace. [8]

2.1.1 Retenéni charakteristiky [2,9,10,11]

Jednotlivé slozky vzorku aplikované na chromatografickou kolonu stravi na této
koloné rizné dlouhou dobu. Tato doba se v chromatografické terminologii nazyva reten¢ni
Cas g [min]. Retenéni ¢as se mé&fi od nastiiku vzorku na kolonu do dosaZeni maxima
ptislusné slozky. Je sloZzen z mrtvého Casu kolony £, [min], coZ je Cas, ktery slozka stravi
pouze v mobilni fazi a z ¢asu redukovaného ¢ [min], coZ je doba, kterou slozka stravi ve
stacionarni fazi. Mrtvy ¢as kolony je totoZny s retenénim ¢asem latky, kterd se ve
stacionarni fazi viibec nezadrzuje. Souétem redukovaného a mrtvého ¢asu ziskame
zakladni reten¢ni rovnici

IR=tR+ tu

Tyto veli€iny jsou vyuZivany v kvalitativni analyze, kdy 1ze prostfednictvim téchto ¢asii za
stanovenych podminek charakterizovat danou latku. Na obr. 1 je znazornén postup uréeni
eluénich parametrti z chromatogramu [9].

Retence slozek lze vyjadtit i prostfednictvim objemu mobilni faze tzv. retenénim
objemem Vg [ml], ktery protece kolonou za dobu retenéniho ¢asu. Je to tedy objem

potiebny k eluci dané slozky a s retenénim ¢asem souvisi vztahem
Ve=tr. Fm

kde Fm [ml/min] je objemovy pritok mobilni faze.
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Obr. 1: Schematické zndazornéni postupu urceni elucnich parametrii z chromatogramu [2].

2.1.2 Rozdélovaci konstanta

Cely proces separace prochazi neustalym ustavovanim a poruSovanim fazové
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. Koncentrace slozky v mobilni fazi (c;)m a
koncentrace sloZky ve stacionarni fazi (c;)s se v okamziku ustaveni rovnovahy rovnaji a
pomér téchto koncentraci v mobilni a stacionarni fazi je v idealnim pfipad€ konstantni a
nazyva se rozdélovaci (distribucni) konstanta Kp. Rozdélovaci konstanty dvou riiznych
slozek se musi od sebe lisit, aby doslo k jejich rozdéleni. Hodnotu distribuéni konstanty lze

vypocitat ze vztahu

KD,i = (C,')S /(C,)m

Selektivitu chromatografického systému lze charakterizovat pomoci relativni retence
r,j. Cim je hodnota 7, ; VEtSi, tim je systém selektivnéjsi. Hodnota r je termodynamicka
veli€ina, ktera za konstantni teploty zavisi pouze na fyzikalné-chemickych vlastnostech

systému. Relativni retence pro latky i a j je definovana vztahem
vij= k]/kl =V’Rj/V’Ri = KDj/KDi

kde k je reten¢ni faktor, ktery udava, jakého nasobku mrtvého objemu je potieba k eluci

pfislusné latky [10]. Lze ho vypocitat ze vztahu

k =(Vri— Vmy/Vm
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2.1.3 Utinnost chromatografické kolony

Prvnim a nejjednodu$s§im modelem charakterizujicim u¢innost chromatografické
kolony byla pfedstava teoretického patra pochazejici od Martina a Syngeho [8]. Tato teorie
vychazi z koncepce vyvinuté pro popis destilace. Jedna se o ptedstavu o koncentraci
rozpusténé latky v libovolném Ease a misté na koloné a také o zpuisobu, jakym vysledek
déleni zavisi na délce kolony.

Chovani kolony je v této teorii popsano po¢tem teoretickych pater n. V kazdém
teoretickém patte se ustavuje dokonala rovnovaha mezi dvéma fazemi. Teoreticky mé
chromatograficky pik tvar Poissonova rozdéleni, které se pro vysoky pocet teoretickych
pater (velky pocet stupiili volnosti) blizi normélnimu (Gaussovu) rozdéleni.

Pocet teoretickych pater (ktery je mirou u€innosti kolony) Ize tedy vypo¢itat z tvaru
piku (a reten¢niho €asu). Teoreticky zdivodnéné je pouziti hodnot §itky piku pti zakladné
(definované priseciky tecen v inflexnich bodech se zakladni linii) nebo v 1/e (e je zaklad
pfirozenych logaritmii) celkové vysky, prakticky se nej¢astéji vychazi z hodnot Sitky piku
v poloviné jeho vysky. Pouziti tohoto pfistupu omezuje vliv neideality chromatografického
piku (ktery se nejsilnéji projevuje v blizkosti zakladni linie). Celkovy pocet teoretickych

pater kolony lze pak vypocitat ze vztahu
n=>5545 . (tri/ wy)
kde 1z ; je retencni Cas i-té slozky ve smési, wy, ; je Sitka piku v poloving jeho vysky.

Délka odpovidajici jednomu teoretickému patru kolony (H = L/n) se nazyva vyskovy
ekvivalent teoretického patra H [mm]. Jde o charakteristiku kolony, nezavislou na jeji
délce. Proto je moZné porovnat u¢innost riizné dlouhych kolon. Cim vyssi pocet
teoretickych pater a ¢im niz$i vyskovy ekvivalent teoretického patra kolona ma4, tim je jeji

uéinnost vétsi [9,10].
V modelu idealni chromatografie podle Martina a Synge nebyly brany v ivahu
faktory, které zpasobuji neideélni chovani, jejichz dusledkem je roz$ifovéani zon

separované latky (chromatografického piku). Jde o puisobeni faktori mimokolonovych i
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neidealitu samotného déleni na koloné. Zde se uplatiiuji zejména tfi faktory: vifiva difuze,
molekulova (podélnd) diftize a odpor proti pfevodu hmoty (pfi¢na difuze).

ViFiva difuze je zptsobena riznou linearni rychlosti mobilni faze v riiznych mistech
kolony. Dochazi k tomu, Ze molekuly se v mobilni fazi nepohybuji stejnou rychlosti,
nékteré se zpozd'uji vlivem porézniho prostredi a jiné jsou zrychlovany. Vifivou difuzi
ovliviiuje velikost zrn, uspofadani stacionarni faze na koloné a rychlost mobilni faze.
Piispévek vifivé difuze k rozmyvéni zon lze vyjadfit vztahem mezi vySkovym
ekvivalentem teoretického patra pro vifivou difuzi Hy a konstantou 4 zavislou na velikosti

¢astic a celkovém usporadani stacionarni faze:

HF=A

Molekulova difuze je dana difuznim koeficientem v mobilni fazi a maze byt
ovlivnéna tvarem pora ve stacionarni fazi. Pfi molekulové difuzi dochézi k tomu, Ze
nékteré molekuly putuji proti proudu mobilni faze a tim jsou oproti ostatnim opozdény.
Déje se tak hlavné pfi malych rychlostech. V dusledku malych hodnot difuznich
koeficientt je vliv molekulové difuze pti vysSich prutokovych rychlostech k celkové

ucinnosti systému zanedbatelny. Pfispévek molekulové difize je dan vztahem

HL=B/u

kde H; je vyskovy ekvivalent teoretického patra pro molekulovou difazi, B je konstanta
zavisla na hodnoté difizniho koeficientu separované latky a geometrickém uspoiadani

stacionarni faze, u je linearni pritokova rychlost mobilni faze [cm/min].

Molekuly putujici v mobilni fazi difunduji do péri stacionarni faze, dostavaji se az
do stagnantni mobilni faze, ve které n€jakou dobu setrvaji. Neékteré molekuly se dostanou
hloubégji do porti a nékteré zlstavaji na povrchu. Tim dochazi k jejich zpozd'ovani a
k nezaddoucimu rozsifovani zon. Tento d€j se nazyva odpor proti pfevodu hmoty, nebo téz
pti¢na difuze. Je disledkem toho, Ze pii ur€ité rychlosti mobilni faze se nemiiZe ustavit
dokonala rovnovaha mezi stacionarni a mobilni fazi. Rychlost pfevodu hmoty zavisi na

velikosti a tvaru zrn, na tvaru povrchu naplné€ a na tloust’ce vrstvy stacionarni faze.

12



Pii nevhodné staciondrni fazi se tvofi chvosty. Velikost ptispé¢vku odporu proti pievodu

hmoty v mobilni a stacionarni fazi je dan vztahem

Hy=(Cuy+ Cs)u

kde H), je vyskovy ekvivalent teoretického patra pro odpor proti ptevodu hmoty, Cysa Cs
jsou konstanty zavislé na difuznich koeficientech separované latky v mobilni a stacionarni

fazi, u je linearni pritokova rychlost mobilni faze.

Souc¢tem jednotlivych pfispévkil dostaneme celkovy vyskovy ekvivalent teoretického
patra obohaceny o faktory zodpovédné za neidealni chovani latek. Zaroven z téchto
ptispévki vyplyva vliv rychlosti mobilni faze na u¢innost kolony, ktera je dana van
Deemterovou rovnici.

H=A+Bu+(Cy+Cs)u

Na obr. 2 je grafické znazornéni van Deemterovy zavislosti. Nejvyssi uc¢innost vykazuje
kolona v minimu kfivky (Hmin), které odpovida optimélni pritokové rychlosti (o). Za

téchto podminek dochazi v idealnim ptipadé k nejmensimu roz§ifovéani zén [9,10,11].

H—>

Cm*Cs

min
B/\I A

opt

Obr. 2: Grafické znazornéni zavislosti vySkového ekvivalentu teoretického patra H, na
linedrni prutokové rychlosti mobilni faze u ( van Deemterova zavislost; A, B/u, Cy+Cs —
konstanty pFispévku pro vifivou difuzi, molekulovou difiizi a odporu proti pFevodu hmoty)

2]
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Zavislosti ziskané experimentalné neodpovidaji idealni van Deemterov¢ kfivce, byla
proto navrZena fada alternativnich rovnic (Giddingsova, Horvathova, Huberova, Knoxova),
které berou v uivahu dalsi faktory (napt. zavislost ¢lenu A na prutokové rychlosti).
Podrobnéji je o téchto modelech pojednéno v literatufe [12].

Kromé vy$e zminénych neidealit mohou mit vliv na tvar piku i tzv. mimokolonové
déje. Jedna se napt. o déje zpisobené detektorem, kapildrami pro mobilni fazi ¢i
elektronikou. VSechny tyto neideality mohou mit vétsi ¢i mensi vliv na tvar a symetrii
eluéni kfivky. Asymetrie piku se vyznacuje bud’ rozmyvanim piku vzadu (tzv. chvostovani
neboli tailing) nebo rozmyvanim piku vptedu (tzv. fronting) [10].

