UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOV EDECKA FAKULTA
KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

DISERTACNI PRACE

2008 Klara SOUKUPOVA



UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Prirodowdecka fakulta

Katedra analytické chemie

Moderni reverzni stacionarni faze na bazi silikagel, oxidu
zirkoni ¢itého a organickych monoliti; vyuziti v analyze

biologicky aktivnich latek

Diserta&ni prace

Klara Soukupova

Skolitelé: RNDr. Jana Suchankova—Sobotnikova, PhD.
Doc. RNDr. Eva Tesava, CSc.

Praha 2008



Tato diserténi prace byla vypracovana na Katednalytické chemie

Prirodowdecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze v letedb03—-2008.

ProhlaSuji, ze vSechny vysledky pouzité a publik@va této disertmi praci
jsou ziskany vlastni experimentaktinnosti a vesSkera pouzita literatura je citovana a
uvedena v seznamu literatury.

Déle prohlaSuiji, Ze tato prace ani jeji podstatist nebyla fedloZzena k ziskani
stejného nebo jiného akademického titulu.

Praha, 17.6.2008

Klara Soukupova



Na tomto mist bych rada potkovala svym Skolitelkdm, RNDr. Jan
Suchankové-Sobotnikovée, PhD. a Doc. RNDr Egsdové, CSc., za odborné vedeni,
cenné pipominky a pomoc &em celého méhaigobeni na Katdgd analytické chemie.

Déale dckuji vSem kolegm z Katedry analytické chemie za jejich pomoc a
podporu. Pedevsim ale &uji svym rodtam a blizkym za jejich trivost, porozundni

a podporu Bhem studia.

Tato disertani prace byla finatn¢ podporovana grantem 335/2005/B—CHi/P
Grantové agentury Univerzity Karlovy a vyzkumnymngéem MSM 0021620857
Ministerstva $kolstvi, mladeze ddvychovyCeské republiky.



Predmétova hesla

Biologicky aktivni latky
Pentapeptidy
Nonapeptidy

Optimalizace separace

Kli ¢ova slova

HPLC

cLC

Kolony na bazi silikagelu, oxidu zirkatitého a organickych monaiit



Shrnuti

Chemicka analyza biologicky aktivnich latek hrajdeditou roli v analytické
chemii. K separackthto latek se néastji pouziva reverzni vysokd@inna kapalinova
chromatografie (RP HLPC).

V¢étSina analyz v RP HPLC vyuzivéa jako stacionarnefaitikagel s kovalentn
vazanou oktadecylovou (C18) nebo oktylovou (C8) pskou. Nevyhodou
silikagelovych fazi obeenje jejich omezena chemicka a teplotni stabilitegt@ je

Mezi moderni stacionarni faze na bazi silikagele tzadit jeho modifikaci
pentafluorfenylpropylovymi ligandy. Takovéto statéoni faze jsou vhodnou
alternativou ke klasickym C18 fazim. DalSimi vhoamymaterialy jako nosi pro
reverzni stacionarni faze jsoizné oxidy kow, jako oxid zirkongity, titanicity, hlinity.
Hlavre oxid zirkonkity, ktery se uplatuje jako vhodny nosj vykazuje dobrou
chemickou (v rozmezi pH 1 — 14) i teplotni stabilitlo 150 °C).

Trendem poslednich let je miniaturizace sef@ich systéem, a tedy i kolon.
Napliové kolony pro kapilarni kapalinovou chromatogrdftLC) obsahuji stejnou
stacionarni fazi, sorbent o stejnych vlastnoste&b klasické kolony pro HPLC, jen se
kolony vzajems liSi svymi rozmdry (vnitini pramér a délka). Novym typem
stacionarnich fazi vhodnych pro cLC jsou monoligéickacionarnich fazi. Separace na
téchto typech fazi nazuaji dobry trend a viista i obliba jejich pouziti,fiedevSim diky
jejich pongrné snadné fipraw.

V této disertani bylo studovano reténi chovani vybranych skupin biologicky
aktivnich peptid v riznych systémech stacionarni a mobilni faze. Z velabidky
komegnich kolon byly vybrany typayodliSné moderni stacionarni faze;¢dva bazi
silikagelu, konkrétéd s navazanou oktadecylovou skupinou Supelcosil Ci8
pentafluorfenylpropylovymi ligandy Discovery HS Ebdale stacionarni faze na bazi
oxidu zirkontitého modifikovaného polybutadienem Discovery Zr[RPBPoslednim
typem pouzivané stacionarni faze byla butyl-metlalova monoliticka kapilarni
kolona. Tento typ stacionarnich fazi je dlouhatlolyvijen na Katetk analytické
chemie BF UK v Praze. V rdmci této diseétd prace byly pouzivané stacionarni faze
nejprve testovany Waltersovym testem, &ami hodnoty hydrofobniho, respektive

silanolového indexu. Bylo zji&o, Ze vybrané kolony se vyrazdiSi ve svych



vlastnostech a poskytuji tak dobrou mozZnost nejgodcobnému studiu retémiho
chovani zvolenych analyt ale nasledh mohou umoznit i snadnou optimalizaci
separace konkrétni $si biologicky aktivnich peptid v jednom i vicedimenzionalnim
systému. Naslearbyl sledovan vliv sloZzeni mobilni faze (pH, kontrace pufé, obsah
organického modifikatoru) a teploty na retenci gtiglseparani innost, rozliSeni a
symetrii piki. Vysledky ziskané v ramci této disemaprace byly kriticky porovnany a
zhodnoceny a byly vyvozeny zoliegici zawery.



Abstract

Chemical analysis of biologically active compouridsan important field in
nowadays analytical chemistry. For separation @hscomplex mixtures of analytes
reversed-phase (RP) mode HPLC is advantageous.

The most widely used carrier for RP HPLC stationphases is silica with
covalently attached C18 or C8 groups. Chemical tentperature limitations of silica
gel are well known. A variety of other materialsheeen investigated as supports in an
effort to develop alternatives to silica to over@the above mentioned limitations.

Among the recently introduced stationary phasesraephases based on silica
gel modified with pentafluorophenylpropyl ligand$iese types of stationary phases are
used as a good alternative to classical C18 ph&sgsursuit of replacing the silica-
based reversed phases by more stable and selscipy®rt materials, various metal
oxides such as zirconia, titania and alumina oxidere investigated and characterized.
Mainly zirconia-based stationary phases have shgwomising stability and
physicochemical properties, namely stability in adevpH range (1-14) and at
temperatures up to 150 °C.

The trend of the recent years is miniaturization HI*LC. Capillary liquid
chromatography (cLC) exploits the same stationdrgsps like in classical HPLC but
dimensions are smaller. Promising new stationargsph used mainly in cLC are
monolithic columns. These monolithic phases hawalme popular thanks to their quite
easy preparation.

In this PhD thesis, retention behaviour of bioladic active peptides on
different stationary and mobile phases was tedtedr different reversed stationary
phases were tested; two silica-bonded stationaaggs - one with chemically bonded
octadecyl groups (C18), Supelcosil C18, and the orsc one
pentafluorophenylpropylsilane, Discovery HS F5. Tiied tested stationary phase was
zirconia based phase modified by polybutadienecdery Zr PBD and the fourth used
stationary phase was buthyl-methacrylate monolphiase, which was developed at the
Department of Analytical Chemistry, Faculty of Swe, Charles University in Prague.
The influence of composition of mobile phases (bBuffiH and concentration, contents
of organic modifier) and temperature was testedvasables affecting retention,
separation efficiency, resolution and peak symmeitryselected pentapeptides and



nonapeptides. Behaviour of analytes on the varmlamns was compared and the
differences were discussed.
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1 Uvod

1 Uvod

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je modernstrimentalni
technika se Sirokym spektrem vyuZitfepaZz v oblasti aplikaci analytické chemie.
HPLC se stala oblibenou metodou nejen na péalegkém, ale Us8né se pouziva i
v pramyslu gedevsim farmaceutickém, potravigiém nebo i) analyze slozek
Zivotniho prosiedi. Z @zn¢ pouzivanych sepafaich mod je nejdominant&sSi
reverzni kapalinova chromatografie (RP HPLGed®0Ze se HPLC #ala pouZzivat uz
v 60. letech minulého stoleti, aZz p&jde stala velmi popularni a Zadanategevsim
diky spolehlivé instrumentaci a velkému ¥ kometné dostupnych stacionarnich
fazi s fiznymi vlastnostmi.

V¢étSina stacionarnich fazich v RP HPLC vyuZiva jakesite silikage] ktery se
vyznaiuje fadou vynikajicich mechanickych vlastnosti (hagpsmrguje se, nebobtnd),
avSak na druhou stranu vykazuje omezenou chemiekteplotni stabilitu. Z tohoto
duvodu je snaha silikagel modifikovat anebo jej zceddoradit jinym nosiem, nap.
oxidem titanéitym, oxidem zirkoniitym nebo organickymi polymery. Zcela
samostatnou skupinu modernich stacionarnich f&#i mmateriadly na bazi organickych
¢i silikagelovych monolii. Nova generace reverznich stacionérnich fazi wjkaepsi
stabilitu, jak chemickou, tak i tepelnou, vySSiek#ivitu a separai innost. Hlavni
vyhodou &chto fazi je, Ze jsou na nich vyrazpotlateny nezadouci interakce pro latky
bazické povahy.

Trendem poslednich let je miniaturizace kolon,i alstatnichtasti kapalinového
chromatografu. Vyhodou miniaturizované HPLC v poréwi s klasickou HPLC je
velmi mala spdtba vzorku, maly gitok mobilni faze, s tim spojena jeji nizsi gpbh,

a menSi chromatografickéerkni vzorku v kolo®, coz inasi vyssi citlivost detekce.
V kapilarni kapalinové chromatografii (cLC) se ptai kolony, respektive stacionérni
faze jako v klasické HPLC, ale liSi se velikostiitimiho paméru, délkou kolony,
piipadre velikostic¢astic a par sorbentu.

V bioanalytickém a farmaceutickém vyzkumu se deehrtiky RP HPLC a cLC
béZné pouzivaji. Studie spojené s timto vyzkumem j&asto zardreny na identifikaci a
kvantifikaci proteirii a peptid, jejich derival ¢i metaboliti. Peptidy a proteiny hraji
dalezitou roli @i vyvoji novych chemoterapeutik. Ukolem analytickéthemika se tedy
stava vyvoj dinné a vysoce selektivni analytické metody, které#ni separaci velmi
sloZitych smdsi biologicky aktivnich latek.



1 Uvod

Cilem této disertmi prace bylo studium chromatografického chovamiragych
biologicky aktivnich pentapeptida nonapeptill na rozdilnych reverznich fazich, a to
na bazi silikagelu, oxidu zirko#itého a organickych monaiif v riznych systémech
mobilni faze. VSechny studované stacionarni fazg testovany Waltersovym testem
pro ukeni jejich zakladnich chromatografickych vlastnogtiskané vysledky byly

porovnany a kriticky zhodnoceny.

