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ABSTRAKT
Diplomova prace
Purifikace biokonjugata azaftalocyaninii pomoci SPE
Jakub Cichy
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra Farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Tato prace se zabyva vyvojem metody pro CiSt€ni biokonjugatl azaftalocyanint
pomoci extrakce tuhou fazi (SPE). Tyto derivaty azaftalocyaninli jsou zkouméany jako
molekularni sondy zhésejici fluorescenci v riznych genetickych analyzach.

Postupné byly uskutecnény experimenty s cilem najit idedlni SPE podminky pro tento
analyt. ZkouSeli jsme rizné druhy SPE kolonek a jejich vliv na extrakci. Nasledné
byly optimalizovéany jednotlivé kroky extrakce, provedeny zmény pH, molarity a sily
elucnich roztokli se snahou ziskat co nejlepsi separacni vysledky. Jako nejlepsi se

jevila kolona DSC-Ph (500 mg/3 ml) a nejoptimalnéjsi podminky byly:

= Kondicionace: 3 ml 100% MeOH + 5 ml 50mM TEAA
= Naneseni vzorku: 100 pl 100nM

* Promyvaci roztok: 9 ml 55% MeOH/50mM TEAA

= Elu¢ni roztok: 3 ml 80% MeOH/50mM TEAA

Touto metodou jsme ziskali vytéznost extrakce analytu okolo 70-75 %, s relativnim
10% znecisSténim zbytky oligonukleotidovych fetézct ve findlnim eluétu.
Tato SPE metoda je urcitou alternativou k jiz vyvinut¢é HPLC metod€ pro ciSténi

biokonjugatii azafthalocyanind.

Klicova slova: Biokonjugaty azafthalocyaninu, SPE, priprava vzorkii, HPLC.



ABSTRAKT
Diploma thesis
The purification of bioconjugates of azaphthalocyanines by SPE
Jakub Cichy
Charles Univerzity in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové,

Department of Pharmaceutical chemistry and drug analysis

This thesis occupy the development of a method for purification biocunjugate
azaphthalocyanines by solid-phase extraction (SPE). These derivates of
azaphthalocyanine are investigated as molecular probes to guench of fluorescence in
various genetic analysis.

Experiments were carried out successuvely in order to find the ideal SPE conditions
for the analyte. We tried also different type of SPE columns and their influence on the
extraction. Subsequently were optimized each extraction steps, the changes in pH,
molarity and strength elution solutions were made with an effort to get the best
separation results. Column appeared as the best DSC-Ph (500 mg/3 ml) and the most

optimal conditions were:

= Condition: 3 ml 100% MeOH + 5 ml 50mM TEAA
= Apply sample: 100 pl 100nM

= Washing solution: 9 ml 55% MeOH/50mM TEAA

= Elution solution: 3 ml 80% MeOH/50mM TEAA

We obtained by this method recovery of extraction analyte around 70-75 %, with 10%
relative contamination of remains oligonucleotide chains in the final eluate solution.
The SPE method is an alternative to the already developed HPLC method for

purification bioconjugates of azafthalocyanines.

Keywords: Bioconjugates of azaphthalocyanines, SPE, sample preparation, HPLC.



Pouzité zkratky

A - Angstrom

Da - Dalton

ACN - Acetonitril

AzaPc - Alkylaminoderivaty azaftalocyaninti bez navazaného
oligonukleotidového fetezce

Bio-AzaPc - Alkylaminoderivaty azaftalocyaniny s navdzanym
oligonukleotidovym fetézcem (biokonjugéaty AzaPc)

Go6 - Bio-AzaPc s navazanym del$im oligonukleotidovym fetézcem

HPLC - High-performance liquid chromatography

J6 - Bio-AzaPc s navazanym krat$im oligonukleotidovym fetézcem

MeOH - Methanol

MEPS - Microextraction by packed sorbent

MIPs - Molecularly imprinted polymers

MSE - Monolith spin extraction

MSPD - Matrix solid-phase dispersion

OGN - Volné oligonukleotidové fetézce

OPC - Oligonucleotide Purification Cartridge

PAGE - Polyacrylamide Gel Purification

Pc - Ftalocyaniny

PCB - Polychlorované bifenyly

PDMS - Polydimethylsiloxan

PDT - Fotodynamicka terapie

RAM - Restricted access materials

RPC - Reverse Phase Cartridge

SBSE - Stir bar sorptive extraction

SDB - Styren-divinylbenzen

SPE - Solid-phase extraction

SPME - Solid-phase microextraction

TEAA - Triethylamonium acetat

TFC - Turbulent-flow chromatography

THF - Tetrahydrofuran
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1. Uvod
Tato diplomové prace se zabyva vyuZzitim SPE (Solid-Phase Extraction) metody pro

jednoduchou a rychlou separaci biokonjugati azaftalocyanini. Azaftalocyaniny jsou
pomérné novou  skupinou latek  odvozenych od  ftalocyaninu  (Pc)
[1].

Azaftalocyaniny jako derivaty ftalocyaninli maji do budoucna né€kolik smérti pro sva
vyuziti. Tato skupina latek byla plvodné vyvijena jako fotosensitizéry ve
fotodynamické terapii (PDT). Pfi zkoumani vztahti mezi strukturou a ucinkem se
objevily latky naprosto nevhodné pro PDT, ale naopak s vlastnostmi idedlnimi pro
pouziti jako zhdSeCe fluorescence [1]. Proto jsou tyto liatky i nadéle intenzivné
studovany na katedfe Farmaceutické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci
Kralové.

V teoretické c¢asti prace jsou uvedeny zakladni aspekty zkoumanych biokonjugéti
azaftalocyaninli a pouzit¢ SPE metody pro jejich purifikaci. Uvedeny jsou také jiné
druhy extrakce tuhou fazi. Déle je popsdna druhova pestrost v nabidce kolon pro
extrakce tuhou fazi a ptiklady novych trendti v SPE kolonkach.

V praktické casti byly optimalizovany extrakéni parametry pro SPE biokonjugaty
azaftalocynanini (Bio-AzaPc). Byl sledovan vliv promyvacich a elu¢nich roztokli na

vytéznost a reprodukovatelnost metody.



2. Teoreticka cast
2.1. Azaftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) diky svym zajimavym vlastnostem nachazeji uplatnéni nejen mezi
barvivy, ale také v mediciné, elektrochemii a katalyze. Azaftalocyaniny (AzaPc) patii
mezi dusikaté analogy Pc, kde n¢které CH skupiny v makrocyklickém systému jsou
isostern¢ nahrazeny dusiky. Pravé pfitomnosti dusikovych atomti se méni vyrazné jak
reaktivita, tak 1 nékteré fotochemické a fotofyzikalni vlastnosti AzaPc makrocykli
v porovnani s Pc. Produkce singletového kysliku je hlavni medicinskou aplikaci pro tzv.
fotodynamickou terapii (PDT). Tvorba singletového kysliku po ozéafeni fotosensitizérem
pak urcuji velikost tvorby singletového kysliku. Vhodné jsou substituce na
alkylsulfanylderivaty a jejich nédsledna centralni chelatace zine¢natym kationtem [1, 2].

Dal§im smérem vyuziti téchto latek je wuplatnéni jako zhaSece fluorescence.
Alkylaminoderivaty AzaPc na rozdil od jinych ftalocyanint a jinych derivati AzaPc
nevykazuji zaddnou fluorescenci a maji témef nulovou produkci singletového kysliku,

diky cemuz maji témét idedlni vlastnosti zhaSecu fluorescence [3].

2.1.1.  AzaPc jako zhdSece fluorescence

Jako jedna z moznosti detekce a kvantifikace DNA a RNA sekvenci se vyuziva metoda
interakce dvou barviv. Pficemz jedna sloucenina je silnym fluoroforem a druha
zhaSecem fluorescence. V dnesni dobé¢ existuje Siroka paleta fluorescencnich barviv,
avSak jejich zhasecl je naopak nedostatek. Navic u fluoroforii emitujicich pti velmi
vysokych vilnovych délkach (ptes 700 nm), prakticky zhésece chybi. Jelikoz prave
alkylaminoderivaty AzaPc maji nulovou fluorescenci a produkci singletového kysliku,
jsou tedy idedlni jako zhaSece fluorescence. [3].

Po navazani na oligonukleotidové fetézce je lze vyuzit jako molekuldrni sondy pro
ruzné genetické testy [4]. U jednotlivych Bio-AzaPc byly zkoumany jejich vlastnosti,
které byly srovnatelné s dnes béZné pouzivanymi zhaSeci (napt. Black Hole Quencher-
2®). Jejich hlavni vyhodou oproti dnesnim klasickym zhaSec¢lim je vysoka stabilita

a diky jejich strukturnim modifikacim pokryti celého spektra fluorofort [3, 5].
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2.1.2.  Cisténi AzaPc

Purifikaci azaftalocyanini je mySleno oddéleni vzorku azaftalocyanini Q-21
s jednovazebné navazanych oligonukleotidovych fetézc na 3” konci (dédle jen Bio-
AzaPc) od volnych oligonukletidovych fetézcii (dale jen OGN) a popiipadé¢ od
azaftalocyaninli s nenavazanymi oligonukleotidy (déle jen AzaPc). Vzorec Bio-AzaPc

je znézornén na obrazku €. 1.
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Obrazek ¢. 2: Vzorec Bio-AzaPc — Q21 [4]

Jako standard v Cisténi oligonuleotidovych fetézcl se jiz 1éta pouzivd metoda PAGE
(Polyacrylamide Gel Purification). Pro ¢isténi oligonukleotidovych bazi existuje metoda
extrakce pomoci RPC (Reverse Phase Cartridge) za pouziti fenylové kolony, kterd je
naprosto srovnatelnd, ne-li lepSi nez c¢iSténi pomoci jiné tradiéni kolonky OPC
(Oligonucleotide Purification Cartridge) [6]. Jednim z divodl, vedle rychlejSiho
precisténi vétsiho mnoZzstvi vzorku pomoci RPC, je niZz§i cena. Navic RPC lze oproti
OPC pouzit i na CiSténi vzorkl s oligonukleotidovym fetézcem del§im nez 60 bazi [7,
8].

Separaci naSeho vzorku (Bio-AzaPc Q-21) lze provést i pomoci HPLC pouzitim
semipreparativni kolony [9], avSak pro zjednoduSeni a zrychleni celého procesu

hodlame v této praci pouzit kolonky pro extrakce tuhou fazi.
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2.2. Extrakce na pevné fazi — SPE

Nézev je zanglického solid-phase extraction — zkrdcené¢ SPE. SPE je jednoznacné
vedouci metodou v pfipravé vzorku, uZivanou v rutinnich bioanalyzach Jde
o chromatografickou metodu zaloZenou na jednoduchém principu (vytvotfeni rovnovahy
mezi tuhou a kapalnou fazi) [10]. Pomoci této separacni metody jsou od sebe
oddélovany slou¢eniny na zéklad¢ jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti [11, 12].
Zakladnim kamenem tohoto procesu jsou dvé faze, mezi které se rozd¢luji molekuly
vzorku, zndmé jako mobilni a statickd/stacionarni faze. Toto déleni je zaloZeno
na rozdilné distribuci zkoumané smési do obou fazi [10, 13].

Metoda se vyuziva piipraci s analyty se stfedné tékavymi a net€kavymi vlastnostmi,
k zakoncentrovani vzorkd a piecisténi analyti od balastnich latek pro jejich dalsi
zpracovani v analyzach, tzn. k predptipraveé riznych vzorkt. Slouzi pfedevs§im k ziskani
propojit s dal$imi chromatografickymi procesy. Dnesni vyvoj SPE metody a piistroji
umoznuje provadét i vice pokusi najednou nebo cely proces automatizovat. Jedna
organickych rozpoustédel a tim 1 niZ8i ekologicka zatéz pro Zivotni prostiedi [13].

Mezi hlavni nevyhody patii omezena pH stabilita n€kterych sorbentli a obsah silanolti
u silikagelovych sorbentli, které se mohou ireverzibiln¢ véazat na podobné skupiny
analytu a tim rusSit vysledné vzorky. Dale to mohou byt u konven¢nich kolonek, které
jsou pouzivany ve vakuovych ¢i pietlakovych manifoldech, neschopnost jednoduché
kontroly stalého priitoku ¢i zabranéni vysouSeni kolonek. Dalsi relativni nevyhodou ve
srovnani s podobnymi extrakénimi metodami na pevné fazi (SPME) miize byt vyssi
nakladovost a vyssi spotieba organickych rozpoustédel v jednotlivych extrakcich, popf.
také casova narocnost [10, 12].