Jednou z hlavnich p#i¢in ,.tailingu® mtze byt pfedavkovani kolony, kdy dochazi
k tomu, Ze piky eluuji dfive nez by mély, protoZe adsorpéni kapacita kolony se
s pfedavkovanim sniZuje. Dals$i pfi¢inou mize byt heterogenni kinetika pfevodu hmoty.

K této situaci dochazi v ptipad€, Ze povrch adsorbentu je pokryt dvéma riznymi typy
adsorpénich mist. Prvni typ mista ma §iroky specificky povrch, slabou adsorpéni energii a
retenci, a rychlou kinetiku pfevodu hmoty. Druhy typ mista zaujiméa pouze malé procento
celkového povrchu sorbentu, ma silnou retenci a pomalou kinetiku pfevodu hmoty.
Celkovy tvar eluéni kfivky mtize byt ovlivnén kombinaci obou zminénych vliva [13].

Pro monolitické systémy je dileZity pomér velikosti pori a charakter monolitického
povrchu. Monolit by mél byt homogenné pokryty stacionarni fazi, ve které dochazi
k fyzikalni adsorpci, nebo k chemické vazb¢. Tyto parametry maji vliv na interakce
délenych sloucenin se stacionarni fazi a nosi¢em a mohou ovlivnit tvar piku. Velikosti pora
a mnozstvi nabitych funkénich skupin v monolitickych materidlech maji vliv na pritok

mobilni faze[14].
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2.1.4 RozliSeni piki Ri,j

K vyhodnoceni rozdé€leni dvou latek i a j slouZzi rozliSeni R, které miizeme

vyhodnotit pfimo z piislusného chromatogramu. RozliSeni je ddno vztahem

R,'J: 2.(tR_i-tRJ')/W,' + Wj

kde R;; je rozliSeni dvou latek i a j, tg; je reten¢ni Cas i-té slozky ve smési, #z; je retenéni
Cas j-té slozky ve smési, w; je $ifka piku pfi zékladné i-té slozky ve smési, w; je Sitka piku
pii zékladné j-té sloZky ve smési.

Pfi hodnoté R;; = I se vzdalenost mezi maximy obou pikil rovna stfedni Sifce piku a
piky se nepatrné ptekryvaji, jen asi ze 2 %. Pfi hodnoté€ R;; = 1,5 dochazi prakticky k
dokonalému rozdéleni obou piki az na zékladni linii. VE&tsi rozliSeni prodluzuje dobu
analyzy a neni tedy Zadouci. Uvedené hodnoty rozliseni plati za ptedpokladu gaussovského

tvaru piku [9,10].

2.2 Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie je separacni metoda, pii které dochazi k separaci
analyt na zaklad€ rozdilu v interakci mezi separovanou latkou a ligandem
imobilizovanym v matrici. Je pravdépodobné nejéastéji pouzivanou chromatografickou
technikou pro separaci a purifikaci proteini, polypeptidd, nukleovych kyselin,

polynukleotidii a dal$ich rozmérnych biomolekul [15].

2.2.1 Princip iontové vyménné chromatografie

Ionty jsou k matrici pfitahovéany urcitou elektrostatickou silou. Dostane-li se
k matrici jiny iont, dojde diky vodné mobilni fazi k disociaci ptivodnich iontu, které jsou
nahrazeny ionty analytli, majicich k matrici vyssi afinitu. Gradientovou eluci nasleduje

postupna desorpce téchto ionti na zakladé€ rozdilné afinity k matrici. Kone¢nym krokem je
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vzdy reekvilibrace matrice, ¢imz se na své misto dostanou opét ionty, které tam byly

puvodné navazané. Na obr. 3 je zobrazen princip iontové vyménné chromatografie.

primarni

. adsorpce zaCatek konec regenerace
podminky na [ naiytg desarpce desorpce matrice
matrici
A R A ® 00 O 0O D
| A B ® 0 @ ® e o O OO0
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QO primarni ionty na matrici :analyty urcené k separaci : I;rr;tdyiezntu

Obr. 3: Princip iontové vyménné chromatografie (solny gradient) [15].

2.2.2 Charakteristika ionexu

Ionexy mohou byt organického ¢i anorganického, ptirodniho ¢i syntetického ptivodu.
Zékladem ionexu je tzv. nosi¢. Mezi anorganické nosice lze zatfadit hlinitokfemicitany,
jejichz zékladnimi jednotkami jsou tetraedry AlO4 nebo SiO4. Déle to mohou byt silikagely
nebo dihydrogenfosfore¢nan zirkonidity.

Z ptirodnich ionexi se velmi €asto pouZzivaji polysacharidy ¢i jejich derivaty, tyto
hydrofilni stacionarni fadze maji velky vyznam zejména v biochemii, kde slouzi k
nedenaturujicim purifikacim biopolymert [16]. Casto pouZivanym nosi¢em je Sepharosa
(na bézi linearni agarosy), dale dextran, sloZzeny z glukosovych jednotek uspotadanych do
zesitované struktury. Piikladem ¢asto pouZivaného dextranového nosice je Sephadex. Obé
latky jsou sice chemicky stabilni, ale jejich mechanicka stabilita je nizka. Pouziva se i
modifikovana celulosa, polymer D-glukosovych jednotek. Je snadno dostupnd, chemicky

stabilni a levn4, ale ma nepftili§ dobré hydrodynamické vlastnosti. Napf. vlaknita celulosa
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se pouziva pro vazbu DNA (tzv. DNA celulosa). Bohuzel viechny tyto pfirodni materialy
jsou malo odolné vici tlaku, a proto je nelze pouzit v HPLC [17].

Z organickych derivati se asi nejvice pouzivaji ionexové pryskyfice na bazi
polystyrenu a polyakrylamidu. Tyto pryskyfice lze pfipravit v riznorodém tvaru, porozité
¢i chemickém sloZeni. Jsou vysoce acidostabilni a vydrzi teploty az do 100 °C. Na nosice
jsou navazany ionogenni skupiny, které z n€ho tvoii separa¢ni médium tzv. ionex. Podle
ionogennich skupin lze ionexy rozdélit na katexy a anexy. V ptipadé€ katexu jsou na nosici
zakotveny anionty a dochazi k vymeéné kationtd, a v pfipad€ anexu jsou na nosiéi
zakotveny kationty a dochazi k vyméné aniontti. Podle typti ionogennich skupin mohou byt
ionexy silné, stiedni a slabé.

Styrenové ionexy jsou sloZené ze styrenu, kde je sitovacim ¢inidlem divinylbenzen

[18]. Piiklad polystyrénového siln€ bazického anexu a silné kyselého katexu je na obr. 4.

—(CH—=CH;—CH-CH,— — CH—CH,— CH—

ol ] r/ B
Y AN o\ U
CH, el

—CH--CH,— \
| ) SOH g .
CI™ *N(CH,), —CH—CH,—

Obr. 4: Polystyrenové ionexy: a) silné bazicky anex, b) silné kysely katex [19].

Akrylatové ionexy jsou methakrylatové estery, v nichz je sitovacim ¢inidlem
divinylbenzen nebo ethylendimethakrylat. Pfiklady methakrylatového slabé kyselého

katexu je na obr. 5.
CH,

Obr. 5: Methakryldtovy slabé kysely katex [19].
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2.3 Monolitické materialy

Slovo monolit, které je pouZito v nadpise, pochazi z fetiny a je kombinaci dvou slov,
a to uovo (jednotny) a Aitnoo (kdmen). Nebylo zvykem vyraz monolit v chromatografii, ale
ani v celé chemii pouzivat pro materialy, které by se vlastné mezi monolity daly zafadit.
Takovéto materialy, vyvinuté nezavisle v riiznych laboratotich, byly pojmenovavany
riznymi nazvy. Naptiklad jako ,,celistvy polymerni nosi¢“, coz byl kopolymer tvofénjr
kyselinou akrylovou a N,N’-methylenbisakrylamidem. Takovy nosi¢ byl pfipraven v roce
1989 S. Hjértenem a kol. Tento polymer byl otestovan smeési proteint za pouziti vysSich
prutokovych rychlosti, nez u napliiovych kolon [20]. Alternativnim nazvem pro organicky
polymer byly ,,makroporézni polymerni membrany*. Slo o makroporézni methakrylatovy
polymer, ktery byl vyroben v roce 1990 a byl také pouzit pro separaci proteinii [21]. Byl
navrzen také nazev ,,celistvé polymerni ty¢e“. Jednalo se o porézni polymer zaloZzeny na
poly(glycidylmethakrylat-co-ethylendimethakrylatu) a pouzity v iontové vyménné
chromatografii pro separaci smési proteinti. Tento nosi¢ lze, oproti napliiové koloné,
pomérn€ snadno pfipravit [22]. ,,Porézni silikonové ty¢e* byly pfipraveny v roce 1996
Minakuchim a kol. Zakladem téchto nosi¢i je silikova kostra, ktera je modifikovana
skupinami C18 [23].

Poprvé bylo pouzito slovo monolit pro pojmenovani tuhych makroporéznich
polymeri pfipravovanych polymerizaci v uzaviené formé [24]. Od té doby se stal vyraz
monolit primyslovym standardem a dnes se pod nim vyskytuji v§echny typy a formy

obdobnych materialt [25].

2.3.1 Charakteristika a vlastnosti monolitickych materiala

Monolit je celistvy blok pérovitého materialu, ktery mé dostate¢né veliky specificky
povrch pro navazani velkého mnoZstvi rozpusténych latek. Pfi priitoku mobilni faze timto
monolitem dochézi ke zna¢nému zadrzovani rozpusténych latek, pravé diky velkému
povrchu. Monolitické materidly jsou podobné membranam, které jsou tvofeny vysoce
propojenymi kanalky o priméru 1 um. Na rozdil od membréan Ize monolity pfipravit
v riznych tvarech a rozmérech [26]. Dnes existuji rozmanité typy monolitd. Maji rozdilné

formy a jsou syntetizovany rozdilnymi prepara¢nimi procesy [27].
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Monolity musi zcela zapliiovat vnitiek separaéni kolony a nesmi obsahovat Zadné
volné prostory. Témito prostory je mySleno napf. misto mezi samotnym monolitickym
nosi¢em a chromatografickou kolonou, ve které je tento nosi¢ ulozen. V klasickych
kolonéch se praveé t€émito prostory uskuteciiuje velka ¢ast pritoku. Veskera mobilni faze
musi protékat péry monolitu. Za monolit mizeme povazovat napiiklad i kazetu naplnénou
vrstvenymi listy modifikované celulosy ¢i srolované tkaniny.