Kapitola 2  popisuje strukturu, vlastnosti a zakladni biotdg funkce
studovanych pentapeptié nonapeptitl

Kapitola 3 predstavuje sepatai techniky pouzivanérpseparacich biologicky
aktivnich peptid, popisuje reverzni stacionarni faze pouzivané pakaové

chromatografii a kapilarni kapalinové chromatografi

Kapitola 4 shrnuje vlastnosti studovanych kolon, pouzitgtpoje a chemikalie,

popisuje postupy a podminky pouzivané v experinheintasti disertani prace
Kapitola 5 se zabyva teoretickym i praktickym popisem Waltea testu, dale
uvadi experimenty a vysledky ziskané na reverzsittkagelovych, zirkoniovych a

monolitickych stacionarnich fazich

Kapitola 6 shrnuje a hodnoti vysledky ziskané v rdmci tésed&ni prace



2 Peptidy

2 Peptidy

Peptidy jsou tllezitou skupinou latek, které vykazuji vyznamnooldgickou
aktivitu a v €le vykonavaji gkteré specifické funkce. Peptidy slouzi jako horgon
neurotransmiteryi antibiotika; maji ale také toxické vlastnostiximy). Rada &chto
slowenin a analog je syntetizovana, aby napomahaly studiu jejich abalismu a
pusobeni v organismu. Kontrotastoty, identity a syntézy tedy nabyva ndezitosti a
zde maji své nezastupitelné misto vysakamié separni metody, pedevSim RP
HPLC.

Peptidy se skladaji zettzce aminokyselin (AMK). V Zivych organismech se
vyskytuje fada latek této skupiny. Zvlastni postaveni meziinmma 20 esencialnich
aminokyselin, které jsou zakladnimi slozkami pegptié bilkovin. Je-li karboxylova
skupina jedné AMK spojenacss-amino skupinou dalSi AMK, vznika peptidova vazba.
Podle definice molekuly, které obsahuji maérez 50 aminokyselin, jsou klasifikovany
jako peptidy. Molekuly, které obsahuji vice nezab@inokyselin, séadi mezi proteiny.

Tato prace je za#iena na studium chromatografického chovani biolggick
aktivnich peptid. Z velkého mnoZstvi peptidbyly vybrany 2 skupiny peptid a to
pentapeptidy (4 zastupci) a nonapeptidy (6 zasupéSechny vybrané peptidy maji
vtéle lidi ¢i Zivocichi své dilezité postaveni, tajiz jde o peptidové hormony,
neurotransmitery, nebo oboji. Primarni struktunydstvanych peptii jsou uvedeny
v Tabulce 2.1 Pentapeptidy jsou analogy methionin—enkefalinlewcin—enkefalinu.
Enkefaliny pati do skupiny neurotransmiterpeptidové povahy. Neurotransmitery
zprostedkovavaji penos vzruchu mezi nervovymi tikami nebo nervovou a svalovou
buikou na kratkou vzdalenost. Nonapeptidy jsou anabrgynin—vasopresinu, které se
liSi aminokyselinami v pozici 1, 3, 4 nebod@s{ovano od N-koncové aminokyseliny).



2 Peptidy

Tabulka 2.1

Sekvence aminokyselin studovanych peptid/asopresinové analogy maji mezi Cys 1 a Cys 6

disulfidicky mistek.

Nazev Sekvence aminokyselin
methionin—enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

leucirr—enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
D—alanirf,leucirr—enkefalin Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu
leucirr—enkefalinamid Tyr-Gly-Gly-Phe-LeuNH
arginirf—vasopresin (AVP) Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-ArbA&H
lysin®~vasopresin (LVP) Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-LyigAEH
oxytocin (OXT) Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Glyi
arginirf—oxytocin (AVT, vasotocin)  Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cy&ro-Arg-GlyNH;
isotocin (ISO) Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-lle-GlifN
deaminoCy§D-arginin—vasopresin Mpa -Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-D-Arg-
(dDAVP, desmopresin) GlyNH;

* 3—merkaptopropionova kyselina

2.1 Pentapeptidy

Enkefaliny (z treckého ,en kefalos* — v hlay pati mezi endogenni,élu
vlastni, peptidy. Jsourfpomny v mozku a mise, kde vystupuji jako inhibjtdaolesti.
Jsou oznéovany jako ,hormony §sti“, protoZze svym &inkem navozuji pocit euforie
nag. pii sportu, misani, sexu afd® Enkefaliny, spol&ng nag. s endorfiny, pat do
skupiny peptid, které vykazuji podobn&iinky jako morfin, a hraji tedyidezitou roli
v regulaci bolesti. Tento¢inek je zgisoben tim, Ze se vaZi v mozku na stejné receptory,
a proto se mohou potencidlmpouzivat jako nahrazky opiatovych drog. Poruchy
v syntéze enkefalin mohou byt pi¢inou miznych neurodegenerativnich oneméun
Byly a jsou studovany ve spojeni s AlzheimerovoBaakinsonovou chorobdu™ © a
také v souvislosti s diagnostikou nadoru hypofyagba’ endogenni hladinagthto
neuropeptid v tsle miZe indikovat vznik tohoto typu naddrd. Krom& methionin— a

leucin—enkefalinu(obr. 2.1.1 a 2.1.2)byly dale studovany metabolicky stalejsi



2 Peptidy

syntetické analogy leucin—enkefalinamid a D-aldeirtin—enkefalin, které se [isi

aminokyselinami v poloze 2 a 5 (Viabulka 2.).

o]
HN\J'L
\NH/\H/ NH

0 o}

OH

A

CH3
—Gly —Gly —Phe- Met
Obr.2.1.1

Struktura methionin—enkefalinu.

O

\J.L O
. HN NH NH\_J\
z OH

o o)

J

CHj, CHj;

—Gly —Gly —Phe-Leu
Obr.2.1.2

Struktura leucin—enkefalinu.

2.2 Nonapeptidy

Peptidové hormony vasopresin a oxytocin jsou wgng z peptidovych
prekurzofi v hypotalamu. Odtud jsou po syntéze transportovdémyneurohypofyzy,
zadniho laloku hypofyzy, kde jsou skladovany nanéména proteiny neurofysin l a Il a
podle poteby jsou pedavany do krve '° Vasopresin a oxytocin se skladaji z 9
aminokyselinovych zbyik jak je patrné Zabulky 2.1 Cysteinové zbytky v polohach 1
a 6 jsou spojeny disulfidickym imstkem, ktery spolaé s intramolekularnimi

A2

vodikovymi vazbami zafinuje stabilitu molekuly nonapeptidu. Oba hormonyise

10



2 Peptidy

aminokyselinovymi zbytky v poloze 3 a 8, cozigpbuje jejich odliSné biologické

vlastnosti.

Arginin—vasopresin ** !> 13 (Arg-vasopresin, AVP) dpbr. 2.2.), také
ozna&ovan jako antidiureticky hormon (ADH), zvySuje knéwtlak a zvySuje zfinou
resorpci vody Vv ledvinach. Jeho vyplaveni ze zamri#loku hypofyzy je vyvolano
objemovymi anebo osmotickymi 2mami v krvi. Vasopresin ma pozitivniciaky na
procesy deni a pamatovani. Nizka hladina vasopresinu v kpiisobuje diabetes
insipidus (cukrovka Ziznivkd), pri které dochazi ke snizeni &pé resorpce vody
v ledvinach a naslednému dbytku glukézy v krvi.¢jgim prisunem tohoto hormonu
muze byt porucha odstrama. Latky jako LSD, kokain¢i amfetaminy zvySuji
vylu¢ovani tohoto hormonuCasté uzivaniéthto latek vede k otwni a depresi, které
jsou zpisobeny vyerpanim tvorby vasopresinu. Alkohol a marihuanapa&otlumi
vylu¢ovani vasopresinu, a proto na&gm konzumenti &chto navykovych latek trpi
poruchami parti. K poruseni sekrece vasopresinu dochazi u psipiyoh pacieni
trpicich gredevsim schizofreri.

Nekteré analogy AVP Ize vytwd zamenou aminokyselin v polohéach 1, 3, 4
nebo 8. Nahrazenim N-koncové aminokyseliny, tjtaigs v pozici 1, u AVP nap
kyselinou 3—merkaptopropionovou vznikne deamind@yg—vasopresin (dAVP).
Atom siry gitomny v molekule 3-merkaptopropionové kyseliny dmge vznik
disulfidického niistku, jak je BZné u analofyobsahujicich v pozici 1 cystein. Pouzitim
D—aminokyseliny misto L—aminokyseliny v pozici 8,@—-arginin nahradi L—arginin u
dAVP, vznikne deaminoCyd-arginin—vasopresin neboliesmopresin *°. Tento
nonapeptid je stalejsi, neni odbouravan enzymy asy8ai antidiureticky &inek nez
puvodni AVP, a proto se pouziva kh& ¢astého méeni spojeného s nemoci diabetes
insipidus a také k omezeni krvaceni yrcitych druzich hemofilie a von Willebrandév

nemoct®. Casto byva fedepisovan k potteni n@niho pomaovani dti.

Jinym analogem AVP j&/sin—vasopresin  (Lys—vasopresin, LVP), u kterého
je arginin v poloze 8 nahrazen lysinem. Tento pkpté niZSi antidiuretickou aktivitu
nez Arg-vasopresin a v medig¢irse pouzivd k zastavkrvaceni, protoze {sobi

vasokonstrikng!’,
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2 Peptidy

Dals$im analogem vasopresinu gytocin *® ° (OXT) (obr. 2.2.2) Tento
nonapeptidje vyluéovan z neurohypofyzy a odtud je krvi transportovin dalSich
tkani, wetré vajetnika a varlat. Oxytocin stimuluje stahy hladkého swalstlohy pi
porodu a orgasmu. Déle podporuje Wiuani matéeského mléka ) kojeni. U mui
ma oxytocin vliv na stahy hladkého svalstv gjakulaci a pedpoklada se i vliv na
produkci muZského hormonu testosterSnu

Vasotocin  a isotocin %' ?* jsou peptidové hormony hypofyzy niZ$ich
obratlova jako ptaki, plazi, ryb a obojzivelnik. Vasotocin ma antidiuretické&imky
stejré jako vyvojow vysSi vasopresin. Isotocin u ryb stejiako oxytocin uclovéka

ovliviiuje sexualni chovani.
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[e]

Obr. 2.2.1

Struktura Arg—vasopresinu.

NH NH

HO NH

NH,
o

o

S\ NH, O

N\
s
o N

Obr. 2.2.2

Struktura oxytocinu.
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3 Separ@ni techniky pouzivaneé k analyze peptid protein:

Analyza peptid a proteiri hraje dilezitou roli @i studiu vlivu €chto latek
v Zivych organismech a nt@adu vyznamnych aplikaci. Analyza pejitid proteir je
pouzivana k weni identity aistoty peptidi béhem jejich izolace zifrodnich materid
a bthem jejich syntézy. Ve farmaceutickémimyslu se pouziva ke kontrolastoty
peptidovych¢i proteinovych produki, ke stanoveni peptida proteifi v odliSnych
typech matrici a v neposledidd k objasgni primarni struktury protein V medicirg
hraje analyza peptida proteii svou dilezitou roli gredevsim v diagnostice, tzniip
uréovani nemoci spojenych s vylwanim nebo naopak s nedostatkergakeho
peptiduci proteinu.