Dnes se objevuji stile nové trendy v oblasti extrakce tuhou fazi. Jsou to metody
zalozeny bud’ na zcela novém principu, nebo u stavajicich metod jejich modifikaci.
V poslednich letech se objevily napt.: SPME, MEPS, SBSE, MSE, MSPD ¢i TFC [10,
14].
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2.2.1.  Mobilni a stacionarni faze

Mobilni fazi je mySlena ta Cast chromatografického systému, ve které je vzorek
rozpustén a ktera slouzi k jeho naneseni na SPE kolonku a k nésledné separaci
balastnich latek od analytu [10].

Staciondrni fazi pak myslime pevnou cast systému, pfes kterou prochdzi mobilni faze
a slozky vzorku, pficemZ zde dochazi k separaci jednotlivych slozek na zéklad€ jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Stacionarni faze u SPE je ulozena v plastickych nebo
sklenénych kolonkach tzv. cartridges (columns/tubes). Tyto SPE kolonky jsou z casti
naplnéné adsorpénimi médii (napt. silikagely s navdzanymi funkénimi skupinami),
pfiCemz nezadoucimu uniku castic staciondrni faze je zabranéno vloZenim sorbentu

mezi dvé polyethylenové frity (viz obrazek ¢. 2) [10, 11].

Kolona

Sorbent — ||

Obrizek €. 2: Schéma SPE kolonky

2.2.2.  Jednotlivé kroky SPE extrakce

Pro piipravu vzorku je tedy nezbytné jeho rozpuSténi. Diulezitym krokem je
kondicionace kolony. Slouzi k zajisténi konzistentnich podminek pfi extrakei.
Kondicionacni roztoky tzv. ,,zvlhéi* funkéni skupiny v adsorpénim médiu (napi.:
u reverzni faze zptistupni CH- skupiny), ¢imz se nasledné stanou ptistupné k interakci.
Voda nebo pufr pak odstrani organické rozpoustédlo a zaru¢i nastaveni vhodnych
podminek (pH, polarita) pro lepsi vysledky extrakce [10].

Nasleduje naneseni vzorku, ¢imz dochézi k navazani vzorku na stacionarni fazi/sorbent.
Promyvani kolonky ndm vymyje balastni latky, které se neadsorbovaly na stacionarni
fazi. Naslednym krokem je eluce, kdy pomoci rozpoustédla dojde k uvolnéni vzorku

z vazby na sorbent a jeho vyplaveni spolu s rozpoustédlem. Pro dalsi praci s analytem je
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dobré odpafit rozpoustédlo od vzorku napi.: zakoncentrovani zkoumaného analytu

dusikem [10, 15]. Jednotlivé kroky extrakce jsou popsany na obrazku €. 3.
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Obrazek ¢. 3: Postup extrakce tuhou fazi [16]

Extrakci 1ze provadét dvéma zpisoby:

Prvni metodou se vzorek adsorbuje na povrch sorbentu a promyvacimi roztoky se
odstrani balasty. Ve druhém kroku se pak eluuje zkoumany vzorek.

Druhé metoda je v podstaté obracena. Po aplikaci vzorku se adsorbuji jen balastni latky

a v promyvacim kroku se vymyji zkoumané analyty.

2.2.3.  Rozdéleni SPE na zakladé previladajici interakce

Existuji 3 druhy SPE extrakcei, rozdéleny jsou na zdkladé polarity jednotlivych fézi.
Vybér vhodné faze se ftidi: povahou analytu, rozpoustédlem vzorku a typem

interferenci.

2.2.3.1. Extrakce na reverzni fazi

Reten¢nim mechanismem jsou nepolarni/hydrofobni interakce typu Van der Walsovych
sil. Znamena to, ze stacionarni faze je také nepolarni a musi byt méné€ polarni nez roztok
(1960s) byla jako normalni fdze mySlena stacionarni = polarni, tudiz dnes

nepolarni = reverzni/obracend k normalni fazi [10].
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Funkéni skupiny v takovychto interakcich jsou alkyly, aryly ¢i alicyklické funkéni
skupiny. Silikagel jako tradi¢ni nosi¢ ma na sobé chemicky nepolarni modifikatory
(C18, C8, C4, CYH, Ph, CN). Elu¢ni roztoky, které dokazi zrusit interakce
sorbent/analyt jsou rozpoustédla typu acetonitrilu a methanolu, ¢i jejich kombinance
s pufry. Jako vzorky jsou vhodné biologické tekutiny, extrakty z tkdni, enviromentalni
roztoky atd. Presnéji RP muze slouzit k extrakcim riiznych 1éc¢iv, ATB, peptidi,
aromatickych sloucenin, fenoll, herbicidl, pesticidd, vitaminii a mnoha dalSich latek

[15,17].

2.2.3.2. Normdalni faze SPE

Normalni faze poskytuje sorpci na polarnim povrchu. Jde o polarni/hydrofilni interakce
typu vodikovych mustki, - m interakci, dip6l-dipdl ¢i indukovany dipdl-dip6l [10].

Aby dochdzelo k nasledujicim interakcim, musi byt roztok s analytem méné polarni nez
staciondrni faze. Funk¢éni skupinou v takovychto interakcich jsou hydroxylové skupiny,
karbonyl, aminy ¢i funkéni skupiny srezonanénimi vlastnosti. Zafazuji se zde
1 adsorp¢ni typy nosici (Si-OH, hotfecnaté silikagely ¢i hlinikové sorbenty) [10]. Elu¢ni
roztoky, které se pouZzivaji na normalni fazi SPE, jsou rozpoustédla typu hexanu,
toluenu a benzenu v kombinaci s methanolem, isopropanolem ¢i acetonitrilem. Jako
elucni roztoky na silikagelech se mohou pouZit rozpoustédla s eluotropni silou (e°) pod
0,6 (viz tabulka ¢. 1). Naptiklad voda jako elu¢ni roztok se kvili jeji adsorpci na
funkéni skupiny sorbentu nemize pouzivat. Vzorky jsou ¢asto organické extrakty, oleje

a velmi polarni roztoky [15, 17].
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Tabulka ¢. 1: Eluotropni sila rozpoustédel [18]

Rozpoustédlo Elutropni sila (e°) )
Hexan 0,00 Nepolarni rozpoustédla
Isooktan 0,00
Toluen 0,22
Benzen 0,27
Chloroform 0,31
Dichlormethan 0,32
Tetrahydrofuran 0,35
Diethylether 0,39
Ethylacetat 0,43
Aceton 0,45
Acetonitril 0,50
20% methanol v diethyletheru 0,63
Isopropanol 0,65
40% methanol v ACN 0,67 '
Methanol 0,73
Voda > 0,73 Polarni rozpoustédla
Kyselina octova >0,73

Nékteré zdroje zatfazuji pravé adsorpcni extrakce k normalnim fazim, nebot’ jejich
princip je shodny s normalni fazi. Rozdil je v tom, ze jako adsorpéni medium slouZzi
nevazané polarni sorbenty (typu oxidu hlinitého, hotfe¢natého silikagelu ¢i prostého

silikagelu) [15, 17].

2.2.3.3. Iontové vyménna faze SPE (Iontoménice)

Reten¢nim mechanismem u iontoménicl jsou elektrostatické interakce zalozené na
vyméné iontil (rozliSujeme kationtové a aniontové iontomeénice). Charakter sorbentu,
nam pak urcuje, jaké slouceniny chceme izolovat. ANEX — jsou nosi¢e s chemicky
navazanym kladné nabitym modifikatorem (primarni, sekundarni, terciarni ¢i kvarterni
aminy). KATEX - jsou nosi¢e s chemicky navdzanym zaporné nabitym modifikatorem
(karboxylova kyselina, benzen- ¢i propylsulfonova kys.). Elu¢ni roztoky, které dokazi
zru$it interakce, jsou roztoky s neutralizaénimi schopnostmi vii¢i sorbetu [15, 17].

Iontoménicové sorbenty jsou velmi citlivé na kroky kondicionace a naneseni vzorku
(napf.: pro optimalni vysledky extrakce, kolonka nesmi pfed nanesenim vzorku
,vyschnout®, poptipadé vzorek se musi nanaSet velmi pomalu, nejlépe pak po kapkach).
Diky fyzikdlng chemickym vlastnostem iontoménic¢t (velikost port 275 A) dokazi
separovat i slouceniny o velké molekulové hmotnosti (i vice nez 2000 Da). Jako vzorky

slouzi vodné i organické roztoky s velmi nizkou molaritou (méné nez 0,1M) [10, 15].
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2.2.4.  Druhy SPE kolonek a sorbentit

Kolonky pro SPE extrakce vyrabi znacné mnozstvi riznych vyrobcll po celém svéte.
Jednotlivi vyrobci maji své obchodni nazvy, avSak v celku vyrab&ji pfevazné totozné
druhy SPE kolonek-sorbentii. Nabidka sorbentt je podobna jako pro HPLC.

Hlavnimi svétovymi vyrobci p¥isludenstvi pro vyrobii vzorki se zastoupenim v CR jsou
Supelco (Sigma-Aldrich Co.), ThermoScientific, Phenomenex, Agilent Technologies,
dale pak Applied Separation, Biocompare, CNW Technologies, Discovery Science, GS-
Tek, J. T. Baker, Macherey Nagel, Qorpak a mnoho dalSich. Samoziejmosti je, Ze
jednotlivé kolonky jsou vyrobci testovany na reprodukovatelnost svych parametri.
Testuje se kapacita sorbentu, specificky povrch, velikost pért a celkovy objem pori,
pritokova rychlost, velikost a hmotnost ¢astic, dale 1 pH povrchu pouzitého silikagelu,
diky ¢emuz pak maji nosie zaruCeny stejné fyzikalné-chemické vlastnosti. Jednotné
mnozstvi vézaného uhliku a rovnomérné pokryti povrchu silikagelu umoZzni
reprodukovatelnost analyz na kolonkach [19, 20].

Dnesni sortiment naplni do SPE kolonek nabizi Sirokou $kalu sorbentli. Nabidku SPE
kolonek rozsituji SPE disky, pipetové Spicky s fixovanymi sorbenty (nékdy nazyvané
Disposable pipette tip extraction — DPX), ¢i desticky s 96 pozicemi (obsah sorbentu 25,
50 a 100 mg) slouzici pro rychlejsi praci. Samoziejmosti je dostani i Cistych kolonek
a sorbentd k vlastnimu naplnéni. Vyrobci rozd€luji své vyrobky podle riznych kritérii,
nejcastéji to je na zaklad€ typu zkoumanych vzorkl (enviromentalni, farmaceutické,
potravinaiské nebo petrochemické vzorky). Dalsi déleni je pak na zéklad€¢ pouzitého

typu staciondrni faze, ptiCemz silikagelové sorbenty jsou dnes nejpouzivané;si [14, 19].

11
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2.2.4.1. Vlastnosti SPE sorbentit a kolonek

Kolonky/sorbenty jsou charakterizovany celou fadou parametrti. RozliSujeme kolonky
sklenéné, polypropylenové a novéji i nerezové. Jako samostatny druh jsou brany SPE
disky, které odstraiiuji nevyhody kolonek, jako jsou mald plocha sorbentu vici S§iti
sloupce a mozZnost vzniku kandlki mezi Ccasticemi sorbentu, coz miZze vést
k nejednotnému pritoku SPE kolonkou. Navic SPE disky Setfi rozpoustédla a vykazuji
Cistéjs$i vytézky. Plastické kolonky jsou nejvice pouzivany pravé diky svym vhodnym
vlastnostem a jednoduché vyrobég. Sklenéné (popft. nerezove) kolonky na druhou stranu
mohou byt napiiklad zahfivany, jsou odolnéj$i a predevSim se pouZzivaji u vzorkl
obsahujici ftalaty nebo plastifikatory, které by mohli narusit vysledné hodnoty
analytu.[19, 21].

Existuje velké mnozstvi riiznych velikosti kolonek, na ziklad¢ jejich objemovych
velikosti (uvedeny na obrazku €. 4). Nejcastéji se pouzivaji 3 ml SPE kolonky. Jsou ale
vyrabény 1 v dalSich objemech 1, 6, 12, 15, 25 i 60 ml, sobjemem pak souvisi

1 mnozstvi stacionarni faze [13].

1mL 3 mL 6 mL 15 mL 25mL
e o) | v e — A o]
Scm &3cm &.Bom 7.8cm A5cm
Fmm STy —12mnn— t—15en mr | t—— 2lriem ——

Obrazek ¢. 4: Zakladni velikostni druhy kolonek (skute¢né méritko) [22]

vvvvvv

Pro obracené a normalni faze plati pravidlo, ze ,,obsah zachycenych analytii, by nemél

byt vétsi nez 5 % hmotnosti sorbentu (100 mg sorbentu odpovidd 5 mg zachyceného

12
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analytu)“. Kapacita silikdtovych sorbentll je zavisld na procentudlnim obsahu uhliku
[11, 13]. Dnes jiz existuji kolonky, které¢ se tomuto pravidlu vymykaji. Piikladem je
kolonka STRATA-X od firmy Phenomenex a to diky svému nizkému mérnému povrchu
(33um) a zvlaStnimu patentové chranénému obsahu. Vyrobce udéava, ze kolonka ma
extrémé vysokou kapacitu blizici se az 15 % [17].