Jednou z vyznamnych charakteristik monolitickych materiali je rychly ptenos hmoty
na koloné. Diky konvektivnimu toku péry dochazi ke zrychlenému pienosu hmoty
na kolong. Jedné se o proudéni mobilni faze, jejiz ¢astice se chovaji neuspofadané, ale
zaroverii se posouvaji ve sméru proudéni. Veskera mobilni faze protéka vSemi pory
monolitu. V plnéné koloné je hlavni hnaci silou pfenosu hmoty difize. Mobilni faze proudi
kolem ¢astic a rozpusténé latky difunduji do pori. Konvektivni tok pory u monolitickych
kolon umoziiuje znaéné zrychleni separaci zejména velkych molekul, jako jsou bilkoviny,
studie kinetického chovani monolitickych kolon studuji zavislost i€innosti kolony na
rychlosti toku mobilni faze [29].

Vyhodnymi vlastnostmi monolitickych materiald tedy jsou (a) pfenos hmoty na
zakladé€ proudéni, (b) extrémné vysoka porosita (vice nez 50 % a v n€kterych pfipadech az
90 %), (c) levné;si ptiprava v porovnani s obvyklymi matricemi, (d) jednoduché a
reprodukovatelné plnéni kolon a (e) vysoka kapacita pro extrémné veliké biomolekuly
[26].

Dnes jsou monolity pouZivany i v plynové chromatografii [30] dale
pfi prekoncentracich v HPLC, elektrochromatografii, elektroforéze [32] a v proteolytice
[32].

Na obr. 6 Ize vidét chovani mobilni faze pii pritoku klasickou napliiovou kolonou a

kolonou monolitickou.
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Obr. 6: Chovani mobilni faze pri pritoku kolonou: A - klasickou ndpliiovou,
B - monolitickou kolonou [33].

2.3.2 Typy monolitickych materiali z hlediska chemie

Monolity na zdkladé siliky

Jak jsem jiz uvedla v kapitole 2.3. 1, tak nejvét$im rysem monolitd, respektive
silikovych monoliti je, Ze se jedna o jeden kus skladajici se z kostry a vnitinich pruachozich
pord (makropori). Vnéjsi porozita monolitu je velice rozmanita a pomér velikosti kostry
ku makropdérim je o mnoho vétsi (1-4), nez jakého dosahuje klasicka kolona naplnéna
¢asticemi (0,25-0,4) [34].

Silikové monolitické kolony maji tfidimensionalni strukturu sit¢, kde silikova kostra
ma v pruméru 0,5-2 um a makropoéry maji velikost 1-8 um [35,36]. Jsou pfipravovany za
pouziti tetramethoxysilanu (TMOS) nebo tetracthoxysilanu (TEOS) [37,38]. Vné&;si
porozita se u monolitickych kolon pohybuje v rozmezi 60-80 % a u napliiovych je kolem
40 %. Navic jeste silikova kostra obsahuje velké mnozstvi mezoport, které dosahuji
velikosti od 10 do 30 nm [34,39]. Na obr. 7 je vidét silikova kostra sloZend z makrop6ri a

mezoporu.

a) Mezopdry b) Makropory

Obr. 7: Silikova kostra sloZend a) mezoporu, b) vniténich porii (makroporii) [37].
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Silikové monolity nemohou byt, na rozdil od organickych monolitQ, pfipravovany
in situ, protoZe po ztuhnuti monolitu dochazi k zmenseni jeho objemu. Pro predstavu:
mame-li formu o priméru 6 mm, tak ziskame silikovou ty¢inku o priméru 4,6 mm, tedy o
dost mensi. Proto je nutné monolit po vloZeni do kolony fadné utésnit. Nakonec se provadi
jeho chemicka modifikace. VéEtSinou se na tento silikovy monolit navazuji C18 skupiny

[28].

Polystyrenové monolity

Monolity na zaklad€ polystyrenu, polymethakrylatu a polyakrylamidu vznikaji
polymerizaci organickych monomert za pfitomnosti sitovaciho ¢inidla a jsou pouzivany
pfedevsim v kapilarni chromatografii.

Monomery pouzivané pfi pfipravé polystyrenovych monolitli jsou obvykle styren,
4-chlormethylstyren, 4-acetoxystyren a dal$i v pfitomnosti sitovaciho ¢inidla, nej¢astéji
divinylbenzenu [40]. Polystyrenové monolity patii mezi siln€¢ hydrofobni materialy [41].
Na obr. 8 jsou struktury monomeri a sitovaciho ¢inidla pouzivanych ke vzniku

polystyrénového monolitu.

A B

0.0
i

1 2 3

Obr. 8: Slouceniny pouzivané pri vyrobé polystyrénovych monoliti. Al,2,3 monomery
(Al - styren, A2 - 4-chlormethylstyren, A3 - 4-acetoxystyren) B sitovaci cinidlo
(divinylbenzen) [42].
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Polyakrylamidové monolity

Monolity na zakladé¢ akrylamidu jsou hydrofilniho charakteru. Vznikaji
polymeriza¢ni reakci akrylamidu a jeho derivatt. Sitovacim €inidlem je zde
methylenbisakrylamid.

Na obr. 9 jsou ukazany struktury nékterych monomert a sit'ovaciho €inidla.

A B
32
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Obr. 9: A. Slouceniny pouZivané pri vyrobé polyakrylamidovych monoliti. A1,2 monomery
(Al - 2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova kyselina, A2 — akrylamid), B sitovaci
¢inidlo (N,N -methylenbisakrylamid) [42].

Polymethakryldtové monolity

Prvni monolitickou kolonu na bazi methakrylatu ptipravili v roce 1995 Svec a
Fréchet [43]. Byla to chromatograficka kolona z poly(glycidylmethakrylat-co-
ethylendimethakrylétu), ktery byl uréeny pro pouziti v iontové vyménné chromatografii.
Monolity na zdklad€ methakrylétu jsou stfedn€ polarniho charakteru a nejcastéji
pouzivanymi monomery jsou glycidylmethakrylat ¢i butylmethakrylat. Jako sitovaci
¢inidlo je nejvice pouzivan ethylendimethakrylat. Na obr. 10 jsou struktury zminénych

latek.
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Obr. 10: Slouceniny pouZivané pri vyrobé polymethakryldatovych monolitii. A1,2 monomery
(A1 - butylmethakrylat, A2 — glycidylmethakrylat), B sitovaci ¢inidlo
(ethylendimethakryldt) [42].

2.4 CIM® monolitické kolony

Monolitické kolony CIM® (Convective Iteraction Media, produkt firmy BIA
Separation, Ljubljana, Slovinsko) patii k nové generaci stacionarnich fazi pouzivanych
v kapalinové chromatografii. CIM® nosi¢e jsou navrZeny jako homogenni faze, které
poskytuji vysokou rychlost pfenosu hmoty pii nizkych tlacich.

Kromé rychlosti pfenosu hmoty dovoluje struktura porti snadnou propustnost a mala
délka kolony je pfi¢inou optimélniho €isténi velkych molekul. Béhem separa¢nich procest
také dochazi ke snizovani tlaku na kolonu, nespecifickych vazeb, degradace produktu a
drobnych strukturalnich zmén v biomolekulach. CIM® monolitické noside se proto jevi
jako vyhodné nosi¢e v metodach déleni peptida, proteind, oligonukleotidti a dokonce
nanocastic, jako jsou DNA plasmidy a viry [44].

Tato media se vyznacuji vysokou mechanickou stabilitou spojenou s vysokou
propustnosti (umozilujici prace pfi vysokych priitokovych rychlostech) a chemickou
odolnosti (umoZznujici dostate¢nou regeneraci a ¢isténi) [45].

CIM® chromatograficka kolona se sklada z disku a specialniho drzaku (housing),
ktery slouZzi ke snadnému umisténi disku. Diky drzaku vykazuje kolona maly mrtvy objem
a bez problémii ji 1ze napojit k HPLC separa¢nimu systému viz obr. 11 A. Disk se sklada
z monolitické ¢asti, tedy samotného nosice, kterad tésn¢ vypliiuje vnitiek neporézniho
krouzku viz obr. 11 B. Diky tomuto uspotfadani dochazi pouze k axialnimu toku ptes disk
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viz obr. 11 C a nemélo by dochazet k Zadnému unikéani vzorku a mobilni fdze mimo
monolit. Primér disku je 16 mm a $itka 3 mm. Objem disku ¢ini 0,34 ml, nastavena
maximalni rychlost mize byt az 10 ml/min, tlak aZ 50 bar, teplota 50 °C a pH rozmezi je

od 1 do 14 [46].

neporezni |
krouzek i

Obr. 11: A. Drzdk (housing)- rozlozeny, B. Monoliticky disk CIM®, C. Schematické
zndzornéni axidlniho toku mobilni fize a vzorku pres CIM® disk [45).

Z4kladnim polymerem monolitického disku CIM® je bud’ poly(styren-co-
divinylbenzen) (tento je pouzit pouze u RP-SDVB disku) a nebo poly(glycidylmethakrylat-
co-ethylendimethakrylét) pro ostatni. Tyto disky existuji v mnoha modifikacich. Tak napf.
pro iontovou vymeénu jsou to kvartérni amin, diethylamin, ethylendiamin, sulfonyl nebo
karboxymethyl. Pro afinitni chromatografii to jsou Protein A, Protein G ¢&i kovovy chelat.
Pro hydrofobni interakce to jsou ethyl, butyl, hydroxyl a v aktiva¢nich interakcich lze
vyuzit modifikovaného disku skupinami epoxy, karboxydiimin nebo ethylendiamin. Mimo
to, dnes lze jiz pfipravit disk s imobilizovanymi enzymy.