K analyze peptil a proteiri se pouzivarada sepatmich technik. Mezi
nejbszngjsi sefadi vysokodinna kapalinova chromatografie v ngingjsich modecf™
% jako jsou vylwovaci chromatografie (SE&) " iontow vyménna chromatografie
(IEC)*®*2 afinitni chromatografie (ACGY>° nebo reverzni kapalinova chromatografie
(RP LCY® 3%

Trendem poslednich let je miniaturizace chromafockygch technik, a to
piedevsSim kapalinové chromatografie. Podrobnosti ocgsu miniaturizace jsou
uvedeny Kapitole 3.2

Krom¢ chromatografickych metod se k analyze pepta proteiri hojne
vyuZivaji i techniky elektromigemi*®~"jako kapilarni zénova elektroforéza (CZEJ®
kapilarni izoelektrické fokusovani (CIE®)® kapilarni gelova elektroforéza (CGE),
izotachoforéza (ITP} °® micelarni elektrokineticka chromatografie (MEREF® ®a

kapilarni elektrochromatografie (CE€)"”

3.1 Separace analagenkefalinu a vasopresinu reverzni vysok@tnou
kapalinovou chromatografii

Reverzni vysokatinna kapalinova chromatografie je n&jbe¢ji pouzivana
metoda k separaci pepiich proteiri. Tato technika se Zala v polovirg 70. let 20.
stoletf® nejprve pouzivat Kistsni peptidi a proteiti bshem jejich syntézy. V analyze
peptich a proteiri RP HPLC, diky své velmi vysoke&ianosti, nahradila techniky jako
papirovou chromatografii, extrakci nebo gelovowdmatografil®.

Diky velké rozmanitosti struktury peptica proteiri neexistuje zadny obecny

postup, jak tyto biomolekuly separovat. Vhodnoubeal stacionarni a mobilni faze Ize
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separace ovlitovat, a tim dosahnout velmi vysoké&nnosti a dostatsmého rozliSeni.
V¢étSina mobilnich fazi obsahuje vodnou sloZzku a agau sloZzku. Vodna sloZka,
pufr, je pro RP HPLC separace andlognkefalinu a vasopresinurgvazié tvorena
kyselinami fosforénou, octovou, trifluoroctovou (TFA) a jejifigluSnou soli. Vy&r
organického modifikatoru, typicky je acetonitril CA) nebo methanol (MetOH), m&
velky vliv na chromatografické chovani enkefélim vasopresin Jako organicky
modifikator se diky své nizké UV absorbanci, viskba naopak vysoké eloi sile a
dobré selektivit negastji pouziva acetonitril.Casto velmi mala z#ma koncentrace
ACN v mobilni fazi zfisobi velké zriny v retenci peptiti”®. RozliSeni peptitl je velmi
zavislé na pH a iontové sile mobilni faze. Do mobfhze se pro zlepSeni separace
peptidh a proteit pridavaji ¢inidla, tzv. ionto¥ parovacinidla, jako perfluorované
kyseliny> ** 8 nag. trifluoroctova kyselina, sodné sole alkylsulfosiok kyselin nebo
alkylované amin¥/. Tatocinidla zvy3uiji rozpustnost pepfidtvoii s nimi iontové pary,
které maji hydrofobni charakter, a redukuji elestatické interakce se zbytkovymi
silanolovymi skupinami na povrchu silikagelovéhosiie stacionarni faze. Kroim
vhodného vybru stacionarni a mobilni faze 1ze ovlivnit sepaiaminénou teploty.

Dulezité pro separaci pepftica proteiri je zvolit i vhodnou reverzni stacionarni
fazi. RP HPLC kolony, respektive stacionarni faeeysi sphovat radu narénych
poZzadavk, aby vyho¥ly narokim na reprodukovatelnost a robustnost analytickych
metod. Musi byt mechanicky (pracovni tlaky 30—40 ayi? chemicky stabilni, mit
vysokou @&innost a selektivitu a poskytovat symetrické pikyormace o modernich
komekné dostupnych reverznich fazich jsou uvedendapitole 3.3

V literature lIze nalézt celouradu praci zabyvajicich se separaci analog
enkefalinu a vasopresinu metodou RP HPLGktbBré giklady praci jsou uvedeny
v Tabulce 3.1.1kdy byla sledovana pouzita stacionarni faze,esioiobilni faze, tzn.
typ, koncentrace a pH pouzivaného pufru nebo ocgého modifikatoru, detekce,
teplota a dalsi.

Z tabulky vyplyvd, Ze fevladajicim typem stacionarni faze je
oktadecylsilikagel, velmi casté je pouziti mobilni faze o sloZzeni daeEji
fosforeinanovy pufr nebo TFA jako vodna sloZzka a ACN nebet@®H jako organicka
slozka mobilni faze. Sledované analyty se deteklyji spektrofotometricky, ale je

mozné pouzit i elektrochemickou detekci a vhodnaj& detekce.
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Tabulka 3.1.1Prehled sepasmich podminek analdgvasopresinu a enkefalinu metodou RP HP

Peptidy Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Poarkdy Citace
— 0 0
DAVP Supelcosil LC 18 DB 10-40% ACNr\r/]i?]’OS B TFAZAa3D v 220 nm gradientova eluce 82
0,01% HCOOH v 1,6 mol-drh
dDAVP, Nucleosil® C18 ~_MS ~ESI+ 83
morfin CH3COONH1 — ACN (33/67, V/V) iontova past ionty (m/z) 1069,2 a 286,4
0,05 mol-dri* CH;COONH,,
. pH 6,5 — - LA 81
AVP, DAVP Nucleosil 10 C18 MetOH nebo ACN nebo EtOH UV 220 nm isokraticka eluce
(39/61, viv)
. 0,1 mol-dn?® fosfor&nanovy pufr, . . 84
AVP Spheri ODS oH 3,35 — MetOH UV 220 nm isokraticka eluce
. a) fosfor&énanovy pufr, pH 7,0 —
NUCIeOS"f coacis ACN (80720, vIv) isokraticka eluce
OXT, LVP . UV 210-220 nm 8
Spherisorb® S5 ODS b bori . ouf
RP 8 ) tetraboritanovy pufr, pH 10,0 —
ACN (82,5/17,5, vIv)
0,1 % trichloroctova kys. —
50-10° mol-dm?® heptansulfonova
LVP, OXT, UV spektra 86
AVP Dynamax 300-AC8 | s _ 30.18 mol-dn® TEA—20% | 200-400 nm |~ extrakee vzorku
ACN ve vod, pH 2,5
KR100-10-C1
. , KR100-10-C4 0,1% TFA v ACN; gradient 0-34% . . 87
OXT, insulin KR100-10-C8 ACN ve 140 min UV 220 nm gradientova eluce

KR100-10-C18
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Tabulka 3.1.1Prehled sepatmich podminek analdgvasopresinu a enkefalinu metodou RP HPLC. (piakréni)

Peptidy Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Poarig Citace
0,04 mol-dri¥ kys. citronova —
ACN (80/20, viv)
20-10° mol-dm® NaH,PQ;, pH 5,7 — . .
’ ' . . | SPE aimunoafinitni 89
OXT Ultrasphere XL C18 MetOH (60/40, VIv) coulometricka GEteni
A:0,1% TFA v HO
B: 0,1% TFA v ACN—voda (3:1), gradienova eluce, 9
AVT, ISO Ultrasphere ODS linearni gradient 20—-40% B ve Uv215nm SPE vzorku
20 min
AVT, AVP, . ACN - fosfor&nanovy pufr, pH 7,0 , . 91
dDAVP, OXT Kromasil C18 (18/82, VIV) UV 225 nm isokraticka eluce
a) 0,025 mol-drfi fosf. pufr, pH 8,9 —
OXT, LVP, 0DS ACN (75/25, vIv) UV 220 nm a 02
Leu—enkefalin b) 0,025 mol-drii fosf. pufr, pH 8,9| elektrochemicka
— ACN (85/15, viv)
Leu—enkefalin isokraticka eluce
. S 0,1 % TFAvevod—0,1% TFA . . ’ 43
angiotensin, Alltech C18 v ACN: 81 — 79 % ACN za 8 min UV 215 nm gradientova eluce
bradykynin
Leu—enkefalin 0,05% ledova CECOOH — 0,0625%
' Lichrosphere C18 | CHsCOONH,, pH 4,8 —60% ACN| UV 215 nm teplota kolony 40 °C %

Met—enkefalin

(75/25, viv)
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Tabulka 3.1.1Prehled sepatmich podminek analdgvasopresinu a enkefalinu metodou RP HPLC. (piakréni)

Peptidy

Stacionarni faze

Mobilni faze

Detekce

Poarig

Citace

Leu—enkefalin,
Met—enkefalin,
bradykynin,

TKS—gel Octyl-80Ts
a
Super—Octyl

0,1% TFA v 35 % ACN

fluorescexni
(indukce laserem

isokraticka eluce,
derivatizace vzorku:
NBD-F v ACN —
0,1M tetraboritanovy
pufr, pH 8,0 pi 40 °C
po 10 min

94

Met—enkefalin

ODS
a
PS-DVB

15% ACN v 40mM trietylamin—
mravergan pH 3,0

MS a MS/MS

95

Met—enkefalin

Alltima C18

A:1-10° mol-dn?® fosf.pufr v 10-10
mol-dm?® siranu sodném (pH 7,0)

B:60% ACN
gradient 5-95 % B za 5 min

elektrochemicka
(uhlikova
elektroda)

cLC; kapilarni kolona
gradientova eluce

96

Leu—enkefalin

Inertsil ODS-3

A: 35-10° mol-dm? fosf. pufr pH 2,2
B: 59-10° mol-dni*fosf.pufr v ACN
(60/40, viv)
gradient 2,5-30 % ACN za 21 min

elektrochemicka

(borem dopovang
diamantova
elektroda)

gradientova eluce

97

Met—enkefalin,
Leu—enkefalin

Ultrasphere ODS

50-10° mol-dni® fosfor&nanovy
pufr, pH 2,1- MetOH s ACN (1:1)
(60/40, viv)

elektrochemickda a

UV 205 nm

98

Met—enkefalin,
insulin,

dalargin, ...

C18

20-40% ACN - 0,2% TFA ve vod

UV 190-215 nm

99
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Tabulka 3.1.1Prehled sepatmich podminek analdgvasopresinu a enkefalinu metodou RP HPLC. (piakréni)

Peptidy Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Poarig Citace
A: MetOH — voda (25/75) s 0,1%
Leu—enkefalin, TFA linearni gradientova 100
Met—enkefalin| ~HBONdapack C18 | 5. N voda (80/20) s 0,19% TEA YV 2150 eluce
gradient 0—60 % B v 60 min
Leu—enkefalin A: 20% ACN v 0,08% TFA
Met_enkefalin Zorbax ODS B: 80% ACN v 0,08% TFA UV 296 nm gradientova eluce 1oL
gradient 25-40 % B v 5 min
Leu—enkefalin, L _
Met—enkefalin derivatizace vzorku:
> ' Hypersil ODS 45% ACN v 26,5 M TFA, pH 3,5 fluorestei 23— 102
D-Ala*—Met— )
) naftalendialdehyden
enkefalin
_ A: 35-10° mol-dni’ fosf. pufr, pH 2,1 o
Leu—enkefalin, B: 59.16 mol-dr fosf. bufr. bH 2.1 coulometricka
_ i : 59-10° mol-dm” fosf. pufr, : Ve i 5
Met—enkefalin, Kromasil C18 puir, p (grafitové gradientova eluce 103

Leu—enkamid,
Met—enkamid

— ACN (60/40, viv)
gradient ACN: 4-5% za 9 min; 159
v 5 min; na 30% do 21 min

elektrody, Pd jaka

0

refererni)
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3.2 Kapilarni kapalinova chromatografie

V poslednim desetileti nastal rozmachiniaturizace kolon v kapalinové
chromatograffi® 1% 1% v klasické HPLC se n&hstji pouZivaji sepatmi kolony o
vnitinim pfiméru 3,0—4,6 mm. Dnes je tendence pouZzivat kolonynéoavé (délka,
pramér) co nejmensi. V mikrokapalinové chromatografiipgeiZivaji kolony o giméru
0,5-1,5 mm, v kapilarni kapalinové chromatograbiday o paméru 150-500um a
v nanokapalinové chromatografii kolony aipwru 10—150um3* 196 107. 198\/yhodou
miniaturizované HPLC v porovnani s klasickou HPIeCvelmi mala spééba vzorku,
velmi maly pitok mobilni faze, a s tim spojena i mala $pb& mobilni faze, a mensi
chromatografickéizdni vzorku v kolo, coZ? inasi vyssi citlivost detekc@* 102 107
108.