U iontovyménnych sorbentli je tieba pocitat s jejich vyménnou kapacitou, kterd je
udévana v jednotkdch meg/g (coz zn.: pi. kapacita 0,6 meg/g = 1 g sorbentu udrzi 0,6 g
analyzovaného vzorku) [17].

Dalsim dilezitym parametrem je velikost zrnitosti, udava se v um (33, 40, 50, 55, 100,
170, 200 pum). Jednotliva zrnitost je pak charakteristicka pro rizné druhy sorbenti.
Sorbenty pro SPE maji daleko vétSi zrnéni, nez je tomu u kolon pro kapalinové
chromatografie, proto lze SPE provadét i pti nizkych tlacich. End-capping je pojem
udavajici, zda jsou silanolové skupiny silikagelu odstinény a tim jsou znemoZnény
nezddouci interakce s bazickymi latkami. Charaktericky je 1 tvar (sféricky,
granulovany), Cistota, vaha sorbentu (mg), reten¢ni plocha (mz/g), porovitost (udavana

v A — Angstrom, velikost atomi ¢i délek chemickych vazeb) [17, 19].

Nezbytnym vybavenim pro tento druh upravy vzorku jsou tzv. ,manifoldy* (obrazek
¢. 5) coz jsou vakuové zatizeni, jenz drzi kolonky a zarovenn pod vakuem cely proces
SPE urychluji. Diky nim miZe probihat i vice extrakci najednou. Uvnitf jsou pak

vlozeny zkumavky, do kterych jsou sbirany jednotlivé frakce extrakce [13, 21].

Obrazek ¢. 5: Pristrojové vybaveni SPE [23]
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2.2.4.2. Vybér vhodného sorbentu

Zakladnim pozadavkem je znalost co nejvétSiho mnozstvi informaci o vzorku, na
zakladé cehoz se pak muze vybrat vhodnd velikost kolonky, sorbent a tim i faze
extrakce.

Interakce vzorku s tuhou fazi (stacionarni) musi byt vyrazn¢ silnéjsi nez jeho interakce
s kapalnou fazi (mobilni), ve které je vzorek solvatovan. Pficemz idealné by se mél
vazat jen nami zkoumany analyt, zbytkové slouceniny (balasty) by mély mit co
nejmensi afinitu k sorbentu (pokud mozno nulovou) [11].

Vybér vhodného mnozstvi sorbentu se déle fidi pravidly kapacity jednotlivych sorbent
a mnozstvim vzorku, ktery chceme extrahovat. Pro velké objemy analytu (nad 11) se

1épe hodi diskové kolony (90 mm disk) [13, 15].

2.2.4.3. Silikagelovy sorbent

Jde o nejrozsitengjsi druh sorbentu, velikost &astic je 40 - 63 pm a poéry 60 A. Druhy
silikagelovych sorbentll jsou urceny jak pro normalni, reverzni, tak i pro iontovou fazi
extrakce. Pouzity druh faze zavisi na sloZeni jednotlivych aktivnich substituentd na
silikagelovém nosici [13, 20].

U zékladnich silikagelovych sorbenti jako C-8 a C-18 existuji jejich obdobné vylepsené
formy, které obsahuji jiné procentudlni zastoupeni uhliku v sorbentu. Oznacuji se
pfedevSim diky jejich enviromentdlnimu pouZiti jinymi obchodnimi ndzvy naptiklad
jako ENVI™-18 (obchodni nazev Supelco) [13,19]. Vyrobky ENVI'™ diky svym
upravenym vlastnostem maji leps$i odolnost ve vysokych pH a také zvySenou kapacitu.
Casto jsou vyrabény i jako diskové kolony, které jsou vyuZivany hlavné pro analyzu
velkych objemt vzorki vod. [18, 24]

Jednotlivi vyrobci se jen minimdalné liSi v parametrech vlastnosti kolonek (hlavni
odliSujici parametr je procentudlni obsah uhlikli v sorbetech). Jelikoz existuje znacény
pocet silikagelovych sorbentli, pro ptehlednost jsou jednotlivé druhy se zékladnimi

charakteristikami sefazeny do tabulky ¢. 2.
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Tabulka €. 2: Souhrn silikagelovych sorbenti [11, 15, 19, 24, 25, 26, 27]

Zkratka
(obsahuji
obchodni

nazvy)

C-18

C-18 Lt

C-12

C-8

-CYH

Hisep™
(trademark by
Sigma-
Aldrich)

Pouziti

Reverzni faze

Vzorec aktivniho konce

—|Si—(CH2)17CH3

—|Si—(CH2)17CH3

15

Aktivni konec

Polymerné vazany
oktadecyl na
silikagel
(obsahuje 18 %
uhliku, udaje
spole¢nosti Sigma
Aldrich Co.)

Monomerné¢ vazany
oktadecyl na
silikagel

(obsahuje 11 %
uhliku udaje
spole¢nosti Sigma
Aldrich Co.)
Dodecyl vazany na
silikagel

Oktyl vazany na
silikagel (9 %
uhliku, udaje
spole¢nosti Sigma
Aldrich Co.)
Butyl vazany na
silikagelovy konec

Ethylovy zbytek
vazany na silikagel

Fenyl vazany na
silikagel (7 %
uhliku, udaje
spole¢nosti Sigma
Aldrich Co.)
Cyklohexyl vazany
na silikagel

Hydrofobni povrch

nosice je pokryt
hydrofilni siti

Teoreticka ¢ast

Popis

-pro reverzni faze extrakce
nepolarnich ¢i mirné
polérnich sloucenin
-vysoké procento uhliku
zvySuje kapacitu sorbentu
-jako matrix slouzi ATB,
barbiturdy, herbicidy,
pesticidy, fenoly, steroidy,
vitaminy

-niz§i procento uhliku
zvysuje retenci mirné
polarnich analyti, zaroven
snizuje retenci hydrofobnich
latek, jenz maji vysokou
retenci na kolonu C-18

-polaritu ma obdobnou jako
C-18, avsak diky
dodatecnému stericky
vlozenému kruhu zarucuje
velmi specifické separacni
vlastnosti

-pro nepolarni i lehce polarni
slouceniny

-vyrabény také jako disky

-mén¢ hydrofobni nez C-8,
vétSinou uréeno pro extrakce
peptidd

-pro bazické a spise polarni

analyty

-ma nizs§i retencni schopnosti
nez C-18

-uréen primarné pro
aromatické analyty

-ma schopnost udrzet polarni
analysy, rpo vodné vzorky

-uréen pro specialni
proteinové vzorky

-dokéze udrzet jen malé
molekuly (léciva) v prostiedi
reverzni faze



Zkratka
(obsahuji
obchodni

nazvy)

-NH,

-diol

- SAX

- SCX

- WCX

- Si

Pouziti

Normalni faze

a faze

é-vyménn

14

W

Tontov

Bez
vazané
faze

Vzorec aktivniho konce

|
—si7 7 ONH,

—|Si—(CH2)3CN

|
c_,)'_ g
O
>~
/
:(1):0
o]
I

—Si—-OH
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Aktivni konec

Aminopropylova
konec vazany na
silikagel (7 %
uhliku, udaje
spolecnosti Sigma
Aldrich Co.)
Kyanopropylovy
konec vazany na
silikagel (7 %
uhliku, udaje
spole¢nosti Sigma
Aldrich Co.)

2,3-
dihydroxypropoxyp
ropylovy konec
vazany na silikagel
(7 % uhliku, udaje
spole¢nosti Sigma
Aldrich Co.)
Polymerné vazany
kvarterni amin na
silikagel

v komplexu s CI

Polymerné vazana
benzensulfonova
kyselina

v komplexu s Na*

Polymerné vazana
karboxylova
kyselina

v komplexu s Na*

Silikagel bez
navazené faze
(nejpolarnéjsi
sorbent)

Teoreticka ¢ast

Popis

-pro polarni slouc.
-vyménuje i slabé anionty za
uhlovodiky a slabé
organické kyseliny, proto i
pro intovymény (vymeénna
kapacita je 0,43meg/g)

-pro extrakce malo polarnich
slouc., lze ji pouzit i u RP
-jako aflatoxiny, ATB
herbicidy

-vyménuje slabé kationy za
uhlovodiky ¢i jiné kationtové
slouceniny

-pro polarni vzorky pti
normalni fazi

-pro extrakce slabych
aniontli, vyménuje aniont
organickych, nukleovych
kys., nukleotida ¢i
surfaktantli (vyménna
kapacita je 0,14meg/g)

-pro extrakce silnych
kationtli, vyménuje ionty za
ATB, léciva, org. baze,
katecholaminy (vyménna
kapacita je 0,8meg/g)

-pro slabé kationy, vyména
za jiné kationy, ATB, 1éCiva,
nukleove kys. 1 baze
(vymeénna kapacita je
0,14meg/g)

-pro extrakce polarnich jako
jsou alkoholy, aldehydy,
aminy, barviva, herbicidy a
pesticidy, nitroslouceniny,
fenoly
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2.2.4.4. Staciondrni faze z oxidu hlinitého

Tento sorbent se sklada z ALO; (oxid hlinity), je to krystalicky sorbent slozeny
z nepravidelnych ¢astic o zrnitosti 60/235. Existuji tii zdkladni typy téchto sorbentd,
lisici se jejich acidobazickymi vlastnostmi. Jsou to sorbenty bez navazanych fazi,
a proto se fadi do skupiny adsorp¢nich sorbentit SPE pro normalni faze. Jsou to vhodné
sorbenty pro extrakce polarnich latek [11].

Zakladni rozdéleni je na sorbent Alumina-A, ktery je uren pro aniontové vymény
polarnich sloucenin (jako jsou vitaminy). Jeho kyselé vlastnosti, uréené vyrobou jsou
optimdlni vpH = 5, tim dokdZe tento sorbent vazat elektron-donorové slouCeniny.
DalS§im druhem hlinikovych sorbentli je Alumina-B, jak uZz je znazvu patrné, jeho
optimalni reten¢ni schopnosti jsou v pH 8,5 - 9 a je tak vhodné pro kationtové vymény.
Jeho retencni schopnosti jsou nejlepsi u polarnich latek typu elektron-akceptord.
Poslednim typem je Alumina-N, ktery je ur€en pro adsorpéni extrakce polarnich latek
v pH = 6,5: vitamint, glykosidd, herbicidt, pesticidi, polychlorovanych bifenylt, ATB,
esencialnich olejli, enzymi, hormont. Je urcen i1 pro extrémné polarni latky, navic je
stabilni 1 pii praci s vysokymi pH. Sorbent ma elektricky neutralni povrch a proto jeho
retenni schopnosti jsou nejlepsi u latek bohatych na elektrony (aromaty, alifatické

aminy) [24, 27].

2.2.4.5. Sorbent sloZeny 7 horecnatého silikagelu - Florisil

Florisil je aktivovany hotecnaty silikagel (obrazek €. 6). SloZeni sorbentu podle firmy
MATERIAL HARVEST je SiO; (84.0 = 0.5 %), MgO (15.5 £ 0.5 %) a Na;SO4 (mén¢
nez 1.0 %) Slouzi pro adsorpéni extrakce polarnich latek, jako jsou alkoholy, aldehydy,
aminy, 1éCiva, pesticidy, herbicidy, ketony, nitroslouceniny, organické kyseliny, fenoly

a polychlorované bifenyly. Jeho zrnitost je 100/120 [15, 28].
2+

0
I Mg

Obrazek €. 6: Vzorec Florisil — hotfecnatého silikagelu
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2.2.4.6. Grafitizovany neporézni sorbent

Jde o sorbent na bazi uhliku, bez navdzanych fazi, proto se také tfadi k adsorpénim
extrakénim sorbentim. Jeho unikatni neporézni povrch slouzi k extrakci jak polarnich,
tak i nepolarnich latek. Neporézni povrch je vhodny pro rychlé analyzy. Casto se
pouziva v enviromentalnich analyzach, napiiklad k rychlym pfedseparacim pesticidil

(separuje najednou i vice nez 200 latek) z vod a zeleniny [10, 15].

2.2.4.7. Pryskyri¢né polymerni sorbenty

Existuje cela tada polymernich sorbentd, mnohdy jest¢ pod patentovou ochranou
vyrobcli. Mezi velmi rozSifené patii naptiklad tzv. ,,polyamidové pryskytice* (obrazek
¢. 7), obsahujici sférické castice u velikosti 80-160 pm. Jsou idedlni pro extrakce
polarnich aromatickych sloucenin, naptiklad pro fenoly ve vodném prostiedi. Zaroven
je vsak lze pouzit i u nepolarnich a sttedné polarnich aromatickych vzorki. Jdou pouzit
jak u obracenych, tak i normalnich fazi SPE. Typickym zéastupcem je DPA-6S od firmy
Supelco [24].