Do jednoho drzaku lze umistit az 4 disky, ¢imz se délka kolony prodlouZi ze 3 mm na
12 mm. Za pouZiti stejnych diskl se zvysi kapacita kolony. Vyhodou téchto kolon je
snadnd a rychld vyména stacionarni faze a mozZnost vlozit do jednoho drzaku dva ¢i vice
diskid riizné€ chemicky modifikovanych. Pak lze na takovémto systému délit latky, které se
na kolon¢ zadrzuji na zaklad¢ jiné chemické interakce. Tento postup je vyrobcem nazyvan

jako spojend kapalinové chromatografie (CLC) [47]. Tato metoda byla vyzkous$ena napf.
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pii déleni smési krali¢ich polyklonalnich protilatek krevniho séra [48], nebo k rozdé€leni
transferinu a albuminu od imunoglobulinu G. V tomto experimentu byly pouzity dva
CIM® Protein G disky a jeden CIM® QA disk (kvartémi amin). Byla to tedy kombinace
dvou chromatografickych moda: afinitni a iontové vyménné chromatografie. Po zvoleni
vhodnych chromatografickych podminek doslo k rozdéleni vSech tfi proteinii do 5 minut.

Tato metoda byla uspé€sné validovéana [49].

2.4.1 CIM® DEAE monoliticky disk

Zakladni nosi¢ tohoto CIM® disku je poly(glycidylmethakrylat-co-
ethylendimethakrylatovy) makroprézni polymer, ktery je modifikovany anion vyménnymi
skupinami diethylaminoethanu. Je to tedy slaby anion vyménny ionex. Tuto kolonu lze
pouzit pro rychlé a u¢inné separace velkych molekul, jako jsou proteiny, DNA, viry, stejné
tak pro separace malych molekul, jako jsou napf. peptidy. Velice mala délka monolitu a
specidlné navrZena vysoce porézni struktura umoziiuje pracovat pti velkych pritokovych
rychlostech az do 10 ml/min a malych tlacich na kolonu. Rozméry monolitu jsou u vSech
diskt totozné, tedy primér 16 mm, tlou§tka 3 mm a mrtvy objem 0,34 ml. Pracovni
rozsah pH se u tohoto disku doporucuje 3-9 [50].

Monoliticky disk CIM® DEAE byl pouzit napt. k separaci smési t¥i standardnich
proteinii myoglobinu, konalbuminu a inhibitoru sojového trypsinu, dale k purifikaci lipasy
UL a purifikaci spalni¢kového viru a viru pfiu$nic [51]. Podgornik a kol. délili na DEAE
disku né€kolik oligonukleotidd s délkami fetézcti 8, 10, 12 a 14 nukleotidd. Vysledek

izokratické separace této smési oligonukleotidu je na obr. 12 [52].
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Obr. 12: Ukdzka izokratické separace oligonukleotidii na CIM® DEAE monolitickém

disku. Podminky: Mobilni faze: 0,46 M NaCl v 20 mM Tris-HCL pufru, pH 8,5; Prutokova
rychlost 9 ml/min; Vzorek: 50 ug/ml oligo 8, 150 ug/ml oligo 10, 450 ug/ml oligo 12 a 750
ug/ml oligo 14 rozpusténé v pufru; Aplikovany objem: 20 ul; Detekce: UV pfi 260 nm [52].

2.4.2 CIM® RP-SDVB monoliticky disk

Monolitické nosice s reverzni fazi na zaklad€ styren-divinylbenzenu byly poprvé
predstaveny v roce 1993 jako polymer pfipraveny volnou radikédlovou polymeraci [53].

Material CIM® RP-SDVB diskové monolitické kolony je makroporézni styren-co-
divinylbenzenovy (SDVB) polymer. Tvar monolitu RP-SDVB monolitického disku je
stejny, jako ve viech CIM® diskovych monolitickych kolonach, zaloZzenych na jinych
chemickych interakcich. PtestoZe je disk oznaCeny jako reverzni faze, ma nosi¢ na svém
povrchu vazany skupiny C4. Tento disk mtize byt pouzit v reverzni chromatografii
proteint, DNA ¢i peptidi a oligonukleotidl. Diky struktufe a chemické stabilit¢ SDVB
monolitu lze pouzit pritokovych rychlosti azZ 30 ml/min a pracovni rozsah pH je u tohoto
disku doporu¢ovéan od 1 do 13.

Jedina zatim publikovana prace s vyuZzitim RP-SDVB disku se zabyva separaci
proteinti na tomto nosici a studiem vlivu na separaci biomolekul po vloZeni rizného poctu
diskt do drzaku, ¢imz je kolona zamérné prodluZovana. V tomto experimentu byla
studovana smés 4 proteini (ribonukleasy A (RNAse A), cytochromu C (Cyt C), hovéziho
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sérového albuminu (BSA) a ovalbuminu (CEA)). Do drzaku byly vloZeny nejprve 4 poté 3,
2 a na konec 1 disk viz obr. 13. Délka kolony se tedy ménila od maximalni délky, tedy

12 mm az na 3 mm. Tlak vyvijeny na kolonu (ve 20 % acetonitrilu pfi pritokové rychlosti
10 ml/min) s rostoucim poétem diskt v drZzaku vzristal linearné. S kazdym diskem

pfidanym na kolonu vzrostl tlak pfiblizné€ o 3 bar [54].

68 pik mobilni faze

relativni absorbance [mAU]
% pufiu B

eluéni objem [ml]

Obr. 13: Vliv délky kolony na kvalitu gradientové separace proteini. Podminky:
staciondrni faze: RP-SDVB monolitickd kolona riizné délky (3, 6, 9 a 12 mm), pufr A 20
vW% acetonitril + 0,15 % TFA; pufr B: 70 v/v% acetonitril + 0,15 % TFA; prutokova
rychlost: 10 ml/min; gradient je vyznacen na obrdzku, detekce: UV pri 280 nm; teplota:
pokojovd; aplikovany objem 20 ul; kontrola pritoku: digitdlni pritokometr (K-3773,
Fazové separace, VB), vzorky 1,5 mg/ml ribonukleasa A (RNAse A), 0,5 mg/ml cytochrom
C (Cyt C), 2,5 mg/ml hovéziho sérového albuminu (BSA) a 3,0 mg/ml ovalbuminu (CEA),
vSechny rozpustény ve vysoce Cisté vodé [54].

2.5 Nukleotidy

Nukleotidy jsou hlavni derivaty heterocyklickych bazi purinu a pyrimidinu a jsou
zakladnimi stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin. Hlavnimi purinovymi bazemi jsou
adenin a guanin, pyrimidinovymi bazemi jsou cytosin, thymin a uracil (viz obr. 14).
Jednou z hlavnich uloh purinovych a pyrimidinovych nukleotidd je ucast v ¢etnych

fosfotransferovych reakcich. V organismu maji nukleotidy velké mnozstvi funkci. Napt.
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adenosinové derivaty jako je adenosin-5"-difosfat (ADP) je substrat a adenosin-5"-trifosfat
(ATP) je produkt oxidativni fosforylace a ATP slouzi jako hlavni biologicky pfenaSe¢
volné energie. Guanosinové nukleotidy se Gi€astni pfemény sukcinyl-CoA na sukcinat, tedy
reakce spojené s fosforylaci ADP na ATP. Z cytosinovych derivati napf. cytosin-5'-
trifosfat (CTP) je potiebny pro syntézu n€kterych fosfoacylglycerold v zivo€i§nych
tkanich. Uracilové derivaty se u€astni epimeraci sacharidi, biosyntézy glykogenu, syntézy
glykoproteinovych a proteoglykanovych oligosacharidii a mnoho dal$iho. Mimo téchto
zakladnich derivata bazi nukleovych kyselin se v organismu vyskytuji i derivaty vzacné;jsi,
ale stejn€ potiebné, jako je napf. inosin-5 -trifosfat (ITP) a mnoho dalsich [55].

Na obr. 15, str. 28 jsou znazornény struktury né€kterych nukleotidi pouzivanych v mé

experimentalni praci.

A) B)

H,N
=N

NH, 0
N ~N NH
b\ (\ |

4N N N/go N/J%o

H H H

Adenin Cytosin Thymin

Obr. 14: A) Chemicka struktura purinové bdze nukleovych kyselin a B) pyrimidinovych
bazi nukleovych kyselin pouZitych v experimentu.

Nukleotidy se skladaji z baze, cukru a kyseliny fosfore¢né. Protoze baze nukleovych
kyselin neionizuji, je v iontov€é vymeénné chromatografii pro separaci nukleotidii ze v§ech
ti Casti nejdilezitéjsi kyselina fosfore¢nd. V zasaditém pH jsou zbytky kyseliny fosfore¢né
zaporn€ nabité a proto mohou interagovat se silnym, ale i slabym anexem. Je také dulezité,
kolik zbytkt kyseliny fosfore¢né molekula obsahuje. Trifosfaty obsahuji tii zbytky
kyseliny fosfore¢né, a proto jsou k anexu pfitahovany nejvétsi silou a jsou nejdéle
zadrZovéany na ve stacionarni fazi. Naopak difosfaty a monofosfaty jsou pfitahovany slabéji

a proto eluuji dtive.
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Casto se k separaci nukleotidii pouZivaji stacionarni fize s ionogennimi skupinami
diethylaminu (DEAE), nebo kvartérniho aminu (QA). Porovnanim rozdé¢leni dvanacti
purinovych a pyrimidinovych ribonukleotidd (mono-, di- a trifosfatii) na DEAE a QA
anexech se zabyval Cihlaf a Rosenberg [56]. Nejlepsiho vysledku rozdéleni vSech
komponent dosahli do 50 minut na siln€¢ bazickém anexu QA.

Nukleotidy je mozné d¢lit také na reverzni fazi. Zatimco anion-vyménna
chromatografie je vhodna spiSe pro vysoce nabité nukleotidy, reverzni fazi lze pouzit pro
mén¢ nabité molekuly nukleosidd, bazi, ale i n€kterych nukleotidti. Zhao J. a kol. se ve
svém experimentu zabyvali rozdélenim smési 21 nukleotidt, nukleosidd a bazi na reverzni

fazi. Analyza v tomto pfipad¢ trvala 35 minut [57].

NH, NH, NH,
XN XN XN
0 0 0 </ 0 0 </ | 0 </
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i
HO—§—0—f—0—
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OH OH OH OH OH OH
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Obr. 15: Struktury nukleotidit RNA pouZivanych v experimentdlni édsti prdce.
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3. Cil prace

Cilem této prace bylo sledovat moznosti dé€leni slozek nukleovych kyselin - smési
nukleotidii na CIM® DEAE monolitickém disku a smési bazi nukleovych kyselin na CIM®
RP-SDVB monolitickém disku (BIA Separations d.o.0., Ljubljana, Slovinsko) a najit

optimalni podminky pro jejich rozdéleni.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pristrojové vybaveni

Zdrojem konstantniho pritoku mobilni faze bylo gradientové ¢erpadlo BETA 10.
Maximalni provozni tlak je 40 MPa s rozsahem priitoku mobilni faze 0,01-9,99 ml/min.