V kapilarni kapalinové chromatografii se separacev@di na dvou druzich
kolon, a to napiovych a monolitickych. Kolony napbvé potebuji frity na konci
kolon, aby nedochéazelo k ,vytékani* stacionarnieféiprava €chto kolon je relativé
obtizna, proto se stale popul§8imi stavaji kolony monolitické. iprava
monolitickych kolon spéiva v polymerizaci polymeru nebo kopolymerttinpo v
separénich kapilarach¢asto o pitmeéru jen rékolika desitek mikrometic

Detekce ucLC je zalozena na stejnych principeato ju HPLC, jen jsou
prostory v detefnim i separénim systému fizpisobené parameéim cLC.
Nejbszngj§im detektorem je UV spektrofotometri¢ky 1% 1% v mist detekniho
okénka je w¥tSinou kapilara rozBna, aby se draha paprsku prochazejicino kapilarou

prodlouzila. Roz&enim vznikaji tzv. bublinkové nebo Z cely. PouZisg i dalSi Bzné

ﬁS, 107, \ 105.

dostupné detektory jako fluores¢e elektrochemicky a hmotnostf
Kapilarni kapalinovd chromatografie se dnesli mezi kzné¢ vyuZivané

techniky kapalinové chromatografiefeplevSim v bioanalytickém a farmaceutickém

vyzkumu® % Nachazi své uplaini i pii chirdlnich separacich aiipanalyze

pramyslovych vzork jako polymet nebo fiznych aditiv®® ***

3.3 Reverzni stacionarni faze

HPLC je jednou z nezbytnych technik v analyze dmaiky aktivnich latek.
Mezi k&Zn¢ pouzivané techniky HPLC gatnag. HPLC na normalnich fazi (NP
HPLC), vylwovaci chromatografie a hlavrHPLC na reverznich fazi. Osmdesat az
devadesat procent vSech analyz je uskét® pomoci RP HPLC. Proto je peba
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vysoce kvalitnich, afedevsim stabilnich reverznich fazieRled vyvoje a komeéng
dostupnych reverznich fazi je popsén v této kagitol

Koncem 60. a zstkem 70. let 20. stoleti doSlo k prudkému rozveprie a
instrumentace moderni kapalinové chromatogtfieNa trhu se objevily ifstroje
umoziujici praci @i zvysenych tlacich, zgatku 4 MPa a pozii az 60 MPa. Sotasré
s tim byly vyvijeny dinnéjSi chromatografické kolony resp. jejich n&plBezne byly
pouzivany napléas ¢asticemi o pkmeéru 50-80um. Uinnost takovychto kolon byla ale
ponerné mala. Ke zvySeni dinnosti gispélo zavedeni naplni scasticemi
mikropelikularnimi, poréznimi a perfuznimi. Mikrdpeularni ¢astice (zrani 1,5-2,5
um) maji na neprostupném anorganickém &o&ulovitého tvaru naneseny film
polymerni stacionarni faze; vykazuji vysokodinmost, ale diky malému povrchu
nizkou kapacitt!®. Vhodné jsou pro makromolekuly diky rychlémieposu hmoty.
Perfuznimi mikrgasticemi, které jsou t¥eny siti viceti mérg objemnych par (300—
8000 A), pondrné rychle t&e mobilni faze, a tim dochazi k malému rozmyvaki.pi
Diky riznym velikostem pdr se tyto naplé hodi pro malé i velké molekuly. Porézni
tvoreny kulovitymi poréznimi anorganickyrsést&ékami, které mohou byt jeSpokryté
nanesenou nebo chemicky vazanou stacionarnt‘taZby bylo dosaZeno vysoké
acinnosti a nedochazelo k rozsni elgnich zon latek, jeféba, abycastice stacionarni
faze byly malé, homogenni s ohledem na velikogai & kolona jimi byla rovnosmng
naplrena.

Nejéastji pouZivanym nosiem je silikagel™ *° Jedna se o tsipolymerniho
oxidu kemkitého. Hlavni vyhodou silikagelového nésije mechanicka stabilitaii
vysokym tlakim (cca 40 MPa). Lze jejtjpravit jako velmigisty s pravidelnym tvarem
¢astic o pesré definované velikosti, porozita velikosti poi. Silikagel Ize snadno
modifikovat, a tim pouzit pro velkou Skalu moznysbparaci. Silikagelové nasi
odolavaji Sirokému spektru organickych rozpédét. Jejich dalsi vyhodou je vysoka
acinnost dleni (oproti polymernim no&im) a dobra reprodukovatelnost vyslédk
dosaZzenych na stacionérnich fazich tohoto typu.yhmdou silikagelu jako no
stacionarni faze je jeho omezena pH stabilita akédschemicka reaktivita volnych
silanolovych skupin na povrchu nési Ri pH mensim nez 2 je nestabilni Si—-O-Si
vazba na povrchu silikagelu, coz vede k hydrolyaeby u chemicky vazané fazei P
pH vy35im neZ pH 8 dochéazi k rozpamdtsamotného silikagelu. K naruSeni Si—-O-Si
vazeb dochazi i zvySenim teploty nad 60 °C.

21



3 Separéni techniky pouzivané k analyze peftalproteiri

V poslednim desetileti bylo navrzengkolik metod pro zvySeni chemické a
teplotni stability silikagelu s ohledem na zlepSetérgniho chovani bazickych latek a
pouzivani mobilnich fazi s vysokym obsahem vodyidkymi piiklady nové generace
silikagelovych RP fazi se zlepSenou selektivitothamickou a teplotni stabilitou jsou
faze, kde silikagel je pokryt vrstvou polymeru (tzpolymer—coatedj’?’ nebo
silikagelové faze se zabudovanou polarni fimkskupinou (polar embeddét a
stéricky chramné faze (diisopropylsilan nebo diisobutylsilan jeupit k navazani
ligandu na silikagel). DalSim #apobem zlepSeni chemické stability a vlastnosticdosi
stacionarni faze je tzv. ,endcapping”. Jedna seeaktivaci volnych Si—OH skupin
navazanim malé chemicky neaktivni organické skupagy. trimethylsilanylem.

Trendem poslednich let je nahradit klasické sildtagé reverzni faze fazemi
s lepSi jak mechanickou a chemickou stabilitou, itaklepsSi selektivitou. Mezi nové
stacionarni faze piat nag. faze, kde je na silikagelovy nésinavazana nap
pentafluorfenylpropylova skupina, faze na bazi 6dva jako Zr, Ti, Al a faze na bazi
organickych monolit.

Perfluorované reverzni stacionarni faze jsou vyarijvjako dobra alternativa ke
klasickym C18 fazim. Sepatai mechanismus je zaloZen na selektivnich intechkci
jako jsou stérické rozpoznanfiemos naboje nebmo—r interakcé®®. U tichto fazi neni
potreba pidavat do mobilni faze iontéyarovécinidla, protoze tyto faze vykazuji lepSi
tvary piki nez klasické C18 kolony. Fluorované stacionarmeféabizeji moznost
pouZziti jednodusSich mobilnich fazi, a vyhnuti sémnim sepatamim podminkdm a
slozité gipravs mobilni faz&.

Snaha stabilizovat povrch silikagelu pokrytim vaatvkovi nebo oxid kowvi
(nag. ZrQ,) neginesla Zadané zlepSeni, protoZze vazba Zr—O-Si j& st@bilni nez
vazba Si—-O-Si. Z tohouslodu se zé&aly vyuzivat samotné oxidy kévjako noste
stacionarni faze. Byla testovana chemicka, fyzikalteplotni stabilita Zre) Al,O; a
TiO, a mérs rozstenych oxid thoria a cert’®** Z tchto oxidi kovii se hlavis ZrO,
jevi jako nost vhodny k chromatografickymeéglim™*=*° Nové reverzni faze na bazi
oxidu zirkontitého maji vysokou chemickou odolnost v Sirokémsetmi hodnot pH a
vykazuji vysokou teplotni stabilitu. Lze je tedywijt v oblasti pH 1-14 atppouZziti
speciélni instrumentacefipteplotach nad 200 °C. Moznost separadée \yysSich
hodnotach pH vyraznrozsSiuje aplik&ni moznosti, Ize tedy analyzovat i silbazické
latky. VySSi teplota systému sniZuje viskozitu nhwobifaze, umo#uje tim zvysit

priatokovou rychlost, a pozitivhovlivnit separani &j ve smyslu rychlejSihoipnosu
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hmoty mezi stacionarni a mobilni fazi. To se projevzejména zlepSenim symetrie
pika, za zvySené teploty dochazi i ke zkraceni dobylyapa coZz nejen ve
farmaceutickych laboratich, kde se analyzuji velkd mnozstvi vzgrke velkym
piinosem. Zirkoniovécastice jsou mechanicky velmi odolné, negiujis se ani
nebobtnaji s #nicim se tlakem, teplotou, iontovou silou nebo lariaci organickych

[130. 131, 140195 Oxid zirkonkity je amfoterni oxid, ktery v zavislosti na pH

, 135, 146

rozpoustde
roztoku vystupuje hdi jako anion, nebo jako katid

Separani mechanismus u stacionarnich fazi na bazi ,Zj® odlisSny
v porovnani se silikagelovymi chemicky vazanymiefidu.

Separani & na chemicky vazanych fazich je obe&cwyslednici rkolika
interakct*’. Jde o interakci solutu s mobilni fazi, adsormiitsl na stacionarni fazi a
roz&kleni solutu mezi mobilni a stacionarni fazi. Potigtaje i interakce mezi
stacionarni a mobilni fazi. Rozhodujicim faktoresminterakce solutu s mobilni fazi,
jejiz podstatou je solvofobni efekt a interakce itamé proti 8mu. Solvofobni efekt
znamena snahu rozpoédta zmensit dutiny ve své strukéy a tak vypudit molekuly
solutu do stacionarni faze. Interakce solutu s molazi zavisi na velikosti a pola¥it
molekuly solutu, na permitiwta povrchovém nagi mobilni faze.

Separani & na ZrQ, fazich je zalozen na Lewiséteorii kyselin a zasabr.
3.3.). Atom zirkonia ma ve vazbZr—O-Zr neobsazend-oritaly, a tim se stava
akceptorem elektronovych m@ér Podle Lewisovy teorie je tedy atom Zr silnou
Lewisovou kyselinou. Tato mista maji silnou afinku.ewisovym bazim, mezi které
pati nag. fosfor&nanové, fluoridové, octanové, citratové, karboxgl@ hydroxylové
ionty. Tyto ionty jsou pitomné v mobilni fazi, &dy i ve vzorku, a adsorbuji se na
castice ZrQ. Takto naadsorbovana Lewisova baze pak vystupyeipntow vymenne
misto, kde probiha iontévvymeénna interakce separovanych analytinterakce
probihajici na povrchu ZrOjsou schematicky znazamy na obr. 3.3.1 Ztoho
vyplyva, zZe u fazi na bazi ZeGe uplatiuji tyto typy interakci:

- adsorpce na stacionarni fazi

- iontow vymenna interakce s naadsorbovanou Lewisovou bazii.(riap

z mobilni faze)

- ligandow vymeénnd interakce s atomem Zr

Povrch ZrQ lIze modifikovat éiznymi polymery tak, aby se snizila polarita
povrchu a dalo se pracovat v reverznim moducdégji se povrch ZrQ modifikuje

polybutadienem, ale pouziva se i pokryti jinymk&hi. Nag. firma Sigma—Aldrich
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dodava na trh krotn faze snavazanym polybutadienem i faze s navdzanym

polystyrenem, uhlikem modifikovanym oktadecylovyrhytkem a ¢istym uhlikem

(Obr. 3.3.2.
(]
Ligandove viménns D—I]l—ﬂ ‘AnigEcVmene
interalkce a HHRES
= "HiN-R
IIJ_‘II
QL
Zr Zr
D// 7 \0
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Obr. 3.3.1

Separ#éni &j na zirkoniovych kolonach.
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Dostupné zirkoniové stacionarni faze firmy SupdBellefonte, PA, USA).