Dale existuje pryskyfi¢ny sorbent typu styren-divinyl benzenu. Jde o vysoce rozvétveny
polystyren-divinyl benzenovy kopolymer, jenz ma diky svému velkému povrchu
a vysoké kapacité hlavni uplatnéni v extrakci polarnich analytd, zejména vzorka, které
nemaji adekvatni retenci na C-18 [29]. Je to vysoce rezistentni sorbent vii€i extrémné
nizkym pH. Nejcastéji vyuzivan pro extrakce aromatickych a fenolickych vzorkl
v enviromentalnich analyzach vody [13, 24]. Zastupci téchto polymernich sorbentil jsou
napf. kolona Sample Q PS — DVB od Agilent Tech., ¢i Supelclean ENVI-Chrom P od
Supelco [24, 29].

% O
o~ I-Z2
§

P

\A)W/E(v

Obrazek 7: Struktura polyamidového-pryskyfi¢ného sorbentu
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2.2.4.8. Ostatni typy sorbentii a nové trendy v SPE sorbentech

Patentové sorbenty a specifické sorbenty

Jednotlivi vyrobci pak nabizeji i jiné typy kolon se specifickymi vlastnostmi, ¢asto i pod
patentovou ochranou sorbentu, jako je tomu u kolonky STRATA-X od vyrobce
Phenomenex. Hlavni specifikou této kolonky oproti klasickym sorbentim na bazi
silikagelu je, Ze ma vyssi reprodukovatelnost pro kyselé, neutralni i bazické analyty a je
odolnd tzv. dekondicionaci, coz v pfekladu znamena vysuSeni kolonky bez ztraty
retencnich vlastnosti a to 1 pfi opakovaném pouziti. Déle jak uz bylo uvedeno vyse, ma
velmi maly mérmy povrch (33 um), coz extrémné zvySuje kapacitu této kolonky (az 6-
15 %, oproti konvenénim 5 %). Mensi mnozstvi naplné pak zvySuje prutok kolonkou.
Jeji mechanimus retencnich interakci zahrnuje jak klasické n-m interakce, tak i bipolarni
a vodikové vazby. Na zaklad¢ vyrobniho procesu je stacionarni faze urena pro reverzni
faze, iontoménicové interakce nebo jsou vyrabény tzv. jako ,,mixed mode* kolonky
STRATA-X [25].

Zajimavy je také sorbent, od firmy CNW Technologies, z dievéného uhli vyrobeného
z kokosu, ktery je specidlné urcen pro stanoveni nitrosamint a 1,4-dioxant z pitné vody
[27].

Dalsim specifickym sorbentem je Supelclean Sulfoxide SPE od Supelco, ktery je
specidlné navrzen pro extrakce polychlorovanych bifenyli (PCB). Sorbent obsahuje
sulfoxid (-SO) véazany na silikagel. Pravé atom siry spostfedkovava specifickou vazbu

s m-elektronovym mrakem z aromatického kruhu PCB [24].

Mixed Mode

Jsou zamérné pouzivané sorbenty s dvéma rozdilnymi funkénimi skupinami na stejném
povrchu. Piikladem muze byt situace, kdy rozpusténé necistoty interaguji jednim
mechanismem a analyt obéma. Lze tak pouzit rozpoustédlo, které eluuje jen interference
a analyt zlistane na kolonce vazan dale [10].

Jsou to novéjsi varienty SPE sorbenttl, jde o dvojkombinace klasickych kolonek (napf.
silikatové sorbenty + iontoméni¢ove) s unikatnimi vlastnostmi pro selekci specifickych
chemickych interakci. Ve vysledku to vede k lepsi efektivité a ucinnosti SPE extrakci.
Jednotlivy vyrobci nabizeji nepfeberné mnozstvi kombinaci v téchto staciondrnich

fazich. Jednim z takovychto druhil je i kolonka AFT od firmy Discovery Science. Jde
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o unikatni kombinaci C-18 silikagelu s Al,03, ¢imzZ se da pouZzivat jak pro normalni, tak

i pro reverzni fazi a je vhodna hlavné pro extrakce aflatoxint [24, 26, 30].

HybridSPE
Sigma-Aldrich vyrabi zajimavou kolonku HybridSPE, coZ je kombinace precipitacni
metody proteint se selektivni schopnosti SPE. Krok precipitace proteinti se d€je piimo
v extrakéni SPE kolonce. Slouzi bud’ k zjiStovani fosfolipidl biologické plazmy a séra,
nebo k odstranéni fosfolipidli a proteinii z matri€niho vzorku, pro ziskani Cist&jsiho
analytu. Mezi silikagelovymi nosi¢i jsou substituovany zirkoniové atomy, jenz diky
svému prazdnému d-orbitadlu maji vlastnosti elektronového akceptoru a tim taky afinitu

k elektor-donorovym skupindm fosfolipida [24].
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Obrazek ¢. 8: Interakce HybridSPE zirkoniového sorbentu s fosfolipidovym vzorkem [31]

Pro kapalinovou chromatografii jiz delsi dobu existuji Cisté zirkoniové sorbenty (na bazi
Zr0,, obrazek €. 8). Hlavni nevyhodou silikagelovych reverznich fazi je jejich mala
tepelna a chemicka stabilita, kterou pravé zirkoniové sorbenty odstranuji. Pficemz se
odliSuji ve své selektivité a retenci [32]. Prestoze dnes jsou jiz silikagelové sorbenty
stabilnéjsi, prevlada trend ve vyvoji stdle novych materidlovych moznosti uplatiiujicich
se v chromatografii. A ackoliv HybridSPE jsou kolonky pro extrakce tuhou fazi a jsou
jen kombinaci silikagelovych a zirkoniovych atomd, urcity novy smér pro dalsi vyvoj

SPE sorbentti mohou byt pravé ony.
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Molecularly imprinted polymers (MIPs)
MIPs v ptekladu znamena ,vtisknut¢ molekularni polymery“. Jde o novéjsi typ
sorbentll. Pomoci MIPs lze separovat cileny analyt, a to stanovenim s vysokou
selektivitou a kvantifikaci z komplexni matrice. Hlavni vyhodou MIPs je moznost
pfipravit selektivni sorbent pro stanoveni vlastniho analytu. RozliSujeme 3 cesty
vtisknuti monomerni ptedlohy do polymeru (kovalentni, nekovalentni vtisknuti ¢i
zktizeni obou postupil). Dal$im krokem je polymerizace vyrobené matrice a nasledné

odstranéni predlohy (obrazek ¢. 9).

Funkénl monomer Polymerni matrice Dutinky pro interakci
analytu

Vyjmurti
prediohy

¥
(% Polymerizace
0 A 74

Predloha analytu —

Impritovany
polymer

Obrazek ¢. 9: Tvorba MIPs [33]

Metody ptipravy polymernich matric pro analyt se stale vyvijeji, a tudiz se objevuji
stale nové matrice pro dalsi latky. Hlavni vyhody této metody tkvi ve vysoké selektivite,
stabilit¢ a nizké nakladovosti s moznosti selektivniho obohaceni analytu z rozdilnych
matric [10, 14].

agonisty, [(-blokatory, chloramfenikol, riboflavin, ¢i tabdkovy nitrosamin
z biologickych tekutin). MIPs se déale uzivaji také v imunoanalyzach pod ndzvem MIAs
(molecularly imprinted sorbent assays), jejich vyuziti je vSak stale relativné¢ malé [14,

19].
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Restricted access material (RAM)

V Ceském prekladu to znamend material s omezenym piistupem. RAM piedstavuje
specialni tfidu sorbentli, které odd¢€luji biologické vzorky od proteinové matrice
a zbytkl analytu na zédklad€ molekularnich vlastnosti. [10, 34]

Principem tohoto sorbentu je oddéleni nizkomolekularnich slou€¢enin od makromolekul,
pri¢inou je specialn¢ chranény povrch sorbentu. Obsahuje bud’ chemicky vazané
polymerni sité nebo fyzikalni ,,priduchy/bariéry*, jimiz velké makromolekuly nedokazi
projit a tak ziistadvaji na povrchu tohoto materidlu. Vnitini stavbou je hydrofobni vrstva,
ktera je oddélena od hydrofilni vnéj$i vrstvy pravé témito bariérami. Na zakladé povahy
bariér se rozdéluji RAM s fyzikalnimi bariérami (reverzni faze, alkyl-diol silikagel,
porézni silikagel kombinovany sligandy) a RAM schemickymi bariérami
(semipermeabilni membranovy povrch, silikagel s vazanymi proteiny, chranéné
hydrofobni faze). Tyto sorbenty se vyznacuji velikou Zivotnosti (200x pouzitelnost).
Novym trendem je kombinace RAM-MIPs sorbentu. Tento unikatni sorbent byl vyvinut
pro redukce nespecifickych interakci u vzorku biologickych materidlti obsahujicich
lé¢iva. Sorbent ma do budoucna perspektivitu naptiklad v selekci a kontrolovani hladin

lé¢iva v simulovanych gastrointestinalnich tekutinach [10, 14].

»Bezfritovy* sorbent
SOLA® je patentovy SPE produkt firmy ThermoScientific. Jde o prvni ,,bezfritovy*
produkt svého druhu. Kombinuje jak polyethylénové frity, tak i staciondrni fazi do
jediné slozky. Tento produkt redukuje na minimum charakteristické problémy spjaté
s tradi¢nimi SPE kolonkami, jako jsou tvofeni kandlkd v sorbentu, ,,odloupnuti* frity, ¢i
nekonzistentni sorbentni material. Tim poskytuje daleko vyssi reprodukovatelnost svych
analyz, vyS§i Groven Cistoty extraktu a navic mad 1 niz§i naroky na mnoZstvi
rozpoustédla. Vyrobce tento produkt nabizi v trojim provedeni podle stacionarni faze
(jako reverzni fazi, mixovany mod pro kationtové vymény a mixovany mod pro

aniontové vymeény) [35, 36].
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2.3. DalSi metody pripravy vzorkia tuhou fazi

2.3.1.  Mikroextrakce na pevné fazi (SPME)

Tato metoda byla vyvinuta v 90. letech na pracovisti University of Waterloo
v kanadském Ontariu, tymem Januse Pawliszyna, a to pfimo pro spojeni s GC a HPLC.
Jde o moderni, rychlou a t¢innou metodu s pouzitim minimalniho mnoZstvi extrakéniho
rozpoustédla. Vznikla modifikaci SPE, lisi se jen technologickym provedenim [37].
Malé mnozstvi sorbentu/stacionarni faze je naneseno na tenka vladkna, ktera jsou
vyrobena z kiemikovych polymernich vldken. Tyto vldkna jsou zasunuty do ocelovych
jehel, které chrani sorbent pfi pfenosu do analytickych pfistrojii. Postup prace zacina
vloZenim vldkna do vzorkl analytu, pficemz dochazi k adsorpci vzorki na stacionarni
fazi vlakna. K dosédhnuti adsorpéni rovnovahy je tfeba pockat rizné¢ dlouhou dobu, ktera
se odviji od vlastnosti vzorkt a sorbentl (2-30 min). Poté jsou celé vlakna pfesunuty do
analytickych pfistrojii (bud’ GC nebo HPLC). Cely systém muize byt automatizovan.
Podle povahy polymerni vrstvy vldkna (polarni - polyakrylaty, nepolarni -
polydimethylsiloxan) nebo polydimethylsiloxan-divinylbenzen jsou vzorky na povrch
bud’ absorbovany popt. adsorbovany (na stacionarni fazi) [38, 39].

Stejné jako u SPE se volbou vhodného sorbentu dosdhne lepsich vysledki metody, at’
uz z hlediska sorp¢ni selektivity, tak i maximalniho vytézku. Mezi vyhody této metody
patii rychlost, jednoduchost, cenova vyhodnost, Siroké spektrum pouziti a hlavné neni
tfeba zadnych organickych rozpoustédel pro mobilni faze. Ptesto tato metoda milize byt
zatiZzena relativné vysokym poctem chyb, a proto se musi hodnotit spolu s internim
standardem (s obdobnymi extrakénimi vlastnosti jako analyt) [39, 40].