Pro sledovéni eluce délenych latek byl pouzit spektrometricky UV-VIS detektor
SAFIR 800 s promé&nnou vlnovou délkou v rozsahu 190-800 nm a urovni $umu
+0,5x 10 AU.

Jako davkovaci zafizeni byl pouzit analyticky smy¢kovy ventil typu D s davkovaci
vnéjsi nerezovou smyc€kou o objemu 20 pl.

Na odplynéni mobilni faze byl pouZivan on-line Etyfcestny vakuovy degasser
DG 3014.

Soucasti chromatografické aparatury byl kolonovy termostat LCO 102
s regulovatelnou teplotou od okolni teploty po 99 °C, ktery nebyl pouzit, protoZe bylo
pracovano pii laboratorni teploté. Viechny tyto soucasti byly ovladané on-line pomoci
osobniho po€itace a chromatografického softwaru ECOMAC. V§echny dosud zminéné
soucasti pochézi od firmy ECOM spol s r.o., Praha [58].

Na méfeni spekter vzorkt byl pouzit UV-VIS spektralni fotometr SPECORD
M 40 od firmy CarlZeiss, Jena.

K pfipravé mobilnich fazi byly pouzivany elektrické pfedvahy KERN, elektrické
michadlo VARIOMAG® monotherm a magnet. K zmé&feni pH mobilni faze byl pouZivan
pH metr firmy ATI Orion, model 370 s kombinovanou elektrodou Orion 91-05 (USA).

K ptiprave vzorki byly poZivany analytické vahy s maximalni moznou navazkou
110 g a minimalni moZnou navazkou 10 mg (firmy OHAUS® ). K namichani smé&si vzorku
byla pouzivana automatické pipeta se schopnosti ddvkovat objem v rozsahu 200-1000 pl
(firma Biohit proline). Vzorky byly filtrovany pfes membranovy filtr s velikosti port
0,22 pm (Millex®-GV).

Byly pouzivany dvé kolony a) monoliticky disk CIM® DEAE a b) monoliticky disk
CIM® RP-SDVB (oba od firmy BIA Separations d.o.0., Ljubljana, Slovinsko) o priméru
12 mm a délce 3 mm, umisténé v pouzdie dodavaném vyrobcem.

Data byla zpracovéna softwarem ECOMAC, déle byla exportovana a zpracovéana
v programu Microcal Origin 6.0 (Microcal Software, USA). Absorp¢ni spektra vzorki byla

zpracovana digitalizaénim programem Windig.
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4.2 Pouzité chemikalie

Jako vzorky byly pouZivany tyto nukleotidy: adenosin-5 -trifosfat (ATP), adenosin-
5’-difosfat (ADP) a adenosin-5"-monofosfat (AMP) (Reanal, Budapest’, Mad’arsko),
guanosin-5’-trifosfat (GTP), guanosin-5’-difosfat (GDP) (Reanal, Budapest, Mad’arsko),
guanosin-5’"-monofosfat (GMP) (Sigma-Aldrich, Némecko), uridin-5"-monofosfat (UMP)
(Reanal, Budapest’, Mad’arsko), kyselina adenylova ( neznamy vyrobce, pfesny obsah).

Na piipravu mobilnich fazi byly pouzity tyto chemikale: chlorid sodny p.a. (NaCl)
Lach-Ner s.r.0., Ceska Republika; Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-HCI) Fluka,
Sigma-Aldrich; kyselina chlorovodikova (HCI) Lach-Ner s.r.0., Ceska Republika;
kalibraéni pufry: 1) pH 7,00 = 0,01, 2) pH 4,00 + 0,01, firma Hamilton, Svycarsko;
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,) Lachema o.p., Brno, Ceska republika; hydroxid
draselny (KOH), Fluka; methanol pro HPLC, Lach-Ner s.r.o., Ceska Republika.

Dale byly pouzity baze nukleovych kyselin: adenin, cytosin, thymin (Sigma-Aldrich,

Némecko).
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4.3 Separace smési nukleotidia na CIM® DEAE monolitickém disku

Pro d&leni nukleotidi byl zvolen CIM® DEAE monoliticky disk (slaby anex), jeho%
zékladem je polymer poly(glycidylmethykrylat-co-ethylendimethykrylat) a ionogenni
skupiny zde tvofi tercidrni amin.

Byly déleny celkem tfi smési nukleotidd. Prvni smés byla sloZena z nukleotidt
adeninu (ATP, ADP, AMP), druha smés byla sloZena z nukleotidi guaninu (GTP, GDP,
GMP), tfeti smé&s obsahovala dva nukleotidy (kyselinu adenylovou a UMP). Experimenty
byly provadény na gradientovém analytickém systému, jehoZ vSechny ¢asti jsou uvedeny
v kapitole 4.1 na str. 30.

U smési 1 a 2 byly ze ziskanych dat vyhodnoceny reten¢ni ¢asy jednotlivych piki (tr),
mrtvy &as kolony (tvm), vyska piku (h), $ifka piku v poloviné vysky (wy,) a dale byly
vypoéteny mrtvy objem kolony (Vy), redukovany retenéni ¢as (t'r), retencni objem (Vg),
redukovany reten¢ni objem (V'R), pocet teoretickych pater (n), vyskovy ekvivalent

teoretického patra (H) a rozli$ni pika (R).

4.3.1 Separace smési nukleotidii 1 a 2

Priprava vzorkiu a mobilnich fazi pro analyzu

Smés 1 byla sloZzena z nukleotidi ATP, ADP a AMP. Smés 2 obsahovala nukleotidy GTP,
GDP, GMP. Do odmérnych ban¢k o objemu 50 ml byly pfipraveny zasobni roztoky
jednotlivych nukleotidid mono-, di- a trifosfati adeninu a guaninu. Koncentrace
trifosfatovych nukleotidti byly pfipraveny na hodnotu 150 pg/ml, difosfatové nukleotidy
mély koncentraci 400 pg/ml a koncentrace monofosfatovych nukleotidtt méla hodnotu
700 pg/ml. Cast zasobniho roztoku byla odebrana a prom&fena na UV/VIS spektralnim
fotometru M 40, abychom zjistili absorpéni maximum potfebné k nastaveni vhodné vinové
délky na detektoru HPLC aparatury.

Pied aplikaci vzorkti do HPLC systému byla vzdy ze zasobnich roztoki vytvoiena

smés nukleotidl, vzdy od jedné baze mono-, di-, trifosfatu. Z kazdého bylo odebrano
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automatickou pipetou 0,5 ml a smichano. Celkovy objem smési tedy €inil 1,5 ml a plivodni

koncentrace zasobnich roztoki se sniZily o dvé tietiny. V tab. 1 jsou uvedeny pracovni

koncentrace nukleotidi ve smési 1 (ATP, ADP, AMP). Pro smés 2 (GTP, GDP, GMP)

plati tytéz.

Pracovalo se v gradientovém modu a jako pufr A byl zvolen 20 mM Tris-HCl, jehoZz
pH bylo upraveno na hodnotu 7,4. Pufr B byl 20 mM Tris-HCI obsahujici NaCl o riznych
koncentracich (1 M, 0,75 M, 0,5 M, 0,3 M), pH pufru bylo upraveno vZzdy na hodnotu 7,4.

pH mobilnich fazi bylo po celou dobu experimentu neménné.

Tab. 1: Hodnoty puivodnich koncentraci jednotlivych nukleotidii ve vzorku a hodnoty
konecnych koncentraci jednotlivych nukleotidii v analyzované smési.

Nukleotid Koncentrace Pouzity objem Koncentrace

zasobniho [ml] nukleotidu ve

roztoku [pg/ml] smési [pug/ml]
ATP 150 0,5 50
Smés 1 ADP 400 0,5 134
AMP 700 0,5 234

Experimentdlni podminky

Pracovalo se na monolitické kolong - CIM® DEAE disk (BIA Separations d.o.o.,
Ljubljana, Slovinsko). Pramér disku je 12 mm a délka 3 mm a je umistén v pouzdie
dodavaném vyrobcem.

Bylo pouzivano tfi riznych pritokovych rychlosti (1,5; 2,5; 3,5 ml/min) a v pfipadé
déleni smési ATP, ADP, AMP bylo pouzito i vy$§iho pritoku (5,0 a 7,0 ml/min), aby byla
otestovana schopnost kolony délit latky pfi takto vysokych pritocich.

Analyzy probihaly pfi laboratorni teploté, tedy obvykle 25 °C. Mobilni faze byly
kontinuélné€ odplyiovany na degaseru (souc¢ast HPLC aparatury).

Vzorky byly pted pouzitim filtrovany pifes membranovy filtr s velikosti port
0,22 um. Aplikovany objem vzorku na kolonu byl 20 pl. Byl pouZivan linearni gradient.
Po skonceni kazdé analyzy byla kolona jesté nejméné 3 minuty promyvana pufrem B a

poté 5 minut pufrem A pii pritokové rychlosti 2,5 ml/min pro jeji reekvilibraci. Tim byly
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vymyty z kolony v§echny pifipadné nezadouci latky a byla stabilizovana zakladni linie
systému pro dalsi aplikace.
KaZzdé analyza byla provadéna ttikrat, tj. pro kazdou pritokovou rychlost a kazdou

koncentraci NaCl pufru.

Molekulova absorpéni spektrometrie vzorkit v UV oblasti

Roztoky nukleotidl byly proméfeny na UV/VIS spektralnim fotometru. Nastaveny
rozsah vinovych délek na spektrometru byl 220-300 nm. Spektra byla zaznamenéna a
absorp¢ni maxima byla opséna z automaticky generovaného zaznamu. Na obr. 16 je

vyobrazen zaznam spekter nukleotidl adeninu. Spektrum s nejvy$§im pikem nalezi AMP,

tMwr

stfedni pik ADP a nejniZsi pik patii ATP. Hodnota absorpénich maxim uvedenych latek
byla téméf totozna, tedy Amax) = 260 nm.
Také absorpéni maxima tfi nukleotidd GTP, GDP a GMP maji téméf stejnou hodnotu 254

nm.
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Obr. 16: Absorpcni spektra vzorkit ATP, ADP a AMP namérend na spektrdlnim fotometru
SPECORD UV/VIS M 40. Piavodni zaznam spekter byl preveden do digitalni formy pomoci
pocitacového programu.