V neposlednitac existuji stacionarni faze na bazi organickych niibéo

Monolity jsou separani média, ktera lzefpovnat k jediné velk&astici majici tvar i

objem zcela zapljici vnittek separéni kolony. Oproti typickym kolonam pémym

drobnymi¢asticemi neobsahuji monolity meéasticové prostory, kterymi u klasickych
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kolon proudi mobilni faze. Vifpadt monolitické stacionarni faze mobilni faze protékéa
p6ry monolitd*® 9 Tento tok péry monolitu urychlujeignos hmoty v kola*°. Na
rozdil od klasickych kolon, kde hlavni hnaci silptenosu hmoty z kapaliny proudici
podél ¢astic do jejich par je difize, u monolit konvekce pory umadaije zn&né
zrychleni separaci zejména velkych molekul, jalaujbilkoviny, nukleové kyseliny,
proteiny a peptidy, jejichz difaze je pomala. Dktiai popis genosu hmoty

v monolitickych materialech byl odvozen Liapis&m

Prvni pokusy vytviit separéni média monolitického typu byly provedeny v
letech 1960-1976°*** Tyto kolony se vyzn#valy nizkou permeabilitou a stabilitou,
proto se prakticky nevyuZivaly. Vroce 1989, Hjettd vyvinul stlateny nekky
polyakrylamidovy gel, tzv. ,continuous bed®, ktdoyl nasleds pouzit jako stacionarni
faze v chromatografii. DalSi pokrok nastal v roc®92, kdy byla pedstavena nova
monoliticka stacionarni faze zalozena na stalychkroporéznich organickych
polymerech (nap methakrylatecHy® Tyto monolity se vyznaiji vynikajicimi
vlastnostmi a jsou dale rozvijeny a pouzivany jatacionarni faze v kapalinové
chromatografii a elektrochromatogrdfiit>" ¢!

Podle chemické podstaty ai®obu gipravy se mohou monolitické stacionarni
faze rozdlit na faze na bazi silikageitf' *°*a na faze na bazi organickych polyitéf~
166.

Priprava monolit na bazi organickych polymerje pongrné jednoducha.
Ziskavaji se radikalovou polymerizaci &nobsahujici monomer,teivadlo, iniciator a
porogenni rozpou&tlo.Vinylovy monomer obsahuje futiki ¢i reaktivni skupinu,
jakou je butyl-<¢i glycidyl-methakrylat, typickym govadlem je monomer se &wacdi
vice dvojnymi vazbami napdivinylbenzen nebo ethylendimethakrylat. Vyznamtiy
na vlastnosti polymeru ma i pouzité porogesmiidlo (inertni rozpou&dlo nap.
propan—1-ol, butan—1,4—diol), které je zodfmné za pichodnost a porézni vlastnosti
vzniklého monolitu. Tato s&s se naplni do formy lduvalcovitého (kolona, kapilara),
nebo ploSného (disk) tvaru, kde po #hnebo UV iniciaci zpolymeruje. Jako iniciator
pro tepelnou polymeraci se pouziva obvykle dibehzgeroxid nebo 2,2—
azobisisobutyronitril (AIBN).

Monolita je pripravovana celéada siiznymi chemickymi vlastnostmi @znou
funksnosti vhodnou pro celou $kalu analyjako jsou peptidy a proteifyy /"2
oligonukleotidy’® oligosacharid{f®, fragmenty DNA’* a neutrélni, bazické nebo
kyselé latky™.
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4.1 Pouzité kolony

Reverzni kolony pouzivané v této diséniapraci v HPLC experimentech maji
shodné parametry, tedy délka 25 cm, tmiprimér 4,6 mm a velikostastic 5um, a
byly vyrobeny firmou Supelco (Bellefonte, PA, USAutylmethakrylatové monolity
v kiemennych kapilarach pro cLC mod bylyigtaveny Mgr. Janem Grafnetterem,
PhD. v ramci jeho disertai pracé’®. Rozmery téchto kapilar jsou nasledujici: délka
15 cm, vnitni pramér 320 um, vrejSi pramér 450 um. Fyzikalre—chemické vlastnosti

vSech kolon jsou uvedeny v nasledujiaebulce 4.1.1

Tabulka 4.1.1
Prehled testovanych kolon a jejich fyzik&kthemické viastnosti.
) ] Velikost  Specificky  Teplotni
] Vazana . o
Kolona Nost 4 Tvar &astic pori povrch limit Rozsah pH
aze
(A) (m?lg) (°C)
Supelcosil - -
silikagel C18 kulovity 120 170 60 2-7
C18
Discovery - pentafluor— .
silikagel kulovity 120 300 70 2-8
HS F5 fenylpropyl
Discovery poly— ",
ZrO, . kulovity 300 30 150 1-13
Zr PBD butadien
kompaktni
Monolit - - ) 200 24 n/a n/a
material

Monolity jsou novym materialem a vSechny jeho \dasti nebyly jest potvrzeny, proto jsoudkteré
kolonky nevyplgné.

4.2 Pouzité pistroje

VSechna chromatograficka ¢beni v HPLC modu byla provdda na
kapalinovych chromatografech firem Pye Unicé@ambridge, Velk& Britanie) a Ecom
(Praha,Ceskéa republika) slozenych z ternarniho/kvartérrjnadientovéhoserpadia,
vakuového degaseru a UV/VIS spektrofotometrickébtektoru. Data byla sbirana a

vyhodnocovana pomoci softwa€SW a Clarity (Data Apex, Prahdeskéa republika).
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Manualni davkovani bylo provédo pomoci davkovaciho ventilu Rheodyne Model
7125 (Cotati, CA, USA) s wjSi smykou 10pl.

K méfeni byl pouzivan i kapilarni kapalinovy chromatdgisxo syringe pump
model 100DM (Lincoln, NE, USA) slozeny ¢erpadla a spektrofotometrického
detektoru Linear UV/VIS 205 (San Jose, CA, USA).vk@vani bylo provagho
davkovacim ventilem Valco (Schenkon, Svycarskojigni davkovaci smikou 60 nl.

Data byla sbirana a vyhodnocovana pomoci softwéatitf (Data Apex, Praha&R).

Monolitické kolony byly gipravovany v kemennych kapilarach (32@um
vnittni - pramér, 450 pum vrgjSi prameér) firmy Supelco (Bellefonte, USA).
K termostatovani kapilarébhem silanizace a polymerizace byla pouzivana pectQl
Memmert (Schwabach,dhecko).

Pro odvzdus&ni mobilnich fazi byl pouZzit ultrazvuk UltrasonicCL30H firmy
Elma (Nemecko). Pro upravu pH mobilnich fazi byl pouzivAH—metr Jenway
(Jenway, Felsted, Velka Britanie) s kombinovanakiebdou Sentek. Teplota kolony
byla kontrolovana termostatem LCO 101 od firmy Ecno. (Praha;eskéa republika).
K navaZzovani byly pouzivany analytické vahy APX-I@iDfirmy P-Lab a.s. (Praha,
Ceska republika).

4.3 Pouzité chemikalie
Pentapeptidy, 99%:¢istota (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Methionirr—enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Met M, = 572,6
Leucirr—enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu M, = 555,6
Leucir—enkefalinamid Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH M, = 554,6
D—Alanir?, Leucirr—enkefalin Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu M, = 569,7

Nonapeptidy, 99%:¢istota (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Arginin®~vasopresin Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH M; =1084,2
Lysin®~vasopresin Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH M; = 1056,2
Desmopresin ( DeaminoCy®D-arginif-vasopresin)

Mpa-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-D-Arg-GlyNH M, = 1069,2
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Oxytocin Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH M, =1007,2
Vasotocin (Arginifi—oxytocin)

Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH M, = 1050,2
Isotocin Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-lle-GlyNH M; = 966,1

Z&sobni roztoky jednotlivych pepfidyly piipraveny o koncentraci 1 mg.this
deionizované vad a byly skladovany ip teplog€ -20 °C. Pro optimalizaci separace
peptich byla gipravena srés odebranim 100l ze zasobniho roztoku kazdého peptidu.
Do snesi peptidi byl pro ugeni mrtvéhoc¢asu pidavan uracil (zasobni roztok o

koncentraci 0,1 mg.rit) a snés byla téZ skladovandigeplot -20 °C.

Ostatni chemikalie

Dihydrogenfosfor&nan sodny — p.a., Lachema (Braeska republika)
Hydrogenfosforénan disodny — p.a., Lachema (Braska republika)

Octan amonny — p.a., Lachema (Br@ieskéa republika)

Mravertan amonny — p.a., Lachema (Braskéa republika)

Kyselina fosforéna — p.a., Lachema (BrnOgska republika)

Kyselina octova — p.a. Lach—-Ner (Neratoviceska republika)

Kyselina mraveti — p.a. Lach—Ner (Neratovic€eska republika)

Hydroxid sodny — p.a., Lachema (Brri¢eska republika)

Uracil — 99%cistota, Sigma —Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Benzen — HPLC grade, Aldrich (Milwaukee, WI, USA)

Toluen — HPLC grade, Aldrich (Milwaukee, WI, USA)

Antracen — purum (> 98%, HPLC), Fluka Chemie AGdBs} Svycarsko)
N,N—dietyl-m-toluamid — purum (~97%, GC), Fluka Chemie AG (BajcBvycarsko)
Butan—1,4—diol — 99%istota, Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)
Propan—1-ol — 99%istota, Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)
3—(trimethoxysilyl)propyl methakrylat — 99%istota, Fluka Chemie AG (Buchs,
Svycarsko)

2,2—azobisisobutyronitril (AIBN) — 98%istota, Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)
Ethylen—dimethakrylat (EDMA) — 98%istota, Merck (Darmstadt, dhecko)
Butyl-methakrylat (BMA) — 99%istota, Merck (Darmstadt, ddecko)

4—ethylanilin — 98%istota, Merck (Darmstadt, ddecko)
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Acetonitril — HPLC grade, Sigma—Aldrich (St. LouMQ, USA)
Methanol — HPLC grade, Sigma—Aldrich (St. Louis, MTBA)

Voda — deionizovana, fipravovana pouzitim Milli-Qg¢isticiho systému (Millipore,
Milford, MA, USA)

4.4 Friprava mobilnich fazi a podminky HPLC a cLCdieni

Mobilni faze byly tvéeny smésnymi roztoky acetonitrilu nebo methanolu jako
organické slozky a pufru jako vodné slozky, jejierajemny pordr je uvadn
v objemovych procentech.