Zakladni metoda SPME (tzv.: ptimé vzorkovani = ponoteni, DI-SPME) byla postupem
Casu rozvinuta do dalSich modifikaci: tzv.: Headspace SPME a SPME chranéné
membranou. Headspace metoda je zaloZena na vytvofeni rovnovahy mezi plynnou fazi
a pevnym vzorkem (obrazek ¢. 10). Po vlozeni vldkna dochazi k rozdéleni molekul
analytu mezi polymerni vrstvu a plynou fazi podle afinity. Posledni technika je zaloZena
na obdobném principu jako Headspace SPME stim rozdilem, Zze je zde pouzita
membrana slouzici k ochrané potazeného vldkna, pres kterou mohou prochazet jen

urcité slozky analytu (viz obrazek ¢. 10) [14, 41].
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Primé vzorkovani Headspace SPME SPME chranéné membranou
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Obrazek ¢. 10: Typy provedeni SPME [41]

2.3.2.  Mikroextrakce pomoci zabalenych sorbentit (MEPS)

Mikroextrakce pomoci zabalenych sorbentli — Microextraction by packed sorbent
(MEPS), je novéjsi technika pro upravy vzorkll. Byla vyvinuta firmou ASTRA
ZENECA jako velmi slibna metoda pro extrakce 1éCiv a metabolitl z biologickych
vzorkl. Metoda miiZe byt pln¢ automatizovand a propojena s GC a HPLC [14].

U MEPS (obréazek ¢. 11) je 1-2 mg pevného sorbentu uloZzeno bud’ v insertu injekéni
stiikacky, nebo je mezi insertem a injek¢ni jehlou sorpéni kolona. Jako sorbenty se
pouzivaji tradicni silikagelové stacionarni faze nebo novéji RAM ¢i MIPs sorbenty.
Tyto injekéni jehly obsahujici sorbenty mohou byt pouzivany i opakované (az 100x pro
sérové vzorky a 400x pro vodné vzorky), coZ je ve srovnani s SPE mnohonasobn¢ vice
(podle nékterych studii je znovupouzitelnost SPE sorbentti jen 3-4x) [14].

naro¢nost. MEPS muize byt pouzivano na komplexnéjsi vzorky (mysleno rtznorodosti
obsahu analytu - plasma, organické solventy), oproti tomu napi.: SPME je daleko
citlivéjsi na Cistotu vzorku [14].

Hlavni nevyhodou je mozZnost vzniku ,,bublin® v sorp¢nich jehlach a hor$i spojeni off-
line prace s kapalinovym chromatografickym systémem. U off-line metody MEPS ma

pro vyslednou vytéZznost analytu klicovou vypovidajici hodnotu rychlost zméacknuti
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injek¢ni stiikacky (pfili§ rychly pohyb zapfi€ini neadsorbovani analytu, coZ pak miize

vysledné hodnoty negativné ovlivnit) [14].

PHASE PHASE PHASE PHASE
1 2 3 4

Syringe

Solid Phase or Coating

Syringe Barrel ‘
Filter Absorplion I
bed

W e — Il i
s Sampling Washing Elution Injecting in
(1 -ntimes) solvent test equipment

Obrizek €. 11: Sorpcni jehla a postup MEPS [14]

2.3.3.  Stir bar sorptive Extraction (SBSE)

SBSE je volné ptelozeno jako mikroextrakce polymerni fézi s michadlem. Jde
o bezrozpoustédlovou techniku extrakce, vyvinutou v roce 1999. Je v podstaté zaloZzena
na stejnych principech jako SPME. Namisto ¢ist¢ polymerné potazeného vldkna jako
u SPME, je zde navic magnetické michadélko, jenz je ulozeno ve sklenéném pouzdie
ana ném je aZz vrstva staciondrni polymerné védzané vrstvy (nejcastéji se pouziva
polydimethylsiloxan — PDMS, viz obrazek ¢. 12). Extrakce probihd ve vodném vzorku
pfi zapnutém michani. Po ukonceni extrakce je cel¢ michadélko vlozeno do vialky
a ulozeno do zafizeni na termdlni desorpci analytll, jenz pak muze byt spojeno s GC.

Oproti SPME je desorpcni proces mnohonasobné pomalejsi [14, 41].

PDMS
Sklo
Magnet

Obrazek ¢. 12: Schéma zatizeni pro SBSE [41]
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2.3.4.  Monolith spin extraction (MSE)

Monolitni rotujici extrakce je zaloZena na jiném druhu sorbentu (monolitickém, ktery je
slozen z jediného kusu porovitého materialu). Monolitické sorbenty poskytuji oproti
tradiénim poréznim ¢asticim v kolonkéach daleko rychlejsi pritok (az 10 ml/min, bez
ztraty adsopc¢nich schopnosti), kterého u konvenc¢nich extrakci (SPE) lze dosahnout jen
pfi maximdlnich tlacich. V podstaté se jednd v této metodé o spojeni monolitickych
kolonek s centrifugou (po kazdém kroku extrakce dochazi k centrifugaci). V takovychto
spin kolonach Ize jednoduSe kontrolovat pritok. Tato metoda se zatim pouzivala
v analyzach amitrazu a dibucainu v lidskych sérech s velmi vysokymi vytézky. Piesto je

metoda relativné nova a Cas teprve ukaze jeji dalsi ptinos [14].

2.3.5.  Turbulent-flow chromatography (TFC)

Principem je oddé¢leni malych molekul analytu od makromolekularni matrice na zakladé
rozdilného koeficientu difuze. ZlepSeni této separace se dosdhlo diky provedeni
turbulenci na zacatku extrakce. Tyto turbulence zplisobuji tvorbu turbulentniho viru,
¢imz se méni proudéni Castic z parabolického na chaotické turbulentni proudéni (méni
se tak 1 rychlost pritoku kolonou), které¢ pak odd€luje molekuly na zaklad¢ jejich
molekularniho koeficientu. Nedostatkem je niz$i zivotnost kolon pouzivanych v TFC

[14, 42].

2.3.6.  Matrix solid-phase dispersion (MSPD)

Metoda byla objevena na Statni Univerzité Veterinarni Mediciny v americké Lousiang,
kde byly pomoci této metody identifikovany, isolovany a kvantifikovany veterinarni
lé¢iva v hospodaiskych zvifatech. Tato metoda vyznamné redukuje ¢asovou naro¢nost
a spotiebu rozpoustédel ve srovnani s tradicnimi ptipravami vzorkd pomoci SPE [10].

Principem je smiseni matrice vzorku a sorbentu (C-18). Pfed smisenim dochazi pomoci
mechanického namahdni (napf.: drceni, mleti vzorku tkdni) matrice k roztrhani
struktury tkéni a tento analyt se rozptyli ptes povrch C-18. Dochézi pfi tom k poruSeni
membran bun¢k mechanickymi a hydrofobnimi silami a zaroven nastane uvolnéni

lipidh z organickych vzorkt. Tento proces zapfi€ini, Ze vzorek a polymerni faze se stane
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lépe misitelna, coz dovoli materidlu, aby se mohl snadnéji vlozit do kolonky. Kolonka
se muze naplnit i dal$imi typy sorbentl (Florisil®). Nasleduje jejich stlaceni a zaroven
adsorpce analytl na sorbent. Poté mize okamzité dojit k eluci analytl (Casto jen pomoci
vody). Z toho plynou vyhody oproti klasické SPE, jako jsou ¢asova nenaroc¢nost, uspora
rozpoustédel a hlavné izolace a extrakce v jediném kroku, ¢imZ se eliminuji naro¢né
kroky SPE. Nicméné pfesto je tato metoda velmi ndrocnd na praktické provedeni.
Slouzi k extrakcim Sirokého spektra biologickych analytti (1é¢iva, biologicky a ptirodni

material, proteiny atd.) [10, 43].
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2.4. HPLC

High Performance Liqud Chromatography, cesky vysokou¢innd kapalinova
chromatografie, je fazena mezi kolonové-kapalinové separa¢ni metody. HPLC dnes
patii mezi bézné a nepostradatelné chromatografické postupy v riznych odvétvich
analyz, a to pfedevSim diky neustalym zlepSovanim jejich moZnosti. At uz je to
neustalé zkracovani a zuzovani kolon, zmensovani velikosti sorbentli, automatizace i
neustaly vyvoj LC-MS [44].

HPLC umozniuje jak rozdéleni jednotlivych slozek analytu, tak i selektivni detekci.
ZHPLC zdznamu Ize zjistit detailni informace o identité, obsahu a Ccistoté
analyzovaného vzorku. Navic proti GC (plynova chromatografie) dokaZe analyzovat
Sirsi spektrum latek, nebot’ neni tieba jejich pfevedeni na t€kavé latky [44, 45].
Kyvalitativni charakteristikou u HPLC zaznamu je reten¢ni (elucni) cas, jenz udava cas
od nastiiku vzorku k maximu piku. Nekteré UV detektory umoziluji v maximu piku
sejmout UV spektrum. Kvantitativni charakteristikou je pak plocha (popt. vyska)
chromatografického piku [45].

Chromatografické HPLC kolony pro analytické ucely jsou nejcastéji 5-25 cm dlouhé
o vnitinim praméru 2,1-4,6 mm, vyrobeny znerezové oceli ¢i skla. Kolony jsou
naplnény stacionarnimi fazemi, které jsou casto shodné ¢i podobné sorbentim

pouzivanych v jinych chromatografickych metodach (napi. SPE, GC) [45].
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3. Cil prace

Zamérem je vyvinout optimalni metodu pro ¢isténi alkylaminoderivatt azaftalocyanint
(Bio-AzaPc) od balastnich latek (OGN, AzaPc) pomoci extrakce tuhou fazi. Cilem
prace je poznat chovani Bio-AzaPc na SPE kolonkach pfi zménach kondicionace, pH
prostiedi, molarity pufru, ¢i ve sloZzeni jednotlivych extrakénich roztokd. S tim také
souvisi ur¢eni idedlniho poméru promyvacich a elua¢nich roztoki k ziskani co nejvyssi
vytéznosti metody.

Tato SPE metoda tak bude alternativou k jiz vyvinuté metod¢ ¢isténi Bio-AzaPc pomoci

HPLC [9].
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4.1. Chromatograficky material, chemikalie, pFistroje

4.1.1.  Laboratorni pomiicky

Laboratorni pomiicky

- Odmérné banky, odmérné valce, kadinky, pipety, zkumavky, mikropipety a Spicky.

Chemikalie
- Acetonitril (Merck, CR), methanol (Merck, CR), 100% kyselina octovéa (Fluka, USA),
> 99,5% triethylamin (Fluka, USA), ¢iSténd voda byla pfipravena pomoci Millipore
purification system (Schwalbach, Némecko).
- Analyzované vzorky byly bionjugaty alkylaminoderivatl azaftalocyaninli (z katedry
Farmaceutické Chemie).

o Q21 - sekvence oligonukleotidu:

5’- GAA GTC GGG TGG TCA AAAAGCAGA-Q-3

o G6 - sekvence oligonukleotidil (delsi):

5’- GAA GTC GGG TGG TCA AAA AGCAGATITTT-Q-3"

o J6 - sekvence oligonukleotida (kratsi):

5’-TC GGG TGG TCA AAAAGCAGA-Q-3’

Pristroje
- Visiprep'™” SPE Vacuum Manifold (Supelco, USA), HPLC sestava (Shimadzu,
Japonsko), acidimetr 333 (Drupota, CR), UV-Vis spektrofotometr (Shimadzu,
Japonsko).
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4.1.2.  SPE - Extrakce tuhou fazi

Zkousené extrakéni kolony

- DSC-Ph 500 mg/3 ml, DSC-8 500 mg/3 ml, DSC-18 a DSC-18Lt kolonka od firmy
Supelco.

- STRATA-X, STRATA Phenyl 500 mg/3 ml kolonky od firmy Phenomenex.

- HyperSep Phenyl 100 mg/1 ml 100PK od firmy ThermoScientific.

- Chromabond C4 100 mg/1 ml od firmy Macherey-Nagel.

Piiprava 2 M triethylamonium acetitu (dale jen TEAA)

- Pro ptipravu 200 ml 2M TEAA, se do 121 ml ¢isténé vody postupné ptidavalo 24 ml
kyseliny octové.

- Nésledné se za stalého michani opatrné pfilévalo 55 ml triethylaminu.

- Nakonec se upravilo pH na 7,0.

Piiprava extrakénich roztoku pro SPE
- Jako promyvaci a elu¢ni roztoky se ptipravovaly roztoky z acetonitrilu (dale jen ACN)

nebo methanolu (dale jen MeOH), kde vodnou ¢ast roztoku tvofil S0mM TEAA.

Provedené pokusy

- Prvotni experimenty vychazely z extrakce a purifikace oligonukleotidi v publikaci
THURMAN E. M. [10], kde byla popsana SPE metoda pro ¢isténi oligonukleotidli
(kondicionaca i nésledna extrakce). Jako extrakéni rozpoustédlo byl pouzit MeOH
v TEAA, pro srovnani se prvotni SPE provedli v ACN jako silnéj$im rozpoustédle a az
pak nasledné¢ v MeOH.

- Byl sledovan vliv zmény organického rozpoustédla, kondiciona¢nich podminek,
molarity pufru, objemu extrak¢nich roztoki a zmény jejich pH roztokii na vlastnosti
extrakce.