35



Pivodni zaznam byl naskenovan a data spekter byla pfevedena do digitélni formy pomoci
poéitatového programu Windig. Z digitalnich dat byl sestrojen v programu Microsoft

Excel graf na obr. 16.

4.3.2 Separace smési 3

Priprava vzorkii a mobilnich fazi pro analyzu

Smés 3 obsahovala kyselinu adenylovou a UMP. Do odmérnych ban¢k o objemu
100 ml byly ptipraveny zasobni roztoky jednotlivych latek. Koncentrace zasobnich roztokt
kyseliny adenylové byla 450 pg/ml a UMP 150 pg/ml. Zasobni roztoky byly prométeny na
UV/VIS spektralnim fotometru M 40, abychom zjistili absorpéni maxima jednotlivych
latek a mohli nastavit vhodnou vinovou délku na detektoru HPLC aparatury. Ze zasobnich
roztoki bylo odebrano po 1 ml a byla vytvofena smés, ktera byla aplikovana do systému.

Nejprve byl pro separaci pouzivan gradientovy méd, ale na konec jsme dospéli k
izokratické separaci. Pracovalo se tedy v izokratickém moddu a jako pufr byl zvolen 20 mM
Tris-HCI, jenZ obsahoval NaCl o koncentracich 0,05 M a 0,03 M. pH pufru bylo upraveno

vzdy na hodnotu 7,4. pH mobilni faze bylo po celou dobu experimentu neménné.

Experimentdlni podminky

Pro déleni této smé&si byla op&t pouzivana monoliticka kolona CIM® DEAE. Byly
pouzity prutokové rychlosti 3,0 a 5,0 ml/min. Analyza probihala pfi laboratorni teploté a
mobilni faze byly kontinualné odplyfiovany na degaseu (soué¢ast HPLC aparatury).

Vzorky byly pted pouzitim filtrovany pfes membranovy filtr s velikosti pora 0,22 pm.
Aplikovany objem na kolonu byl 20 pl. Separace této smési probihala v izokratickém
mo&du. Po skonéeni kazdé analyzy byla kolona nejméné 3 minut promyvéana pufrem
obsahujicim 1 M NaCl, aby byly z kolony vymyty ptipadné neZadouci latky. Poté byla
kolona jesté 5 minut promyvéna eluénim pufrem pfi pritokové rychlosti 2,5 ml/min pro
jeji reekvilibraci. Kazda analyza byla provadéna tfikrat, tj. pro kaZzdou pratokovou rychlost

a koncentraci NaCl v pufru.
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4.4 Separace bazi nukleovych kyselin na CIM® RP-SDVB monolitickém
disku

Priprava mobilnich fdzi a vzorki pro analyzu

Z bazi nukleovych kyselin byly pouZity pro pfipravu vzorku adenin, cytosin, thymin.
Pracovalo se na stejném gradientovém analytickém systému v gradientovém mé6du. Pufrem
A byl 20 mM KH;PO,, jehoz pH bylo nastaveno na hodnotu 6,3 za pouziti 1 M KOH.
Roztok B byl roztok methanolu v destilované vodé (60%, v/v).

Jednotlivé baze nukleovych kyselin byly rozpustény v 0,01 M HCI. Koncentrace
jednotlivych vzorka byly zvoleny tak, aby bylo ziejmé, ktery pik nalezi té které bazi. Baze
byly v HC] celkem dobte rozpustné, thymin a adenin bylo nutné mirné zahtat pod tekouci
teplou vodou. Rozpusténé baze byly posléze prelity do odmérnych ban€k o objemu 50 ml a
doplnény pfipravenym pufrem A po rysku. Koncentrace adeninu byla 150 pg/ml,
koncentrace cytosinu byla 200 pg/ml a koncentrace thyminu byla 100 pg/ml. Poté byla
proméfena spektra vzorki stejnym zplisobem jako u nukleotidli v rozmezi vinovych délek
200-300 nm. Absorpéni maximum pro adenin bylo 263 nm, pro cytosin 276 nm a pro
thymin 265 nm. Na detektoru byla zvolena hodnota 264 nm jako nejvhodnéjsi pro

soucasné méfeni vSech tfi latek.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Byly vyhodnoceny stfedni hodnoty soubori (x,,) retenénich ¢ast jednotlivych pika.
Dale byly vyhodnoceny relativni smérodatné odchylky (s,), variaéni rozpéti (R) a
kriteridlni hodnoty (Q;, Q,). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci kalkulacky a
na papir podle [59].
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5. Vysledky a diskuze
5.1 Separace smési nukleotidia na CIM® DEAE monolitickém disku

5.1.1 Separace smési 1 - ATP, ADP, AMP

Vzorek obsahujici smés ATP, ADP, AMP byl separovan pfi riznych pritokovych
rychlostech mobilni faze a také bylo pouzito riznych koncentraci NaCl v 20 mM Tris-HCl
o pH 7,4. Vliv koncentrace NaCl na separaci slozek smési ATP, ADP, AMP pfi pritokové
rychlosti mobilni faze 3,5 ml/min je na obr. 17. Z obrazku je patrné, Ze s rostouci
koncentraci NaCl v pufru se sice sniZuje reten¢ni ¢as slozek smési, ale k jejich rozdéleni az

na zakladni linii nedochézi v Zddném z téchto pfipadi.

AMP

i ADP
ATP

\ A 0,5 M NaCl

0,75 M NaCl

1 M NaCl

v T v T T T T T v T v —
0,0 0.5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35

t [min]

Obr. 17: Rozdéleni nukleotidii ATP, ADP a AMP na CIM® DEAE monolitickém disku za
poucziti linedrniho gradientu 0% - 100% B. Pufr A - 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B -
pufr A obsahujici 1 M; 0,75 M a 0,5 M NaCl, pH 7,4, pritokovd rychlost 3,5 ml/min;
vinova délka detektoru 260 nm; vzorek: AMP (234 ug/ml), ADP (134 ug/ml) ATP (50
ug/ml); aplikovany objem vzorku 20 ul, gradient 3.8 min.

Po sniZeni koncentrace NaCl v pufru na hodnotu 0,3 M se prodlouzily reten¢ni ¢asy
analytu, ale zaroveri doslo k lep§imu rozdéleni jednotlivych sloZek. Na obr. 18 je vidét vliv
prutokové rychlosti na separaci slozek smési. P¥i pritokové rychlosti mobilni faze
1,5 ml/min se ¢as analyzy a zaroven reten¢ni ¢asy analyti prodluzuji. K rozdéleni slozek

az na zakladni linii pfi takto nizké priitokové rychlosti nedochazi. Po zvy$eni pritokové
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rychlosti na 3,5 ml/min jiZ k rozdé€leni na zakladni linii doslo. Tyto podminky, tedy 0,3 M

NaCl v pufru a prutokova rychlost 3,5 ml/min se zdaji byt optimalnimi.

AMP

ADP

ATP

3,5 mVmin; tlak 0,8 MPa

2,5 ml/min; tlak 0,4 MPa

1,5 m/min; tlak 0,2 MPa

-

4
-
p=

t [min]

Obr. 18: Rozdéleni nukleotidit ATP, ADP a AMP na CIM® DEAE monolitickém disku za
pouziti linearniho gradientu 0% - 100% B. Pufr A - 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B - pufr
A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4, prutokové rychlosti 1,5; 2,5 a 3,5 ml/min; vinova délka
detektoru 260 nm; vzorek: AMP (234 ug/ml), ADP (134 ug/ml) ATP (50 ug/ml);
aplikovany objem vzorku 20 ul, gractient 35 mn

Abychom se pfesvédcili, Ze jsou analyty od sebe odélené aZ na zakladni linii,
vypocitali jsme rozliSeni pikd. Pfi podminkach pro koncentraci 1 a 0,75 M NaCl v pufru a
prutokovych rychlostech 1,5 a 2,5 ml/min nebylo tfeba rozliSeni zji§tovat, protoze jiz ze
ziskanych chromatogramu bylo patrné, Ze piky se od sebe nerozdélily aZ na zakladni linii.
V piipad¢€ koncentrace 0,5 M NaCl v pufru a pritokové rychlosti 3,5 ml/min se z daného
chromatogramu nedalo s uritosti zjistit, zda k dokonalému rozdéleni doslo, nebo ne. Proto
jsme, 1 pro tyto podminky, rozliSeni vypocetli. Vysledky téchto vypoctd jsou uvedeny
v tab. 2. Z tabulky je zfejmé, Ze rozliSeni pikd pro 0,3 M NaCl a pritok 3,5 ml/min ma
hodnotu blizkou 1,5 a miZeme konstatovat, Ze doSlo k dokonalému rozdéleni analytti az na
zakladni linii. Pro koncentraci NaCl 0,5 M se rozliSeni pohybuje kolem 1, coz znamena, Ze

se piky jesté nepatrné€ piekryvaji.
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Tab. 2: Rozliseni pikit pro koncentraci NaCl v pufru 0,5 M a 0,3 M.

Rozliseni pikt 0,5 M NaCl 0,3 M NaCl
v 20 mM Tris-HCL, pH 7,4 | v 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
R(amp,ADP) 1,06 1,71
Rapp,ATP) 0,99 1,68

Déle jsme chtéli otestovat opakovatelnost analyzy za optimalnich podminek. V tab. 3
(str. 41) jsou vyhodnoceny reten¢ni charakteristiky chromatogram ziskanych ze tfi
méfeni. Na obr. 19 miZeme porovnat opakovatelnost tfi analyz provedenych za
optimalnich podminek. Z obrazku je patrné, Ze nejvétsi variabilita pfipada na nukleotid

AMP.