Pro gipravu pufti bylo navazeno vypiatané mnozstviifislusné soli. Navazené
mnoZstvi bylo rozpu8ho v deionizované vad Takto gipraveny pufr byl pidavkem
NaOH nebo fislusné kyseliny upraven na pozadovanou hodnotu Qe byl pufr
v odmerné baice doplgn po rysku a fefiltrovan ges 0,45um membrany (Pall
Corporation, Michigan, USA). Pufr byl uchovavan edhice @i teplog 4 °C.
Maximalni doba skladovani pufru jako vodné slozkyhini faze byla 3 dny.

Velikost davkovaci smiky urcovala davkovany objem vzaiktzn. pro HPLC
bylo davkovano 1@l a pro cLC 60 nl. Ritokova rychlost mobilni faze byla 1 ml/min
pro HPLC a 3ul/min pro cLC. Teploty se pohybovaly v rozmezi Z5-= 80 °C. VInova
délka UV detekce byla zvolena s ohledem na studbaaalyty a pouzitou mobilni fazi,
tedy 214 nm a 230 nm.

4.5 Experimentalni podminky Waltersova testu

K urceni silanolového indexu (SI) se pouzivaji N,N—diaty-toluamid a
antracen o koncentraci 0,1 mgmirozpugny v mobilni fazi) a mobilni faze
obsahuijicitisty ACN. Hydrofobni index (HI) se tmje pomoci uracilu (0,01 mg.hl
znaskovas mrtvéhocasu), benzenu (2,0 mg.®) toluenu (2,0 mg.rfl, ukeni &innosti

kolony) a antracen(0,01 mg.mif') rozpudtnych v mobilni fazi 65/35 ACN—voda (vV/v).
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Pri realizaci Waltersova testu byl davkovany objenorkd dan ot velikosti
davkovaci smky, tedy pro HPLC bylo davkovano 1@ a pro cLC 60 nl. Mieni
probihala p pratokovych rychlostech 1 ml/min (HPLC) a@min (cLC) a laboratorni
teplot. UV detekce byla prov&da @i vinové délce 254 nm.
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5.1 Waltergiv test

K charakterizaci a klasifikaci stacionarnich fagidonavrzeno mnoho testovacich
metod. Jednim zugodi pro testovani stacionarnich fazi je velka varigbiv ramci
jedné vyrobni Sarze a mezi SarZzemi navzajem, &é tdbtize H vybéru fazi pro

separaci problematickych analyako napiklad bazickych latek.

Metody pouzivané k hodnoceni stacionarnich fazi ouolbyt rozdleny do
nasledujicich skupif”:
+ Fyzikalni metody utujici vlastnosti stacionarni f&Z& '° jako je velikost
¢astic, tvarcastic, specificka plocha povrchu, velikosti pérporozita.
 Spektroskopické metody jak@ % 8'a NMR*®*83spektroskopie.
« Statistické metod}?* vyuZivajici chromatograficka data.
« Termodynamické metody>®" nagF. vyuzivajici Van't Hoffovych ivek.

« Chromatografické testovaci metod§ °*

Skupinu chromatografickych metod, cenych pedevSim k hodnoceni a
testovani reverznich stacionarnich fazijizeme dale rozadit do dalSich dvou
podskupin:

. Metody zalozené na experimentech, jako jsou f.napngelhardiv'® %

Waltersivi®® Tanakiv'®

a Bidlingmeyeiiv test® V téchto metodach se
pouzivaji slodeniny, které charakterizuji specifické vlastnostidky, jako je
hydrofobnost, stéricka selektivita nebo silanolakéivita.

. Metody zaloZené na modelech jako hapnodely Galushkg* % 202

Horvathd® |, Jandery”” nebo QSRR (Quantitative Structure Retention

Relationship)-model Abrahama, Carra, Bollieta aig¢aina®® 2"

V piedchozich odstavcich jsou st shrnuty metody pouzivané pro hodnoceni
kolon. V této praci byl konkrétnvyuzit Waltersiv test.

Waltersiv test je pordrné snadny test klasifikujici kolony na zakéadivou
pievladajicich interakci v RP HPLC, hydrofobni inte@ a silanofilni interakce.

Hydrofobni interakce zavisi na obsahu uhlovadik fetzci a jeji mira je
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kvantifikovana hydrofobnim indexem, ktery je prememn jako pordr reterénich
faktori antracenu a benzenu v mobilni faziiemé 65/35 ACN/voda (v/v). Silanolovy
index zavisi na dostupnosti nezreagovanych silaryoto skupin na povrchu silikagelu
a je utovan jako porir retertnich faktofi N,N—dietyl-m-toluamidu a antracenu
v ¢istém acetonitrilu.

U stacionarnich fazi, které nejsou zaloZeny na bifikagelu, nap zirkoniova
faze nebo monolitické faze a které tedy nemaji oarghu volné silanolové skupiny,
bude v této disertai praci misto ozrni silanolovy index pouzivan termin index

polarity.

5.1.1 Vysledky

Waltersovym testem byly otestovany vSechny pounévstacionarni faze, a to
Supelcosil C18, Discovery HS F5, Discovery Zr PBbutyl-methakrylatovy monolit.
Testovani probihalo vzdy zarquepsanych podminek Waltersova testu, a i&d p
zapa@etim a po uko¥eni optimalizanich kroki na dané kolah

Patateeni hodnoty HI a Sl, tedy hodnoty n&fené pro noveé stacionarni faze
jes€ pred pouzivanim pufrovanych mobilnich fazi, jsou wrednaobr. 5.1.1.1 Tyto
vysledky naniiené za pedepsanych podminek Waltersova testu, tj. s mobilfiizemi
tvorenymi 65/35 ACN/HO (v/v) nebo 100 % ACN, jsou uvedeny oar. 5.1.1.1
Z obrazku je #¥ejmé, Ze zirkoniova kolona modifikovana polybutadien, Discovery Zr
PBD, vykazuje mnohem vys3i hydrofobnost oproti toéta kolonam (HI = 7,86).
Klasicka silikagelova kolona Supelcosil C18 a butykthakrylatova monoliticka
kolona vykazuji vzajenthsrovnatelné hodnoty. Nejnizsi hydrofobni index gjjdten u
silikagelové kolony modifikované pentafluorfenylpgdgem, Discovery HS F5 (HI =
2,66). Hodnoty silanolovych indéxrespektive index polarity se pro testované kolony
piilis neliSi. Hodnota tohoto parametru nepatktesa v peadi Discovery Zr PBD >
Discovery HS F5 > Supelcosil C18 > butyl-methakiotd monolit.

Pokud pouzijeme k porovnani kolon bodovy graf araetme kolony podle
namétenych hodnot hydrofobniho indexu a silanolovéhoekudindexu polarity,
ziskame z@mzeni kolon do jednotlivych skupifobr. 5.1.1.2) Napiklad kolona
Discovery Zr PBD vykazuje nejvysSi hydrofobnostaaover nejvyssi polaritu. Kolony
Supelcosil C18 a butyl-methakrylatovy monolit napvnatelnou hydrofobnost, ale liSi
se svoji polaritou. Butyl-methakrylatovy monolit j@mére polarni nez klasicka
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e

hydrofobniho indexu, zato vykazuje druhou nejvy&Esaritu z testovanych kolon.

Supelcosil C18
Discovery HS F5

Monolit

Hodnoty parametrd

. a0l

Hydrofobni index ' Silanolovy index

Obr5.1.1.1
Srovnani kolon podle dosazenych hodnot hydrofobrfldexu a silanolového indexu/indexu polarity
meéfenych za podminek Waltersova testu.
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Hydrofobni index

Obr.5.1.1.2

Grafické znazoréni rozctleni kolon podle jejich hydrofobniho a silanolovéhdexu/indexu polarity.

NasledujiciTabulka 5.1.1.1shrnuje vysledky ziskané za podminek Waltersova
testu pro jednotlivé kolony. Prezentované hodnotly aHSI byly namdteny ped
zapa@etim optimalizace separace peptidzn. nez se zala pouzivat dand pufrovana

mobilni faze, a nasledrpo skoreni nefeni s timto pufrem. Zvoleny postup umoznil
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5 Vysledky a diskuse

sledovani miry zkmy chromatografické kolony ¢hem intenzivniho pouZzivani za

riznych podminek, tedyfedevsim pH, iontové sily a u zirkoniové kolonypltay.

Tabulka 5.1.1.1

Vysledky pro jednotlivé kolony natiené za podminek Waltersova testu vzdgdpa po optimalizaci

separace peptidpro dany pufr.

Kolona Typ pufru Hydrofobni index Silanolovy index
pied a po (Index polarity)
kterém byl k(amracen) k(N, N - DETA)
Waltersiv test K (benzer) K (antracen)
naneren pied po pred po
fosfore&gnanovy 3,99 4,12 0,65 0,68
Supelcosil C18  octanovy 4,12 4,04 0,68 0,69
mraverganovy 4,02 4,15 0,70 0,72
Discovery fosfor&nanovy 2,66 2,77 0,76 0,70
HS F5 octanovy 2,55 2,69 0,85 0,75
Discovery fosforenanovy 7,86 591 0,87 0,93
Zr PBD octanovy 8,22 7,20 0,96 1,40
fosfore&gnanovy 3,90 * 0,58 *
Monolit octanovy 3,89 3,96 0,54 0,52
tetraboritanovy 4,01 4,07 0,50 0,42

* z davodu nevratného poSkozeni kolony nebyly tyto vykjedangieny

Z tabulky je patrné, Ze pouZzivané pufry, vodn&lgfomobilni faze, nesty
vyrazny vliv na zninu vlastnosti testovanych stacionarni fazi, kiamkoniové kolony
Discovery Zr PBD. U této kolony doSlo k poklesu idtlexu o 25 % po optimalizaci
mobilni faze obsahujici fosfafieanovy pufr a 0 12 % po pouZivani octanového pufru.
Nejvétsi vliv pouzitého pufru na zénu silanolového indexu, v danéniigmd indexu
polarity byl ot pozorovan u kolony Discovery Zr PBD, a to po peaai mobilni faze
s octanovym pufrem. DoSlo k rigtu hodnoty SI o 31 %. Pokles hodnot HI acssny
narist hodnot Sl Ize vys#lit tim, Ze doSlo ke z&né¢ PBD vrstvy (pokles HI) na ZrD
nosti, tim k ,obnaZeni“ zirkoniové vrstvy a ngtu hodnoty Sl. # tomto tvrzeni je

vSak teba mit na pasti, Ze silanolovy index byl zaveden pro charaktsrizZolon se
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5 Vysledky a diskuse

silikagelovym nosiem. VySe uvedenou interpretaci vyslédiro stacionarni fazi na
bézi oxidu zirkontitého je protoieba brat jako velmi aproximativni.

5.1.2 Zaer

Ze ziskanych vysledk Waltersova testu vyplyva, Ze pouzité stacionaézief
vykazuji odliSné vlastnosti. NejvySSi hydrofobndéx, a zarouvei index polarity ndla
zirkoniova kolona modifikovana polybutadienem, [igery Zr PBD. Silikagelova
kolona, Discovery HS F5, modifikovana pentafluogignopylem je nejméh
hydrofobni, ale druha s nejvy3si polaritou. Poléatmarakter kolony Discovery HS F5
vyhradré ale nesouvisi jen s velkym ¢gem nezreagovanych silanolovych skupin.
Pritomnosti fluoru a fenylového jadra ve struidwedou k uplatni z—z interakci a
vodikovych vazeb, které se vyznatmpodileji na polarnim charakteru perfluorované
kolony. Kolony Supelcosil C18 a butyl-methakryldtomonolit vykazuji podobnou
hodnotu hydrofobniho indexu, ale liSi se v hodrsitanolového indexu. Klasicka C18
kolona ma hodnotu silanolového indexu nepatryssi (o 2,3 %) nez testovana kapilara
naplréna butyl-methakrylatovym monolitem.