- Dale se zkouSely testy na reprodukovatelnost, vytéZznost metody, aplikaci SPE na
kratSi a delsi oligonukleotidové fetézce Bio-AzaPc a nakonec srovnani nejlepsi SPE
metody s jiZ vyvinutou semipreparativni metodou na HPLC [9].

- Jednotlivé pokusy teoretické prace jsou shrnuty vtabulce €. 3 (pozn.: tucné

a podtrhnuté jsou zvyraznéné zmény parametri extrakce).
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Tabulka 3: Souhrn provedenych SPE experimenti

Prakticka c¢ast

Nazev SPE Organické Kondicionacni Promyvaci Eluc¢ni
experimentu Kolonky rozpoustédlo podminky roztoky roztoky
Zkouseni optimalni | DSC-Ph, DSC- V systému Riizné chovani - 10-90%
kolonky 18 a 18Lt, C-8 ACN/TEAA ACN/TEAA
3 ml 100% ACN 3 ml 30%, 35%, 40%, 45%,
3 ml 50mM TEAA 50%, 55% ACN
Prvotni pokus naneseni vzorku
Z 100 umol (dale jen n.
® T
« 3 ml 100% ACN 3ml30% ACN | 3 ml50%,
Zména < 5 ml 50mM TEAA 55% a 60%
kondicionace nv. ACN
3 ml 100% ACN 3ml30% ACN | 3 ml 50%,
Zména molarity 5ml 100mM TEAA | (100 mM 55% ACN
pufru n.v. TEAA) (100 mM
TEAA)
Zména org. - 3 ml 100% MeOH 3 ml 30%, 40%, 50%, 55%,
rozpoustédla na E 5 ml 50mM TEAA 60%, 65%, 80% MeOH
MeOH e nv.
Zvyeni molarity ?D 3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
5ml 100mM TEAA | MeOH 90%, 95%
pufru E n. v. MeOH
ZvySeni objemi - 3 ml 100% MeOH 6 ml 65% 6 ml 80%,
promyvacich = 5 ml 50mM TEAA MeOH 90%, 95%
roztoki W n.v. MeOH
= 3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
3 ml 50% MeOH MeOH 90%, 95%
nl-i m 5ml 50mM TEAA MeOH
U O n. v.
b4 > 3 ml 50% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
5 ml 20mM TEAA MeOH 90%, 95%
a 2 nv. (20mM TEAA) | McOH
Zména 5 ml 20mM TEAA (20mM
kondicionace a - - TEAA)O
sniZeni molarity 3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
5 ml 20mM TEAA MeOH 90%, 95%
pufru nv. (20mM TEAA) | MeOH
5 ml 20mM TEAA (20mM
TEAA)
3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
5 ml 50mM TEAA MeOH 90%, 95%
n.v. (20mM TEAA) | MeOH
5 ml 20mM TEAA (20mM
TEAA)
— 3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
E 5 ml 50mM TEAA MeOH 90% MeOH
n.v. pH 5.8 pH 5.8
en 3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
Vliv zmény pH ~ 5 ml 50mM TEAA MeOH 90% MeOH
o nv. pH 6.8 pH 6.8
E 3 ml 100% MeOH 3 ml 65% 3 ml 80%,
m 5ml 5 mM TEAA MeOH 90% MeOH
S @) nv. pH 7.4 pH 7.4
% L 3 ml 100% MeOH 3 ml 30% MeOH
2 5 ml 50mM TEAA vodn4 fize jen H,O
- n.v.
Zaména pufru A 3 ml 100% MeOH 3 ml 5%, 7,5%, 10%, 20%, 30%,
1 5 ml H,0 50% MEOH
TEAA za vodu @) n.v. vodns faze 50mM TEAA
1/ p) 3 ml 100% MeOH 3 ml 5%, 10%, 20% - vodns
Q 5 ml H,O faze jen H,O
n. v.
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Reprodukovat.
metody (3x)

Aplikace metody
na KratSi a delSi
Fetézce AzaPc

VytéZnost metody
(porovnani
s neextrahovanym
vzorkem)
DSC-8,
STRATA-X,
Experimenty STRATA-
s jinymi SPE Phenyl,
kolonkami HyperSep
Phenyl,
Chromab. C4
Extrakce
semipreparativni DSC-Ph

kolonou na HPLC

3 ml 100% MeOH 9 ml 55% 3 ml 80%
5 ml 50mM TEAA MeOH MeOH

n. v.

3 ml 100% MeOH 9 ml 55% 3 ml 80%
5 ml 50mM TEAA MeOH MeOH

n. v.

3 ml 100% MeOH 9 ml 55% 3 ml 80%
5 ml 50mM TEAA MeOH MeOH
n.v.

3 ml 100% MeOH
5 ml 50mM TEAA
n. v. (popt.: 20 pmol)

Rizné chovani - 10-90% ACN

3 ml 100% MeOH
5 ml 50mM TEAA
n.v.

9 ml 55%
MeOH

3 ml 80%
MeOH
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4.1.3.  Kapalinovy chromatograficky systém

HPLC sestava Shimadzu (Japonsko)
= Dvé ¢erpadla LC- 20AD
= Degaser DGU-20A3;
= Autosampler SIL-20AC
= Termostat CTO-20AC
= Detektor PDA SPD-M20A
= Komunikaéni jednotka CMB-20A
= Software LC Solutio ver. 1.22 SP1

HPLC kolony
- HYPERSIL BDS® (ThermoScientific) C-18 100 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 3 um.
- HYPERSIL GOLD® (ThermoScientific) 150 mm x 10 mm, velikost ¢astic 5 pm.

Piiprava mobilni fize
- SloZzka A (mobilni faze) byla pfipravena smisenim 12,5 ml 2M TEAA, 60 ml ACN
a doplnénim c¢ist€né vody do 500 ml bariky. Slozkou B byl 100% ACN.

Chromatografické podminky
- Vychézely z prace KAMINSKE [9].
Upravené podminky pro analytickou metodu

= kolona: HYPERSIL BDS® (ThermoScientific) C-18 100 mm x 4,6 mm, velikost

¢astic 3 um
* typ analyzi: gradientova eluce
o A:B - 0-18,4 min (0 % B), 18,5 min (85 % B), 30,5 min (85 %), 31,0-36
(0 % B)
= délka testu: 36 min
= teplota cely: 42 °C
= teplota kolony: 40 °C
= detek¢éni modul: D2&W lampa (260 — 673 nm)
= rychlost pritoku: 1 ml/min

= ystiikovany objem vzorku: 35 pl
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Upravené podminky pro semipreparativni metodu

= kolona: HYPERSIL GOLD® (ThermoScientific) 150 mm x 10 mm, velikost ¢astic
S pm

= typ analyzy: izokraticka eluce
o pomér slozky A:B (57:43)

= délka testu: 25 min

= teplota cely: 42 °C

= teplota kolony: 40 °C

= detek¢éni modul: D2&W lampa (260 — 673 nm)

= rychlost pratoku: 1,5 ml/min

= ystiikovany objem vzorku: 100 pl
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5. Vysledky a diskuze

Jako prvotni krok préce bylo zkouseno chovani riznych SPE kolonek pro extrakce Bio-
AzaPc a hledana nejoptimalnéjsi SPE kolonka. Na zdklad¢ publikace THURMAN E. M.
[10] se zvolila kolonka DSC-Ph od Supelco. Pti pohledu okem bylo jasn¢ vidét, Ze se
nejen vzorek dobfe na sorbent adsorbuje, ale 1 ve vyssich koncentracich ACN snadno
eluuje a tudiz pro dalsi pokusy byla prave tato kolonka vhodné zvolena. Pro porovnani
se provadely testy s C8, C-18 a C-18Lt SPE kolonkami. Vzorek vykazoval daleko vyssi
retenci na téchto kolonkach, ty pak zlstavaly nadale zbarvené i pfi pouZiti promyvacich

roztokll s vysokym obsahem ACN (popft. i THF).

Zjisténi extrakénich poméri, purifikaéni zmény v ACN
U néslednych pokusii na fenylové kolonce byly sbirany jednotlivé frakce promyvacich
roztokli do zkumavky a okem se zaroven sledovalo, v jakych koncentracich ACN jiz
dochazelo k vymyvani barevné¢ zbarvenych Bio-AzaPc, scilem zjistit optimalni
promyvaci a eluéni rozmezi analytu v ACN. Ukézalo se, Ze jiz okolo 35 % ACN se
pravdépodobné eluovala ¢ast vzorku Bio-AzaPc.
Jednotlivé frakce byly proméfovany na spektrofotometru SHIMADZU proti 40%
acetonitrilu jako kontrolnimu roztoku. Z prvotnich spektrofotometrickych vysledkii na
ACN bylo ziejmé, ze jiz v nizSich koncentracich ACN dochazelo k vymyvani volnych
oligonukleotidovych fetézcl a jejich zbytka (dale jen OGN), naopak pii koncentracich
okolo 60% ACN se absorp¢ni pas Bio-AzaPc 1 OGN jiz skoro neobjevoval.
Po naadsorbovani biokonjugati azaftalocyaninli na sorbent kolonky se zjistilo, Ze jako
promyvaci roztoky (které jesté neuvoliiuji Bio-AzaPc z kolonky) pro oligonukleotidy se
hodi nizsi koncentrace ACN (30 %, 35 %, viz obrazek ¢. 13), pficemz koncentrace nad
40 % ACN (viz obrazek €. 14) jsou jiz uréeny k eluci Bio-AzaPc.
,»Vysuseni vzorku po jeho naneseni na kolonku pied jeho naslednou extrakci bylo ve
srovnani s pokusem bez néj o néco horsi, avSak ve vysledku byl tento rozdil naprosto
nepatrny. Nejspi§ tak mohlo ,,vysuSenim“ kolonky dojit k nepatrnému ,,uzavieni
funk¢nich skupin sorbentu.
I podle HPLC 60% eluat jiz neobsahoval relevantni hodnoty oligonukleotidovych
fetézcll €1 Bio-AzaPc. Tudiz zvySeni sily organické €asti eluacnich roztokti nad 60%

ACN jiz nema vliv na dalsi vyplaveni analytu. Pfesto vSak kolonka stéle ziistavala slabé
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zbarvend (zbytkové

zbarveni). HPLC analyza potvrdila,

azaftalocyaninli nejvice eluovaly pfi koncentraci 50 % ACN.

Vysledky a diskuze
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Obrazek ¢. 13: UV zaznam 20 % roztoku ACN
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Obrazek ¢. 14: UV zaznam 40 % roztoku ACN
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Obrazek €. 15: A. 55% ACN/S0mM TEAA, B. 60% ACN/100mM TEAA

Se zménou molarity z 50mM na 100mM TEAA, dochazelo klasicky v 30% ACN
k promyvani jen oligonukleotidti. Cast Bio-AzaPc se pii pozorovani okem eluovala az
pii 55% ACN, vétSina pak pii 60% eluatu. Z toho plyne, Ze se zvétSenim molarity se
nepatrné zvysilo rozmezi koncentrace eluéniho roztoku potiebného pro uvolnéni Bio-
AzaPc z kolonky. Obrazek ¢. 15 ukazuje, ze vysledné hodnoty plochy pikti v 55% ACN
(v 50mM TEAA) proti 60% ACN (v 100mM TEAA) jsou jen minimaln¢ odliSné.
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Srovnani MeOH a ACN

Pii nasledném pokusu byl vyménén acetonitril za methanol jako organicka cast
promyvaciho a elu¢niho roztoku [6, 10].

Zajimavé je porovnani ploch pikd po eluci v ACN (55%, obrazek ¢. 16 A.) a MeOH
(80%, obrazek ¢. 16 B.). V methanolu se pohyb vzorku po kolon¢ vyrazné zpomalil,
zménila se tedy sila retence vzorku na sorbentu, a proto bylo tfeba upravit obsah
methanolu v promyvacim (na 55 % MeOH) a eluénim kroki (na 80 % MeOH).
Zavérem této zmeny se da tict, ze vysledky plynouci z obrazku €. 16 jasné ukazuji, ze
pouziti MeOH jako promyvaciho a elu¢niho roztoku je vyrazné lepsi z ditvodu daleko
vys$i vytéznosti Bio-AzaPc, ale také predevSim pro lepsi €istotu hlavniho piku vzorku
na HPLC (viz chybéjici znecisténi fragmenty analytu na konci hlavniho piku Bio-AzaPc

u obrazku ¢. 16 B.).
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Obrizek &. 16: Srovnani hlavnich eluatii v 55% ACN (A.) a 80% MeOH (B.)
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Z porovnani celkovych mnoZzstvi integrovanych ploch pikii z extrakce OGN a Bio-
AzaPC v ACN (promyvaci + eluéni roztoky) a zvlast v MeOH (promyvaci + elu¢ni
roztoky) na zéklad¢ analyz HPLC je jasné patrny vyssi vytézek v MeOH (uvedeno

na obrazku €. 17) pti pouziti stejnych mnozstvi vzorku (100 pul 100nmol).