AMP ;

0.0 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45
t [min]

Obr. 19: Porovndni t#i analyz rozdéleni nukleotidii ATP, ADP a AMP na CIM® DEAE
monolitickém disku provedenych za téchto podminek: linedrni gradient 0%-100% pufr B,
pufr A - 20 mM Tris-HCI, pH 7,4; pufr B - pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4;
pritokovd rychlost 3,5 ml/min; vinova délka detektoru 260 nm, vzorek: AMP (234 ug/ml),
ADP (134 pg/ml) ATP (50 pg/ml); aplikovany objem vzorku 20 ul,gract'ent 38 min

To nam potvrdilo 1 statistické vyhodnoceni reten¢nich ¢ast pikt (viz kap. 5.3 str. 50,
tab. 6). Porovname-li hodnoty smérodatné odchylky vSech analytt ve smési, zjistime, Ze se
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snizuji v pofadi AMP, ADP, ATP. To je pravdépodobn¢ zpiisobeno sloZzenim jednotlivych
analytd. Molekula AMP je ze viech nejméné nabita, protoZe obsahuje pouze jeden fosfat.
Naopak molekula ATP obsahuje tfi fosfaty a je tedy nejvice nabita. To souvisi s jejich
afinitou ke stacionarni fazi. AMP je ke stacionarni fazi pfitahovan nejmensi silou a je
mozné, Ze je jeho chovani ke stacionarni fazi pokazdé trochu odli$né. Afinita molekuly
ATP je oproti AMP o dva fosfaty vétsi a tedy je jeho chovéni ve stacionarni fazi témef

pokazdé stejné. Proto je i jeho smérodatné odchylka velmi nizka.

Tab. 3: Vyhodnoceni chromatografickych pikit smési ATP, ADP, AMP. Kolona CIM®
DEAE monoliticky disk dlouhy 3 mm. Podminky: linedrni gradient 0%-100% pufr B:

pufr A: 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B: pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4;
pritokova rychlost 3,5 ml/min; vinova délka detektoru 260 nm; vzorek: AMP (234 ug/ml),
ADP (134 ug/ml), ATP (50 ug/ml); aplikovany objem vzorku 20 pl.

Pik Analyt ty [min] Vi [ml] tg [min] | t'g [min] Vg [ml]
1. AMP 1,37 1,27 4,80
2. ADP 0,10 0,35 2,75 2,65 9,63
3. ATP 4,02 3,92 14,07
Pik Analyt Vg [ml] h [mV] wy, [min] n H [um]
1. AMP 4,45 176,53 0,14 530,99 5,65
2. ADP 9,28 59,21 0,16 1638,05 1,83
3. ATP 13,72 22,17 0,16 3500,37 0,85

Dale jsme zkoumali prubéh separace pii vysSich pratokovych rychlostech. Pouzili

jsme pritokové rychlosti 5,0 a 7,0 ml/min. Koncentrace NaCl v pufru byla 0,3 M. Celkova

délka analyzy se sice zkratila na 3 minuty, ale piky byly rozmyté a nedokonale oddélené

(viz obr. 20 na str. 42). Tato rychlost byla zfejmé& pro nase analyty pfili§ vysoka. Nejlepsi

tvar ma pik pattici ATP, coz ziejme opét souvisi s jeho nejvys$sim celkovym nébojem ze

vSech molekul. Vyhodnoceni reten¢nich charakteristik této analyzy je v tab. 4 nastr. 43 a

statistické vyhodnoceni reten¢nich €asti pikt je v kap. 5.3 (str. 50, tab. 7). RozliSeni pika

bylo pfi této pratokové rychlosti 1,16 pro piky AMP, ADP a 0,98 pro piky ADP, ATP.

Pohybovalo se tedy kolem 1, coZ znamena, Ze se piky piekryvaji.
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Obr. 20: Rozdéleni nukleotidit ATP, ADP a AMP na CIM® DEAE monolitickém disku za
pouZiti linedarniho gradientu 0%-100% pufr B; pufr A: 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B:
pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4, priutokova rychlost 5 ml/min; vinova délka
detektoru 260 nm, vzorek: AMP (234 ug/ml), ADP (134 ug/ml), ATP (50 ug/ml);
aplikovany objem vzorku 20 pl, gtactcent /5 miz .

Z chromatogramu je patrnd asymetrie piku tzv. fronting. Pfi¢inou v tomto pfipadé
neni pfedavkovani kolony ani mimokolonové d€je, protoZe pti ptedchozich analyzach,
ziskanych za niZ8ich pritokovych rychlosti (3,5 ml/min) a se stejnymi koncentracemi

analytd, k Zddnému obdobnému rozmyvani nedochézi. Pravdépodobnou pfi¢inou je zde

zvolena pritokova rychlost, ktera je pro tento systém, tzn. slaby anex a nukleotidy s jednim

az tfemi fosfaty, pfili§ vysoka. Pik AMP je nejvice rozmyty. Pravdépodobné to souvisi
s pfitomnosti pouze jedné fosfatové skupiny v jeho struktufe. Rychlost priitoku je tak

vysoka, Ze je analyt strhnut z povrchu stacionarni faze proudem mobilni faze, aniz by se

pevné navazal ve stacionarni fazi. Pik ADP je jiz mén¢ rozmyty, protoZze ma, oproti AMP,

vétsi afinitu ke stacionarni fazi. Koneéné pik ATP je nejméné rozmyty. Trifosfat v této
molekule pravdépodobné ma jiz dostate¢nou afinitu k ionexu, takze se i pfi vysoké

prutokové rychlosti miiZze pevné€ navazat ve stacionarni fazi.
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Tab. 4: Vyhodnoceni chromatografickych pikii smési ATP, ADP, AMP. Kolona CIM®
DEAE monoliticky disk dlouhy 3 mm. Podminky: linedrni gradient 0%-100% pufr B,

pufr A: 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B: pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4; prutokovd
rychlost 5 ml/min; vinova délka detektoru 260 nm, vzorek: AMP

(234 ug/ml), ADP (134 ug/mi), ATP (50 ug/ml); aplikovany objem vzorku 20 pl.

Pik Analyt ty [min] Vi [ml] tg [min] | t'g [min] Vg [ml]
1. AMP 0,90 0,81 4,50

: ADP 0,09 0,45 2,06 1,97 10,30
3. ATP 2,77 2,68 13,85
Pik Analyt V'g [ml] h [mV] wy, [min] n H [um]
1. AMP 4,05 146,96 0,093 519,30 5,78
2. ADP 9,85 38,89 0,130 1392,35 2,15
3. ATP 13,40 13,40 0,137 2266,84 1,32

5.1.2 Separace smési 2 - GTP, GDP, GMP

Vzorek byl tvofen smési GTP (c = 50 pg/ml), GDP (¢ = 134 pg/ml) a GMP
(c =234 pg/ml). U této smési jsme piedpokladali podobné chovani jako u smési pfedchozi,
a proto jsme postupovali podobné. Pti koncentracich 1 M; 0,75 M a 0,5 M NaCl v pufru a
pii pritokovych rychlostech 1,5 a 2,5 ml/min probihala separace velice podobnym
zptisobem. Na obr. 21 mtizeme vidét separaci smési pfi prutokové rychlosti 3,5 ml/min a
koncentraci NaCl v pufru 0,3 M.

Z chromatogramu je patrné, Ze celkova délka analyzy je necelé 4 minuty, coZ je o
néco mensi, neZ pii analyze prvni smési. Pik posledniho analytu se nepatrné rozmyval, coZ
mohlo byt zplisobeno Spatnym vzorkem. JelikoZ jsem neméla k dispozici vzorky nové,
pouzila jsem vzorky s pro§lou expiraci. Nicméné, zadny vétsi vliv na analyzu tyto

skute€nosti nemély.
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Obr. 21: Rozdéleni nukleotidii GTP, GDP a GMP na CIM® DEAE monolitickém disku za
pouZiti linedrniho gradientu 0%-100% pufr B; pufr A - 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B -
pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4, pritokova rychlost

3,5 ml/min; vinova délka detektoru 254 nm, vzorek: GMP (234 ug/ml), GDP (134 ug/ml)
GTP (50 ug/ml); aplikovany objem vzorku 20 ul, §ractcen+ 3,5m.n.

Na obr. 22 je vidét porovnani tfi totoZznych analyz nukleotidi guaninu za optimélnich
podminek, tj. pfi prutokové rychlosti mobilni faze 3,5 ml/min a 0,3 M koncentrace NaCl v
pufru.V kap. 5.3 (str. 50, tab. 8) je statistické zpracovani reten¢nich €asil jednotlivych pikii
za podminek 0,3 M koncentrace NaCl v pufru a priitokové rychlosti 3,5 ml/min. RozliSeni
jednotlivych piki bylo vétsi nez 1,5 a doslo tedy k dokonalému rozdé€leni. Skute¢né
hodnoty rozliseni jsou uvedeny pod tab. 5 str. 46, ve které jsou vyhodnoceny

chromatografické piky.
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Obr. 22: Porovnani t¥i analyz rozdéleni nukleotidi GTP, GDP a GMP na CIM® DEAE
monolitickém disku za pouZiti linedrniho gradientu 0%-100% pufr B, pufr A - 20 mM Tris-
HCI, pH 7,4; pufr B - pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4, pritokovd rychlost 3,5
ml/min; vinova délka detektoru 254 nm; vzorek: GMP (234 ug/ml), GDP (134 ug/ml) GTP
(50 ug/ml); aplikovany objem vzorku 20 ul; gracuent 3,5 min,

K separaci smési nukleotidi RNA na CIM® DEAE monolitické koloné dochézelo pti
vSech zvolenych podminkach. Pfi zvolené koncentraci NaCl v pufru A 0,5 M a priitokové
rychlosti 3,5 ml/min se rozli§eni pik pohybovalo kolem 1, coZ znamena, Ze piky se
nepatrné, asi ze 2%, ptekryvaji. Pouze pfi pritokové rychlosti 3,5 ml/min a 0,3 M
koncentraci NaCl v pufru A bylo rozdéleni pikti dokonalé, az na zakladni linii. Rozliseni
pikt pfi téchto podminkach bylo u obou smési vétsi nez 1,5, coz znamena, ze k Zadnému
prekryti nedochazi.
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Tab. 5: Vyhodnoceni chromatografickych pikii smési GTP, GDP, GMP. Kolona CIM®
DEAE monoliticky disk dlouhy 3 mm. Podminky: linedrni gradient 0%-100% pufr B;
pufr A - 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, pufr B - pufr A obsahujici 0,3 M NaCl, pH 7,4,
priitokovd rychlost 3,5 ml/min; vinova délka detektoru 254 nm, vzorek: GMP (234 ug/ml),

GDP (134 ug/ml), GTP (50 ug/ml); aplikovany objem vzorku 20 ul.

Pik Analyt ty [min] Vi [ml] tr [min] | t'r [min] Ve [ml]
1. GMP 1,46 1,34 4,69
2. GDP 0,12 0,42 2,51 2,39 8,37
3. GTP 3,38 3,26 11,41
Pik Analyt Vg [ml] h [mV] wy, [min] n H [um]
1. GMP 4,27 269,63 0,10 1181,97 2,54
2. GDP 7,95 46,64 0,14 1982,35 1,51
3. GTP 11,99 11,19 0,11 5235,40 0,57

R mp, 6or) = 1,75; R (GDP, 6TP) = 1,63

Pii vyS§Sich pritokovych rychlostech (5,0 a 7,0 ml/min) bylo rozdéleni nukleotidii

op¢t nedokonalé a rozliSeni piki se pfi téchto prutocich opét sniZilo na hodnotu kolem 1.