Porovnanim vysledkziskanych za podminek Waltersova testdp&atkem a
po skoreni optimalizace separace pro dané pufry a kolofhy bjisSttno, Ze nedoslo
béhem nefeni prokazatekh k vyraznym zmindm hydrofobnosti a silanolového
indexu/indexu polarity. Jedinou vyjimku tiofosfor&nanovy a octanovy pufr na
kolor¢ Discovery Zr PBD. Zde doSlo k vyraznému poklesdrbjobnosti a vyraznému

naristu indexu polarity vliivem pouzivaného pufru v mobfazi.
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5 Vysledky a diskuse

5.2 Silikagelové reverzni stacionarni faze

Experimenty shrnuté v této disefté praci Ize rozélit do 3 ¢asti podle typu
stacionarni féaze pouzité pro studium chromatogkéfic chovani vybranych
bioaktivnich pentapeptida nonapeptigl Prvni celek tvii komegné dostupné reverzni
stacionarni faze na bazi silikagelu, kdy byly poyikiolony Supelcosil C18 a Discovery
HS F5. Podrobnosti oéthto kolonach a provedené experimenty jsou shrnuty
v nasledujicich podkapitolach. Druhoast této disertai prace tvé vysledky ziskané
s vyuzitim moderni komeni stacionarni faze na bazi oxidu zirk&itého a v teti ¢asti
byl pouzit butyl-methakrylatovy monolit jako stas@rni faze pro cLC, ktery byl

piipraven na Kate@ analytické chemieiP UK v Praze.

5.2.1 Supelcosil C18

Tato kolona je podle udajyrobce speciakhdeaktivovana (,endcapped”) pro
analyzu bazickych latek, coZz znamenda, Ze tentokiypn je vhodny pro analyzu
studovanych analyt Vyrobcem je deklarovano, Ze kolona Supelcosil @b8kytuje
kratSi retenci, lepSi tvary pika lepSi dinnost \ici jinym C18 kolonam. Zakladni

vlastnosti této kolony jsou uvedenylabulce. 5.2.1.1

Tabulka 5.2.1.1

Vlastnosti klasické oktadecylové stacionarni fazdazi silikagelu, Supelcosil C18.

znak Lendcapped”
obsah uhliku 11,0 %
délka x 1.D. 25cm x 4,6 mm
pokryti 3,1 umol/n?
matrice silikagel, kulovitésastice
aktivni skupina oktadecyl (C18)
velikostéastic 5um
velikost poi 120 A
specificky povrch 170 nt/g

Kolona byla pouZita pro studium reteho chovani sisi pentapeptidl a
nonapeptid v raiznych mobilnich fazi, které byly tyeny smsi organické slozky,
acetonitrilu, a vodné slozky, pufru. Byly testovamy razné typy pufé, a to

fosfore&nanovy, octanovy a mravémovy pufr, s cilem dosahnout rychlé &naé
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5 Vysledky a diskuse

separace studovanych latek a najit takovou mofdlij ktera by pipadré umoziovala
spojeni s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem

5.2.1.1 Pentapeptidy

Pro nalezeni podminek vhodnych pro separaésspentapeptitl byly postups
optimalizovany nasledujici parametry: pH a koncesdr pufru jako vodné slozky
mobilni faze, a také pain organické slozky a vybraného pufru.cB@ni podminky,
tedy pongr organické slozky mobilni faze a vodné slozky, AGR-10° mol-dnmid

fosforegnanovy pufr 20/80 (v/v), byly zji8hy na zaklad predkEZnych experimerit

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

Mobilni faze, slozend z ACN a 3@° moldm?® fosfor&nanového pufru
v poreru 20/80 (v/v), byla pouzita pro nasledujici expeanty zjigujici vliv pH na
retertni chovani studovanych pentapefti¥¥liv pH vodné slozky na zému retegnich
charakteristik byl testovan vrozmezi hodnot 3,0—fpbr. 5.2.1.1.1 Retence
studovanych pentapepiidklesala s rostouci hodnotou pH fostoranového pufru.
Symetrie pik byla tén&t nezavisla na zsmé pH vodné slozky a pohybovala se
v rozmezi hodnot 1,0-2,2 pro jednotlivé pentapgptifiento fakt ukazuje na didb
chrarény povrch silikagelu a na dobrou homogenitu silidagych ¢astic. Déle bylo
hodnoceno rozliSeni vSech studovanych afalgt klesajicim pH se ztwa zlepSuje
rozliSeni Leu—enkefalinu a D—-Ala,Leu—enkefalinu alénzlepSeni bylo pozorovano u
paru Met—enkefalin a Leu—enkefalin. D—Ala,Leu—eakafa Leu—enkefalinamid byly
lépe rozliSeny P nejvysSim studovaném pH (pH 6,0), nebo naopakigkém pH (pH
3,0).

Pro nasledujici experimenty byla pouzita mobildizef o slozeni ACN-
50-10° mol-dm?® fosforetnanovy pufr 20/80 (v/v) o pH 5,0. V této mobilnizidyly
vSechny sledované parametry, tedy rozliSeni a sieneiki, dostaténé (Rs min 3,1 a
As max 1,2) a sledované analyty eluovaly v nejkratééternich casech (do 8 min).
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Obr.5.2.1.1.1

Zavislost rete#niho faktoru studovanych pentapejptida znéné pH fosfor&nanového pufru na kolén

Supelcosil C18; mobilni faze ACN-50:3nol-dm?® fosforetnanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv koncentrace fosfore¢nanového pufru

DalSim studovanym parametrem na réteénchovani pentapeptid byla
koncentrace fosfotmanového pufru v koncenttiaim rozmezi (10—-100)- Tomol-dn#.
Pro tyto experimenty byla pouzita mobilni faze ozsini ACN—fosforénanovy pufr,
pH 5,0 20/80 (v/v). Virstajici koncentrace pufru nevede térk Zadné zrné retence
3 studovanych analyt stejreé tak neovliviuje symetrii pik a rozliSeni. OdliSné chovani
bylo pozorovano jen u Leu—enkefalinamidu, jehoZzmee zné&n¢ klesala s rostouci
koncentraci pufru, iedevdim v oblasti (10-60)-3nol-dm®. Toto odli§né chovani
pravdEpodobré souvisi s fitomnosti amidové skupiny na konci AMi€ttzce daného
peptidu.

Vyhodnocenim nattenych dat byla pro dalSi optimalérd kroky zvolena
koncentrace fosfosmanového pufru 50-10mol-dm®. Hodnota rozli$eni se pohybovala

v rozmezi 2,3-5,3 a symetrie pikyla maximalg 1,1. VysSi hodnoty koncentrace, tedy

vySSi iontova sila mobilni faze, ktera by vedlazkeaceni doby analyzy, nemohla byt

Poznamka k prokladani bobd grafech:
Z divodu lepsi orientace v obrazcich jsou jednotlivéybo grafech vzajeminpropojovany, pestoze
takto vytvaené zavislosti nemusi zcela vypovidat o realnéibghiu zavislosti.
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5 Vysledky a diskuse

zvolena, protoze se zhorSilo rozliSeni mezi anapAla,Leu—enkefalinem a Leu—

enkefalinamidem.

Vliv poméru organického modifikatoru a pufru

Na zéaklad predeslych vysledk (vysoké rozliSeni a dobra symetrie {ilbyla
zvolena mobilni faze obsahujici ACN a 50°¥fol-dm?® fosforesnanovy pufr o pH 5,0.
Pro sledovani vlivu organického modifikatoru na asepi enkefalid byly pouzity
mobilni faze slozené z ACN a fosféorenoveho pufru wthto objemovych posrech:
40/60, 35/65, 33/67, 30/70, 27/73, 26/74, 25/757@A23/77 a 22/78 (v/v)obr.
5.2.1.1.2) Retence enkefalinznané vzristala s klesajicim obsahem ACN v mobilni
fazi a rozliSeni se s nizSim obsahem ACN také plegds. Piibéh ziskané zavislosti je
zcela typicky pro reverzni chromatografii pefitidvVelice ¢asto je tento ibeh
pozorovan dokonce v mnohem uzSim intervalu hodnbsalou organického
modifikdtoru v mobilni fazi, nez je tomu viipad studovanych enkefalin naf.
v rozsahu 10 % ACN.
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Obr.5.2.1.1.2

Zavislost reteéniho faktoru na obsahu acetonitrilu v mobilni fAaikolorg Supelcosil C18; mobilni faze
ACN-50-10° mol-dm? fosforetnanovy pufr pH 5,0; teplota 25 °C.

Smés pentapeptitl byla dolie separovana v mobilni fazi obsahujici ACN-
50-10° mol-dm?® fosforginanovy pufr pH 5,0 22/78 (v/v). Ukazkovy chromatgrje

uveden naobr. 5.2.1.1.3 Fi optimalizovanych podminkach separacessinenkefaliri
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5 Vysledky a diskuse

se hodnoty rozliSeni pohybovaly v rozmezi 2,8-5§raetrie pik studovanych analit
nabyvala hodnot od 1,0 do 1,3¢ibhost kolony vyjagena pétem teoretickych pater na

metr kolony dosahovala hodnot ~ 38 000.
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Obr.5.2.1.1.3

Optimalizovand separace &sn enkefalii na kolo® Supelcosil C18; mobilni faze ACN-
50-10° mol-dm® fosforeznanovy pufr pH 5,0 22/78 (v/v); teplota 25 °Ciifmk 1 ml/min; davkovani
10 yl; detekce 214 nm. Identifikace pbitk(1) uracil; (2) D-Ala,Leu—enkefalin; (3) Met—eri&bn; (4)
Leu—enkefalin; (5) Leu—enkefalinamid.

5.2.1.2 Nonapeptidy

Druhou skupinou peptid u kterych bylo sledovano ret@r chovani v zavislosti
na zmén¢ nékterych parametr, byly nonapeptidy — vasopresiny. Jde o latky gtruk
odlisné od pentapepftid Struktura vasopresinje tvaena cyklickouc¢asti uzavenou
disulfidickym mistkem a zbyvajicimi 3 aminokyselinami, které iffveolny a pro
interakce dote pistupny koncovyetzec.

P¥i optimalizaci separace nonapefiticia kolorg Supelcosil C18 bylo postupovano
stejré jako v ipact separace enkefalin Nejprve byl tedy sledovan vliv pH, dale
koncentrace pouzitych puifta vliv pongru vodné a organické slozky v mobilni fazi na
retertni chovani sledovanych nonapejti@yly studovany tyto pufry: fosfot@anovy,
octanovy a mraveanovy. Provedené experimenty a ziskané vysledky pmapsany

v nésledujicich kapitolach.
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5 Vysledky a diskuse

5.2.1.2.1 Fosforénanovy pufr

Pri separaci sisi enkefalirii se fosforénanovy pufr os#dcil, byl tedy pouZit i
v pripact optimalizace separace nonapeptiByl opét sledovan vliv pH, koncentrace a
poner tohoto pufru a acetonitrilu jako organické sloZky retenci vybranych

nonapeptid.