20000000

18000000
16000000

14000000
12000000

10000000

8000000 -
6000000 -
4000000 -
2000000 -

O 4

ACN MeOH

B OGN 3326518 10353608
B Bio-AzaPc 8573043 17656877

Obrazek €. 17: Porovnani celkové plochy pikit OGN a Bio-AzaPc v testu s ACN proti testu s MeOH
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MeOH, zmény kondiciona¢niho postupu, molarity a pH pufru
Jako dals$i smér purifikace Bio-AzaPc byly zkouSeny zmény jednotlivych parametrii
extrakce u MeOH (molarita, objemové mnozstvi, kondicionace, pH extrakénich

roztoki) a jejich vliv na vytéznost Bio-AzaPc.

Zména kondicionace ve smyslu sniZzeni molarity pufru (na 20mM TEAA) vedla ke
zmén¢ prostredi na kolonce natolik, Ze se vyrazné zhorSila retence Bio-AzaPc. ZhorSeni
retence pak nasledné zhorsilo 1 Cistotu separovanych Bio-AzaPc od oligonukleotidd.
Pouzitim 20mM TEAA v kroku kondicionace se jiz pfi pohledu okem Bio-AzaPc
v 65% MeOH neudrzely a eluovaly se pry¢ z kolonky. Molarita méla tedy velky vliv na
retenci Bio-AzaPc na kolonce.

Testy se snizenim molarity pufru (na 20mM TEAA, jak v kondicionaci, tak
1 v promyvacich roztocich), potvrdily sniZeni retence biokonjugatii azaftalocyaninii na
fenylové kolonce. Bio-AzaPc se zacaly eluovat v 65% MeOH, avSak hlavni mnoZstvi
Bio-AzaPc pak i v 80% a 90% eluatech spolu s oligonukleotidovymi fetézci. TakZe se
diky niz8i molarit€¢ velmi vyrazné rozsifilo rozmezi koncentraci elucnich roztokl
(zpomalil se také pohyb analytu po kolonce pti elucnich krocich). Bylo by tak velmi
zbytecné eluované mnozstvi vzorku rozdélovat do vice koncentraci (vyssi spotieba
rozpousteédla) a to bez zdsadniho vlivu na vysledné mnozstvi Bio-AzaPc.

Se zménou molarity pufru z 50mM na 100mM TEAA se retence oligonukleotidi na
kolonce naopak o néco zvétsila. To znamenalo, Ze v 65% promyvacim kroku se
vymyvalo mens$i mnoZzstvi OGN nez v predeslych experimentech a v koncentracich
80% MeOH (eluat) se zase zaclo objevovat o néco vice oligonukleotidovych fetézct.
Tyto zmény v molarit¢ pufru (100mM) sice ovlivnily retenci OGN a Bio-AzaPc na
kolonce, ale bez podstatné zmény na vysledném eluovaném mnozstvi Bio-AzaPc
(obrazek €. 18). Naopak tim, ze se celkové mnoZstvi eluovanych vzorku OGN spise
zvétsilo, zhorSila se tak i Cistota extrahovanych Bio-AzaPc (ve 100mM TEAA to
bylo 92,4 % a v 50mM TEAA to ¢inilo 93,8 %). Tato zména extrakce se tak zdala ve
srovnani s 5S0mM TEAA pro purifikace biokonjugati azafthalocyanini skoro

srovnatelna.
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Obrizek ¢. 18: Srovnani ploch piki v 80% eluatech v riiznych molaritiach pufru

Se zvétSenim objemovych mnozstvi promyvacich roztokd (z 3 ml na 6 ml) se jednak
nepatrné zvysilo promyté mnozstvi OGN v 55% roztoku, ale zarovein i mnoZzstvi
vymytych Bio-AzaPc. TakZe odstranénim vét§itho poctu balastnich latek (OGN) byla

ovlivnéna i vysledna ztrata Bio-AzaPc v 80% MeOH.

vvvvv

v 65% MeOH se Bio-AzaPc eluovaly. Navic HPLC analyza ukézala, Ze ¢istota hlavniho
piku v 80% MeOH byla vyrazné horsi nez u metody s neupravenym pH.

Zvyseni pH na 6,8 a 7,4 nepfineslo vyrazngjs$i zmény smérem k vyssi eluci Bio-AzaPc
v porovnani se standardnim pH TEAA pufru 6,3, proto zavérem lze fict, Ze pro
jednoduchost metody je snadné&jsi provadét extrakci v nezménéném pH TEAA pufru

(pH 6.3).

Na obrazku ¢. 19 jsou shrnuty vysledky experimentu pii postupném promyvani
objemové mensimi roztoky (3 x 3 ml) a v jednordzovém promyti vétSim objemem
(9 ml), navic v porovnani v pH pufru 6,3 a 6,8. Pti pH 6,3 v 80% eluatu se eluovalo
vétsi mnozstvi Bio-AzaPc nez pii pH 6,8, u kterého se zase v promyvacim kroku
odstranilo vyrazné véts§i mnozstvi oligonukleotidii. Tento pokus tak potvrdil, Ze zvySeni
pH by nepfineslo zddany efekt na vyssi vytéznost Bio-AzaPc. Vysledky integraci ploch
piki zHPLC analyz (obrazek ¢. 19) vypovidaji, ze rozdily nejsou jinak zvlast
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markantni. D4 se tak predpokladat, Ze pH pufru nema podstatny vliv na extrakéni

vytézek Bio-AzaPc pomoci metody SPE.
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Obrizek ¢. 19: Porovnani ploch piku Bio-AzaPc a oligonukleotidovych fetézca v pH pufru 6,3 a
6,8 (80% MeOH eluity)

Pokusy ukazaly, Ze vyhodnéji vychazi opakované promyvani mensimi objemy elu¢niho
¢inidla nez jednorazové promyti vétsim objemem MeOH. Nicméné rozdily v pH 6,3
nebyly nijak zasadni. Proto pro jednoduchost provedeni je lepsi jednordzové promyti
kolonky 9 ml promyvaciho roztoku.

Zda se tedy, ze 1 mnozstvi elu¢niho roztoku nema nijak zdsadni vliv na vyslednou
velikost eluovanych Bio-AzaPc a olig. fetézct.

Velmi zajimavé bylo, Ze jak zmény pH, tak i objemova mnoZstvi nemaji zadny vliv na
vyskyt zbytkovych mnozstvi OGN v 80% MeOH. Neustéle ve vSech testech zistavalo
v 80% eluatech od 5-15 % OGN v porovnani k Bio-AzaPc.

Vliv  zneciSténi extrakéni drdhy manifoldu oligonukleotidovymi fetézci byl
zanedbatelny, nebot’ jak ukazuje obrazek ¢. 20, jak Cistota, tak 1 velikost ploch piku byla
srovnatelnd s pokusy bez této Upravy metody. Znecisténi 80% eluatu

oligonukleotidovymi zbytky bylo pfiblizn€ 10 %
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Obrizek €. 20: 80 % eluat, pirehozeni kolonky pred eluci do €isté extrakéni drahy manifoldu

Pokusy se zaménou pufru za Cisténou vodu potvrdily nezbytnost pufru (TEAA) jako
slozky, kterd zarucuje funkcnost celého procesu. Jeho vyznam byl v udrZeni urcitého
prostiedi na kolonce, bez kterého nedochazi k dostatecné aktivaci sorbentu pro jeho
interakce se vzorkem. Jednotlivé pokusy ukézaly, ze jiz v nizkych (10%) koncentracich
(promyvaci krok) MeOH dochazelo k uniku Bio-AzaPc z kolonky. Bio-AzaPc v tomto
pfipad¢ nevykazovaly Zadnou retenci na fenylovou kolonku. Proto lze tento krok

purifikace metody oznacit za nefunkéni.
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Reprodukovatelnost metody

Reprodukovatelnost metody vysla nasledovné: dva ze tii pokust vySly relativné shodné
oproti jednomu pokusu s menSim mnoZzstvim Bio-AzaPc v 80% MeOH a s celkové
mén¢ oligonukleotidy (tabulka ¢. 4). Pfesto vysledné hodnoty vzhledem
k procentualnimu zastoupeni poméru volnych olig. fetézct a Bio-AzaPc nebyly vyrazné
odlisné od jinych pokust (okolo 5-15% u ptedchozich pokust). Pfi nastaveni stejnych

podminek 1ze metodu pomérné snadno reprodukovat.

Tabulka ¢. 4: Srovnani 3 testli na reprodukovatelnost metody

80% eluat MeOH I. I1. III.
Oligonukleotidy 505512 816444 214924
Bio-AzaPc 11047947 | 10024612 | 5843120
procentualni pomér olig. : AzaPc 12,00 % 11,21 % 16,16 %
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Aplikace metody na G6 a J6 vzorky

Experimenty s del§imi (G6, 29 bazi) a kratSimi (J6, 20 bazi) biokonjugity AzaPc vysly
s rozdilnymi vysledky. U vzorku G6 se v 55% MeOH Bio-AzaPc jest¢ neuvoliiovaly
z kolonky, coz svéd¢i o srovnatelnych retencnich schopnostech jako u standardnich Q21
Bio-AzaPc. V 80% roztoku se eluovalo velké mnozstvi Bio-AzaPc (obrazek €. 21 A.),
pficemz bylo toto mnozstvi plné srovnatelné s Q21. Pro G6 fetézce tedy dosavadni
metoda SPE bez problému fungovala.

U vzorkli J6 (obrazek ¢. 21 B.) se Bio-AzaPc a oligonukleotidové fetézce eluovaly
mnohem méné nez u G6. Odpovida to vyrazné vyssi afinité vzorku ke stacionarni fazi,
kterda mlze byt zapfi¢inéna vys§i hydrofobicitou Bio-AzaPc s kratSim
oligonukleotidovym fetézcem. Tudiz pro analyty tohoto typu se dosavadni metoda
nehodi. Metoda by nejspi§ i u téchto fetézcli fungovala po upravach promyvaciho
roztoku (zvySeni procentudlniho obsahu MeOH v promyvacim a elu¢ni kroku) nebo

pouzitim méné polarniho rozpoustédla.
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Obrazek ¢. 21:  A. 80% eluat vzorka G6

B. 80% eluat vzorku J6
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VytéZznost metody

Po odpateni byly SPE eluaty z 80% MeOH porovnany s neextrahovanym vzorkem
(100 pl vzorek byl rozpustény v 3 ml 80% MeOH a nésledné byl také odpaten). Pro
srovnani byly jesté vysledky porovnavany se vzorkem (extrahovany stejnym zpusobem)
ulozeném 1 mésic v lednici.

Dva nastfiky dvou extrahovanych vzorkii na HPLC ve srovndni se svymi
porovnavacimi roztoky (pfed extrakci) pfinesly relativné shodné vysledky vytéznosti.
Jak plyne ztabulky €. 5 a obrazku €. 22, vytéznost byla okolo 70-75 %. Na obrazku
C.22 je také jasné patrné, ze 1 kdyz 80% eluat stile zistdval zne€iStén uréitym
mnozstvim OGN, pomoci SPE dochdzi k vyraznému piecisténi Bio-AzaPc od
balastnich oligonukleotidovych fetézci.

Vytéznost extrakce vzorku po jednom mésici v mraznicce (viz tabulka ¢. 6),
s naslednym porovnanim se vzorkem uskladnénym stejnym zptsobem 1 den, se vyrazné
zménila. Byla asi 52 %, coZ ve srovnani s pfiblizné 73 % u extrakce po 1 dni zmraZeni
je prekvapujici. Delsi skladovani pfti teplotach -18 az -20 °C, tedy mlze mit vliv na

stabilitu vzorku, nebot’ dochazelo ve vzorku k poklesu obsahu Bio-AzaPc cca o 30 %.