Také bylo potvrzeno, Ze i pfi takto vysokych pritocich je tlak na koloné. Pfi

nastaveném prutoku 7,0 ml/min €inil tlak na kolonu 2,7 MPa.

Pro experiment tohoto typu jsme méli k dispozici jesté nukleotidy cytosinu. Pfipravili jsme

si zasobni roztoky stejnym zplsobem, jako u smési 1 a 2. Délenim této smési jsme ziskali

chromatogram, trochu jiného razu. Piky pattici nukleotidiim di- a trifosfatu byly oproti

pikiim di- a trifosfatii u smési 1 a 2 velice malé. ProtoZe jsme tyto zasobni roztoky

ptipravovali ze vzorkl s pro§lou expira¢ni lhitou (r. 1980), je pravdépodobné, Ze se jejich

sloZeni béhem téméf 30 let mohlo zménit. Rozhodli jsme se tyto vzorky dale nepouZivat.
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5.1.3 Separace smési 3 — kys. adenylova a UMP

Pro separaci této smési jsme zpoc¢atku pouZivali gradientovou eluci. Nejprve jsme
pouZili pfidavek 1 M NaCl v pufru a rychlost pritoku 1,5 ml/min, ale dostali jsme jeden
pik. Z toho jsme usoudili, Ze koncentrace 1 M NaCl je pro rozdéleni kyseliny adenylové a
UMP pfili§ silna. Proto jsme se rozhodli sniZit koncentraci NaCl na 0,5 M a na zakladé
vysledku az na 0,1 M., av$ak i pfi této koncentraci NaCl latky eluovaly spole¢né. K
rozdéleni doslo az pii pouziti koncentrace 0,03 M NaCl v pufru B. Protoze koncentrace
soli v pufru byla dosti nizka, rozhodli jsme se zkusit moZnost izokratického déleni. Pfi
pouziti pufru s 0,03 M NaCl dochézi k separaci jak pfi plivodné pouzité pritokové

rychlosti 2,0 ml/min, tak pfi rychlosti 5,0 ml/min viz obr 23.
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Obr. 23 : Déleni smési nukleotidi UMP a kyseliny adenylové v izokratickém médu na
CIM® DEAE monolitické koloné. Podminky: elucni pufr — 20 mM Tris-HCl s 0,03 M NaCl,
pH 7,4, pritokovad rychlost 5,0 ml/min; vzorek: UMP (c = 75 ug/ml); kys, adenylovd

(c = 225 ug/ml) ve smési, vinova délka detektoru 260 nm.

Také pii pouziti koncentrace NaCl 0,05 M a priitokové rychlosti 5,0 ml/min je déleni
uspokojivé (viz obr. 24). RozliSeni piki za téchto podminek je 0,9, coZ odpovida

¢aste¢nému piekryti obou pikd, asi z 2,5%.
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Obr. 24: Déleni smési nukleotidu UMP a kyseliny adenylové v izokratickém modu na CIM®
DEAE monolitické koloné. Podminky: elucni pufr — 20 mM Tris-HClI s 0,05 M NaCl, pH
7,4, prutokovd rychlost 5,0 ml/min; vzorek: UMP (c = 75 ug/ml); kys, adenylova

(c = 225 ug/ml) ve smési, vinova délka detektoru 260 nm.

5.2 Pokus o separaci bazi nukleovych Kkyselin na CIM® RP-SDVB
monolitickém disku

Na HPLC systém byla pfipojena kolona CIM® RP-SDVB (BIA Separations d.o.0.,
Ljubljana, Slovinsko), coZ je reverzni faze s alkylovymi fetézci C4. Nastavena priitokova
rychlost byla zpo€atku 1,5 ml/min. Nejprve byly na kolonu aplikovany jednotlivé béze,
aby byly zji§tény jejich retenéni ¢asy. Ve vSech piipadech jsme dostali ptekvapivy
vysledek: dvojity pik s téméf stejnou vyskou obou piki a pfiblizné stejné velkou plochou
(napf. pro adenin viz obr. 25). Moznost, Ze by §lo o disledek znecisténi vzorki, jsme
vylou¢ili na zaklad¢ toho, ze podobné se chovaly v§echny aplikované. Déle jsem testovali,
zda nejde o disledek toho, Ze disk ma malou kapacitu. Kdybychom pouzili ptili§ vysoké
koncentrace analyti, jeden z pikii by mohl byt piebytek separované latky na kolon€. Snizili
jsme tedy koncentraci vzorku 2 krat, pak 3 krat, 5 krat a dokonce i 10 krat, ale vysledkem
byly vzdy dva spojené piky ve stejném pomé&ru. Dalsi hypotézou bylo, Ze dvojity pik
vznika v disledku velké priitokové rychlosti (ahalogicky k vysledkiim v kapitole 5.1.1)
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Proto jsme sniZili priitokovou rychlost z piivodni hodnoty 3 ml/min postupné na 1, 0,5 a
0,2 ml/min, dvojity pik vSak stale ptetrvaval. MoZnost toho, Ze by §lo o kontaminaci
pouzitym rozpoustédlem (pufr pH 6,3) jsme vyloudili na zékladé¢ eluce €istou destilovanou
vodou, ktera opét poskytuje dvojity pik. Také eluce pii vy$§im pH (7,5 a 7,9) dava stejny
vysledek. Pouze eluce 60% methanolem dava jeden pik, ale ve vSech piipadech (pro
vSechny pouZité baze i jejich smés) tento pik te€e v mrtvém objemu, nedochazi tedy viibec
k déleni..

Na zékladé téchto vysledkt jsme usoudili, Ze pfi¢inou vyskytu dvojitého piku je
nejspis§ $patné ut€snéni monolitu v neporéznim krouzku. V prostoru mezi monolitem a
neporéznim krouzkem se tedy vyskytuje "kanalek", kterym protéka téméf polovina vzorku,
jenz se tak do stacionarni faze viibec nedostane a na kolné se nezadrzuje. Pti eluci
methanolem jsme dostali jeden pik nejspi§ proto, Ze methanol je oproti elué¢nimu pufru vice
nepolérni a baze se v ném lépe rozpoustéji, na koloné se viibec nezadrzuji. V dalSich

experimentech na této kolon¢ jsme proto jiz nepokracovali.
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Obr. 25: Cisty vzorek adeninu aplikovany na CIM® RP-SDVB monoliticky disk. Podminky:
20 mM KH,;POy, pH 6,3; rychlost pritoku 1,5 ml/min; koncentrace adeninu 150 ug/mi,
vinovad délka detektoru 263 nm.
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5.3 Statistické vyhodnoceni

Statisticky byly vyhodnoceny retenéni ¢asy pikd smési 1 a 2. Byly vyhodnoceny :
Xm — median, s — smérodatna odchylka, s, — relativni smérodatna odchylka, R — rozpéti
souboru, Q; — kritérium rozdilu nejmensich vysledkd souboru, Q, — kritérium rozdilu

nejvétsich vysledkid souboru, L; ; — interval spolehlivosti souboru vysledka

Tab. 6: Statistické vyhodnocené retencnich casu pro piky ATP, ADP, AMP, priitokovou
rychlost 3,5 ml/min a koncentraci NaCl v pufru A 0,3 M.

Pik Xm [min] A} Sy R Q] Q,, L1,2
[%]

Iy 0,09 4,8.10” 53 0,008 0,10 0,98 0,010
AMP 1,37 59,0.107 4,3 0,100 0,50 0,50 0,130
ADP 2,75 23,7.107 0,9 0,040 0,50 0,50 0,052
ATP 4,02 13,0.10° 0,3 0,022 0,86 0,14 0,029

Tab. 7: Statistické vyhodnocené retencnich casi pro piky ATP, ADP, AMP, priitokovou
rychlost 5 ml/min a koncentraci NaCl v pufru A 0,3 M.

Pik Xm [min] s Sy R 0] On L,
[%]
ty 0,09 2,4.107 2,62 0,004 0,20 0,70 0,005
AMP 0,91 23,7.107 2,59 0,040 0,81 0,19 0,052
ADP 2,06 7,1.10° 0,34 0,012 0,48 0,56 0,016
ATP 2,77 9,5.107 0,34 0,016 0,03 0,98 0,021

Tab. 8: Statistické vyhodnocené retencnich casu pro piky GTP, GDP, GMP, prutokovou
rychlost 3,5 ml/min a koncentraci NaCl v pufru A 0,3 M.

Pik Xm [min] s Sy R 0] On L,
[%]
tu 0,12 7,1.107 5,9 0,012 0,66 0,52 0,016
GMP 1,47 39,6.107 2,7 0,067 0,69 0,31 0,089
GDP 2,51 40,2.10° 1,6 0,068 0,59 0,43 0,088
GTP 3,37 13,6.10” 0,4 0,023 0,48 0,52 0,030
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6. Zavér

Optiméalni podminky pro separaci zkoumanych smési nukleotidd 1 (AMP, ADP,
ATP) a 2 (GMP, GDP, GTP) na CIM® DEAE monolitickém disku jsou pritokova rychlost
3,5 ml/min a koncentrace 0,3 M NaCl v pufru 20 mM Tris-HCI o pH 7,4, kdy dochazi
k dokonalému rozdéleni. Pro separaci smési 3 (kys. adenylova a UMP) byly nejlepSimi
podminkami izokraticka eluce 20 mM Tris-HCl s 0,05 M NaCl o pH 7,4.

Tlak vyvijeny na kolonu pfi vysSich pritokovych rychlostech je v porovnani s napliiovou
kolonou nizky a analyzy probihaji velmi rychle. V. mém pfipad¢ trvala analyza smési pfi
optimalnich podminkach max. 4,5 minut.

K separaci smési bazi nukleovych kyselin viibec nedoslo pravdépodobné€ proto,

Ze zvoleny CIM® RP-SDVB monoliticky disk byl poskozeny. P¥i¢inou nejspi¥ byla n&jaka
netésnost mezi monolitem a neporéznim krouzkem. Polovina vzorku pak protekla

netésnosti a polovina monolitem. Z tohoto divodu jsme jiz dale disk nepouzili.
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