Tabulka €. 5: Shrnuti testi na vytéZnost metody po integraci ploch piki Bio-AzaPc

Extrakce nové syntetizovany vzorkia A
1. nastiik | 2. nastiik (0]
Vzorek bez extrakce (kontrolni) | 865413 867465 | 866439,0
Vzorek ¢. 1 po extrakei 600166 | 642501 | 621333,5
Vzorek €. 2 po extrakei 629504 | 654168 | 641836,0
¢.1% 69,35 74,07 71,7
¢.2% 72,74 75,41 74,1

Tabulka ¢. 6:

Shrnuti testi na vytéZnost metody (po zmraZeni) po integraci ploch pikii Bio-AzaPc

Extrakce vzorki po zmraZeni
Vzorek A (po 1 dnu Vzorek B (po 1 mésici
v mraznicce) v mraznicce)
1. nastiik 2. nastiik 1. nastiik

Vazorek bez extrakee 890883 910325 981490
(kontrolni)
Vzorek €. 1 po extrakei 658108 678713

519924
Vzorek ¢. 2 po extrakei 646017 672165
1% 73,87 74,56

52,97

€&.2% 72,51 73,84
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Obrazek €. 21: Zaznamy vzorki pii 260 nm - vytéZnost

I pfes snahu odstranit i zbytkova mnozstvi analytu (kolonky ziistavaly neustale ¢aste¢né
slabé zbarveny), Bio-AzaPc ziistdvaly na kolonce i po promyti silnymi organickymi
rozpoustédly v jejich kombinaci s pufrem (jako naptiklad tetrahydrofuran ¢i
dichlormethan, atd.). Z vytéznosti metody plyne, Ze zbylych cca 25-30 % Bio-AzaPc na
kolonce pravdépodobné stile zlstavalo. Zbytkové zbarveni kolonky mohlo byt
zpliisobeno jak neeluovanymi biokonjugaty azaftalocyaninli (Bio-AzaPc), volnymi
AzaPc bez oligonukleotidovych fetézcl (nevazané AzaPc), tak i1 zbytkovymi fragmenty

Bio-AzaPc.
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Kapacita fenylového sorbentu
Test na kapacitu kolonky poukazal na to, Ze 400 pl 100nM vzorku bylo vétsi mnozstvi
nez kolonka pfi jednordzovém naneseni dokézala ,,unést”, nebot’ ¢ast vzorku se jiz pti
pohledu okem neudrzZela na kolonce a v promyvacim kroku 55% MeOH se eluovala (asi
1/5 vzorku). Lze tict, Ze kapacita fenylové kolonky DSC-Ph 500 mg/3 ml se nachazi
okolo 300 pl 100nM analytu. VéE&t§i mnozstvi se jiz neadsorbuje na stacionarni fazi
a promyva se jiz v promyvacim kroku pry¢ z kolonky. Vzhledem k nedostatku vétsiho
mnozstvi vzorku jsme nemohli provést dalSi pokusy a zjistit pfesnéjsi kapacitu fenylové
kolonky pro analyt Q21. Otazkou pro dal$i price mlze byt i opakované nandseni
vzorku, jako je tomu u OPC kolonek, a jeho vliv pro dokonalejsi adsorpci vétsiho

mnozstvi analytu.
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Pouziti jinych SPE kolonek
Plivodné byly testovany Bio-AzaPc na kolonkdch DSC-18, 18Lt, DSC-8 a DSC-Ph. Pro
lepsi predstavivost se vyzkouselo chovéani Bio-AzaPc i na jinych SPE kolonkach:
* Chromabond C4 od firmy Macherey-Nagel
= DSC-8 od firmy Supleco
» STRATA-X kolonka a STRATA Phenyl od firmy Phenomenex
= HyperSep Phenyl 100PK od firmy ThermoScientific

Vzorek se choval na C-4 kolonce jako na jeji fenylové obdobé¢. Kolonka se po extrakci
zdala Ccist§i. Mohlo to avSak byt i1 diky menSimu mnoZstvi naneseného vzorku
(1/5 =20 pl, jelikoz kolonka méla jiné parametry 100 mg/1 ml). Pfi pohledu okem se
stejné jako na DSC-Ph kolonce Bio-AzaPc uvoliovaly v 80% MeOH. Jedinou
vyjimkou bylo, Ze vysledny vytéZek Bio-AzaPc byl v pfepoctu na mnoZzstvi nanesené¢ho
vzorku o polovinu mensi neZ na fenylové kolonce. (obrazek €. 23).
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Obrazek ¢. 23: Eluat 80% MeOH na koloné C4
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Jelikoz z ptedchozich experimentii bylo jasné, Ze vzorek Q21 nejspiSe mél na kolonce
C-8 vyrazn€ vyssi retenci neZz na fenylové kolonce, zkusilo se u C-8 kolonky dat
¢iSténou vodu misto pufru do vodné faze extrak¢nich roztokl. Kondicionace byla kvili
aktivaci kolonky provedena v 50mM TEAA. Pro zacatek jsme jako promyvaci roztok
nastavili jiz 20% MeOH. Pii klasické kondicionaci se pak v 40% MeOH uvoliovaly
Bio-AzaPc, ale ve vysledku byl v tomto eluatu obsah Bio-AzaPc mensi nez u klasické
fenylové kolonky (obrazek ¢.24 A.), navic se zde vyskytoval velky pik
oligonukleotidového fetézce. Dochéazelo tak na této kolonce k nedostatecnému
precisténi Bio-AzaPc od OGN. V dal§im pokusu s 15% MeOH v kondicionaci sice také
dochazelo k uvolnéni Bio-AzaPc z kolonky, ve srovnani s fenylovou kololonkou vysly
tyto pokusy hiie, nebot” vysledné hodnoty ploch pikii Bio-AzaPc v 80% MeOH byly

op¢t vyrazné niz$i nez u fenylové kolonky (obrazek ¢. 24 B.).
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Obrizek ¢. 24: A. 40% MeOH/voda (jako vodni faze roztoki) na C-8, B. Eluat 80% MeOH/50mM
TEAA na C-8 (15% MeOH v kondicionace)

Extrakce Bio-AzaPc Q21 byla vyzkousena i na kolonce STRATA-X 33pu Polymeric
reverse 500 mg/3 ml Sample. Jako prvni promyvaci krok se nastavil 10% MeOH, piesto
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jiz v této koncentraci dochazelo k vymyti vzorku Bio-AzaPc, a tudiZ retence vzorku na

tuto kolonku byla mala.

Porovnani fenylovych kolonek od jinych vyrobci
Pro porovnéni se provedlo srovnani vysledkl extrakce na fenylovych kolonkach i od
jinych vyrobct: Phenomenex - STRATA PHENYL (500 mg/3 ml) a Thermoscientific -
HyperSep Phenyl 100 mg/1 ml 100 PK. Obréazek €. 25 ukazuje porovnani fenylovych
kolonek od Phenomenexu s kolonkou od Supelco (standard). Obé kolonky maji stejny
objem mnoZstvi sorbentové naplng. Ve vysledku bylo ziejmé, Ze kolonka od firmy
Phenomenex je plné srovnatelna s kolonkou Supelco. Naopak extrakce kolonkou Phenyl
100 mg/1 ml od ThermoScientific viibec nevysla. Po naneseni 20 ul (1/5) se vzorek
castecné eluoval jiz v 55% MeOH a casteéné v 80% MeOH a navic kolonka nadale
zUstavala zbarvend i po promyti siln¢jSimi rozpoustédly (THF). Je zfejmé, Ze ackoliv
obsah sorbentil na kolonce od ThermoScientific byl 1/5 oproti standardni kolonce DSC-

Ph slozeni sorbentll se mlze liSit natolik, Ze to vyznamné ovlivni retenci vzorku na

sorbentu.
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Obrizek ¢. 25: Srovnani zaiznamii na HPLC od dvou vyrobcii (kolonky — 500 mg/3 ml)
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Semipreparativni stanoveni AzaPc

Pro porovnani vytéznosti metodiky SPE byla provedena extrakce vzorku pomoci HPLC
na semipreparativni koloné [9].

Pomoci této kolony se sbirala frakce, ve které se eluovaly Bio-AzaPc od 12 min do 15
min po jejich prichodu semipreparativni kolonou. Ta se nasledné¢ odpafila na
odpafovacim pfistroji a po opétovném rozpusténi ve 130 uml vody (mnozstvi vody, ve
kterém byly na HPLC analyzovdny i jiné vzorky po jejich odpafeni) se frakce
analyzovala na HPLC.

Vysledny zédznam na HPLC v8ak wukdzal 1 vyskyt vyznamného mnozstvi

oligonukleotidovych fetézct (pik v 1-2,5 min., viz obrazek ¢. 26).
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Obrizek €. 26: Semipreparativni stanoveni AzaPc na HPLC

Za ptedpokladu, Ze byl pokus proveden bez chyby a vyloucime-li i pfistrojovou chybu,
otazkou zlstava, co miZze natolik ovlivnit vysledky, Ze 1 presto dochazi k vyskytu
volnych oligonukleotidovych fetézclh v Cisté frakci Bio-AzaPc. Rozumné vysvétleni
miize byt vprocesu odpafovani eluovanych roztokii na odpafovacim pfistroji.
Odparovaci krok by se dal nahradit naptiklad lyofilizaci. Nakolik vSak tento proces

ovlivilyje stabilitu vzorku (a tim i tvorbu $t€pnych fragmentt oligonukleotidil), nelze ze
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zjiSténych vysledku s jistotou fici. Musela by se provést dalsi studie zaméfend na vliv

odpafteni na stabilitu vzorku Bio-AzaPc.

Optimalni SPE metoda pro ¢iSténi Bio-AzaPc

Jako kondicionaéni podminky pro 500 mg fenylovou kolonku DSC-Ph (ktera na zaklad¢
chemické povahy vzorku, i zjisténych vysledkl byla nejoptimalnéjsi) byly urceny 3 ml
100% MeOH a 5 ml 50mM TEAA

Obrazek ¢. 27 ukazuje chromatogramy vyslednych promyvacich a elu¢nich roztokt pro
OGN a Bio-AzaPc. Promyvaci roztok 55% MeOH/50mM TEAA (viz obrazek ¢. 27 A.)
je pak dostatecna sila roztoku pro odstranéni vétSiny balastnich latek (OGN, 1-3,5 min)
bez ztraty biokonjugati azaftalocyaninli. Elu¢ni roztok 80% MeOH/50mM TEAA (viz
obrazek ¢. 27 B., 12,5-16 min) je naopak idealni pro jejich eluci.
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Obrazek ¢. 27: Vysledné HPLC zaznamy extrak¢nich roztoki 55% MeOH (A.) a 80% MeOH (B.)
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6. Z.avér

Optimalni metoda SPE (na zadklad¢ zjisténych vysledkd) pro Bio-AzaPc pomoci
fenylové kolonky DSC-Ph (500 mg/3 ml) od firmy Supelco:

= Kondicionace: 3 ml 100% MeOH + 5 ml 50mM TEAA
= Naneseni vzorku: 100 pl 100nM

* Promyvaci roztok: 9 ml 55% MeOH/50mM TEAA

= Elu¢ni roztok: 3 ml 80% MeOH/50mM TEAA

Na zékladé¢ ziskanych hodnot v této praci bylo zjisténo, ze pro Bio-AzaPc je idedlnéjsi
jako organicka cast extrakénich roztoki MeOH nez ACN. Tento hlavni poznatek
z vysledkll prace urCuje jednak lepsi Cistota extrahovanych Bio-AzaPc, tak i vyssi
celkové mnozstvi extrahovanych Bio-AzaPc v MeOH.

Jak zmény pH pufru, tak jeho molarity v zasad€ nepfinesly Zddané zmény ve vytéznosti
Ci Cistot¢ Bio-AzaPc oproti prvotnim experimentim. Pro jednoduchost SPE purifikace
Bio-AzaPc je lepSi do pH TEAA pufru nezasahovat, naopak molarita TEAA pufru by
méla byt alespoit SOmM.

Ptestoze bylo snahou odstranit veskeré zbytky oligonukleotidd v 80% elu¢nim roztoku
MeOH, nepodafilo se to. Otazkou pro dal$i prace zlstava, zda kroky odpateni
a zmrazeni roztokil maji natolik podstatné dusledky, ze dokazi vysledné hodnoty
ovlivnit v takové mife. Naméfené vysledky vytéZznosti se vzhledem k poctu dalSich
krokii, kterymi analyt do analyzi na HPLC prochazi, a které tak mohou mit vliv na
vysledné hodnoty (odpafeni, znovurozpusténi, ¢asova prodleva), daji oznacit za dobré.
Vytéznost metody byla okolo 70-75 %. Hlavni ztrata ve vytéZnosti pravdépodobné
vznikd v neschopnosti odstranit i zbytkové mmnoZstvi Bio-AzaPc na SPE kolonce
(zbytkové zabarveni). Jak jiz bylo zminéno vyse, oligonukleotidové znecisténi ve
vysledném 80% eluatu se pohybuje okolo 5-15 %. Otédzka obsahu oligonukleotidii ve
vyslednych eludtech miize souviset se stabilitou biokonjugati béhem odpatovani
analytu od rozpoustédla ¢i delsiho skladovani (>1 mésic) pfi nizkych teplotach (-20 °C).
Podle vysledkt tak dochazelo pfi mési¢nim skladovani k poklesu obsahu extrahovnych

Bio-AzaPc cca o 30 %.
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Zaver

Vyvinutou SPE metodu lze oznalit jako snadno reprodukovatelnou a pro svou
jednoduchost i1 snadno proveditelnou, a tudiz ji lze brat jako urcitou alternativu k jiz

vyvinuté metodé purifikace Bio-AzaPc podle KAMINSKE M. [9].
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