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

Vliv pH vodné slozky mobilni faze na retenci studonych nonapeptid byl
sledovan v mobilni fazi obsahujici ACN-50>1hol-dm? fosforeinanovy pufr 20/80
(v/v) pii hodnotach pH 2,5; 3,5; 4,5 a 6db(. 5.2.1.2.1.), tedy v rozsahu pouzitelnosti
silikagelovych kolon. Retence analyse zvySovala s rostouci hodnotou pH pufru
(vodné slozky mobilni faze). V oblasti pH 2,5-3rtalyty Arg—vasopresin a isotocin a
dale oxytocin a desmopresin koeluovaly. RozliSendyimetrie pik se s rostouci
hodnotou pH zlepSovaly. Nejvhoggi se jevilo z hlediska retence, rozliSeRi% 0,8) a
symetrie pik (As max 2,0) pH vodné slozky 4,5. Mobilni faze o torptd byla tedy

pouzivana v dalSich optimali&ach krocich.
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Obr.5.2.1.2.1.1

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytha zngné pH fosfor&nanového pufru na kolén
Supelcosil C18; mobilni faze ACN-50:4nol-dm?® fosforeznanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.
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Vliv koncentrace fosfore¢nanoveho pufru

V dalSim kroku byla optimalizovdna koncentracefdosnanového pufru a
sledovan jeji vliv na separaci vasoprésinrozmezi (10—-100)-10mol-dm®. Mobilni
faze obsahovala ACN-fosfamanovy pufr pH 4,5 20/80 (v/v). Retence analge
vyrazrgji snizovala v oblasti koncentraci (10-50)*I@ol-dm® (obr. 5.2.1.2.1.p
V rozmezi koncentraci (70—100):31fol-dnmi® fosforetnanového pufru doslo ke koeluci
paru Lys—vasopresin a Arg—vasopresin a paru oxytaadesmopresin. Retenc&siny
analyti (krom¢ posled& jmenovanych) vtéto oblasti byla na koncentraci
fosforegnanového pufru tési nezavisla. RozliSeni i symetrie byly lepdi piZzSich
hodnotach koncentrace fosforanového pufru, a proto pro dalSi experimenty byl

vybran 10-18 mol-dm?® fosforesnanovy pufr.
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Obr.5.2.1.2.1.2

Zavislost reteéniho faktoru na z#né koncentrace fosfoi@anového pufru na kolénSupelcosil C18;
mobilni faze ACN-fosforgnanovy pufr pH 4,5 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv poméru vodné a organické slozky

Na zaklad vysledki predchozich optimalizaich kroki byla pouzita mobilni
faze o slozeni ACN—10-Tamol-dm? fosforeinanovy pufr pH 4,5 pro sledovani vlivu
pon¥ru pufru a acetonitrilu 24/76; 22/78; 20/80; 18/8216/84 (v/v) na retenci
studovanych analyt S nizSim obsahem acetonitrilu v mobilni fazi sgrazre
zvySovala retence vasopresifRozliSeni a symetrie pikse zlepSovaly se sniZujicim se
obsahem ACN.
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5 Vysledky a diskuse

NejlepSi separace $8i vasopresiih na kolo Supelcosil C18 bylo dosazeno
v mobilni fazi obsahujici ACN—10-Famol-dm?® fosforetnanovy pufr pH 4,5 18/82
(v/v). Hodnoty sledovanych paramietbyly: rozliSeni 0,6-5,1; symetrie 1,6-3,1 a
acinnost separace 15 000-22 000. Ziskany chromatog@anmezobrazen naobr.
5.2.1.2.1.3 Z chromatogramu je patrné, Ze doslo k neupinémzdtteni Arg— a Lys—
vasopresinu. Poz{ eluujici nonapeptidy maji rozmyté piky a nizkaedezvu.
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Obr.5.2.1.2.1.3

Optimalizovana separace &sn vasopresitn na kolok Supelcosil C18; mobilni faze ACN-
10-10° mol-dm® fosforeinanovy pufr pH 4,5 18/82 (v/v); teplota 25 °Ciijmk 1 ml/min; davkovani

10 ul; detekce 214 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) Arg—vasotocin; (3) Lys—vasopres{d) Arg—
vasopresin; (5) isotocin; (6) oxytocin; (7) desnesgin.

5.2.1.2.2 Octanovy pufr

Druhym zvolenym typem pufru byl octanovy pufr. T@npufr je oproti
fosfore&enanovému pufru Setgfsi k silikagelovym kolonam. DalSi vyhodou octanbwé
pufru je oproti fosforenanovému jeho kompatibilita s MS detekci. Jeho hedgu je
vysokd absorpce v UV oblasti vhodné pro detekcdmtanych peptidl a z toho
vyplyvajici nizSi odezva sledovanych latek. Na aéklpredchozich experimentalnich
zkouSek byla vybrana vinova délka detekce 230 nobr® pufrégni kapacita tohoto

pufru lezi giblizné v rozmezi hodnot pH 4,0-6,0.
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5 Vysledky a diskuse

Byl zvolen stejny postup optimalizace separace apeptidi jako u
fosforegnanového pufru. Tedy byl sledovan vliv pH a koncare octanoveého pufru a
obsah ACN v mobilni fazi.

Vliv pH octanového pufru

Vliv pH vodné slozky, pufru, na retémi chovani studovanych analybyl
sledovan v mobilni fazi ACN—50-Fmol-dm® octanovy pufr 20/80 (v/v). Vliv pH
vodné slozky mobilni faze byl studovan v oblasti48-6,0 ¢br. 5.2.1.2.2.1 Retence
analyti se s rostoucim pH minsnizovala, vyrazny pokles byl pozorovan pro Arg—
vasopresin. Isotocin se nepdittav Zadné z pouzitych mobilnich fazi adit od uracilu
(tm). DoSlo ke zmin¢ elwniho pdadi sledovanych analyproti mobilni fazi obsahujici
fosfore&nanovy pufr. Zamna pufru v mobilni fazi vedla ke zme selektivity
separaniho systému. Vyhodnocenim paranietetence a rozliSeni, giplédnutim
k pufra&ni kapaci¥, byla pro dalSi experimenty zvolena mobilni faz€Mv-octanovy
pufr pH 5,0 20/80 (v/v). V této mobilni fazi bylySechny sledované parametry, tedy
rozliSeni a symetrie pik dostaténé, s vyjimkou dvojice Arg— a Lys—vasopresin, pro
které rozliSeni bylo 0,8.
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Obr.5.2.1.2.2.1

Zavislost retetniho faktoru studovanych analyha zngné pH octanového pufru na kolérSupelcosil

C18; mobilni faze ACN-50-10mol-dm®octanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.
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5 Vysledky a diskuse

Vliv koncentrace octanového pufru

ZAavislost retence studovanych nonapeptich zngné koncentrace octanového
pufru byla prondtena v oblasti (10—100)-Eanol-dm®. Retence a rozlieni nonapejitid
znainé klesd vrozmezi koncentraci (10-50)*1fol-dm® (kroms isotocinu a
desmopresinu). V oblasti (50-100)3ol-dni® je retence latek na zms koncentrace
octanového pufru tééh nezdvisla. Isotocin koeluuje s uracilety) (v celém rozsahu
koncentraci, a také v oblasti (50—100)10ol-dm® koeluji desmopresin a Arg—
vasopresin. Piky vykazovaly lepSi symetriii mizSich hodnotach koncentrace
octanového pufru. Vyhodnocenim experimentélnichbyé pro dalSi rreni zvolena
koncentrace octanového pufru 30%1fol-dm®. P této koncentraci do$lo jak
k dostaténému rozdleni analyt (krome isotocinu odty), tak i symetrie pik byla
post&ujici (1,1 — 1,5).

Vliv poméru organické a vodné slozky

Vliv obsahu organické a vodné slozky na reéténchovani nonapeptidbyl
studovan v mobilni fazi slozené z ACN a 30%10ol-dm? octanového pufru o pH 5,0
v nasledujicich objemovych p@énech 24/76; 22/78; 20/80; 18/82; 16/84 a 14/86)(v/v
Retence analyt mirreé klesala s rostoucim obsahem acetonitrilu v mobiiéazi.
Napiklad u nejvice zadrzovaného nonapeptidu Arg—vasipu byla g zmeéné obsahu
ACN v mobilni fazi o 10 % (ze 14 % na 24 %) pozecmwa zndna retedniho faktoru
z hodnoty 1,6 na 1,1, tedy o 31 %. Retence isotpditery eluuje v mrtvéniase (), a
oxytocinu je na zriné obsahu organického modifikatoru t&hmezavisla. Zadny vliv
obsahu ACN v mobilni fazi nebyl &dhto dvou analyi pozorovan i pro rozliseni a
symetrii piki. RozliSeni ostatnich analyse s rostoucim obsahem acetonitrilu sniZuje.
Nejlepsi symetrie pik(1,1-1,6) a dostajici rozliSeni (1,6—4,8) byly ziskany v mobilni
fazi obsahujici 20 % (v) ACN. dihnost separace v dané mobilni fazi dosahovala
hodnot od 18 000 do 24 000 tp/m v zavislosti ndyana

Nejlépe byla swms studovanych nonapepiidseparovana v mobilni fazi
obsahujici ACN-30-19dmol-dmoctanovy pufr pH 5,0 20/80 (v/v). Chromatogram za
optimalizovanych podminek je pro ilustraci uvederobr. 5.2.1.2.2.20proti separaci
v mobilni fazi obsahujici fosfoteanovy pufr se zde vyragrekratila doba analyzy,
piky jsou lépe roztlené a symetrie pikje také lepSi. Jedinou nevyhodou pouZziti

mobilni faze s octanovym pufrem je nestabilni zdkldinie a nizka odezva analypii
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5 Vysledky a diskuse

UV detekci. Tento sepafai systém by vSak byl vhodny k pouziti ve spojeni
s MS detekci.

DalSi znm&éna, oproti separaci sisi analyft v mobilni fazi obsahujici
fosfore&nanovy pufr, se projevila v za&m elwniho pdadi studovanych anafyt
Pravd@podobré odliSna interakce fosfo¥manu s povrchem stacionarni faze omezuje
interakci studovanych anaiyt se zbytkovymi silanolovymi skupinami. S touto
hypotézou koreluji také nizSi hodnoty reteith faktofi naneétrené na dané koleénza
pouziti fosforénanového pufru ve srovnani s pufrem octanovym. dglioseparace
v mobilni fazi obsahujici ACN-octanovy pufr bylold@ oddleni Lys— a Arg—
vasopresinu, které jsou si velmi podobnéaato je obtizn&i nemozné je od sebe
oddklit.

20

154

104 6 7

Odezva, mAU
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Obr.5.2.1.2.2.2

Optimalizovand separace &sn vasopresih na kolog Supelcosil C18; mobilni faze ACN-
30-10% mol-dm?® octanovy pufr pH 5,0 20/80 (v/v); teplota 25 °Cfifok 1 ml/min; davkovani 1Qul;
detekce 230 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) isotocin; (3) oxytocin; (4) Argagotocin; (5) Lys—

vasopresin; (6) desmopresin; (7) Arg—vasopresin.

5.2.1.2.3 Mravetianovy pufr

Jako posledni sepdrd systém byla testovana pro separactssmonapeptitl
mobilni faze obsahujici mravémovy pufr, ktery by nesh vykazovat tak silnou
absorpci ve zvolené detgk UV oblasti, proto by jeho zakladni linie ¢la byt

stabilrgjSi  nez zakladni linie octanového pufru. Na zaklagredchozich
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5 Vysledky a diskuse

experimentalnich zkousek byla zvolena vinova dél&sekce 230 nm. Mravéanovy
pufr byl pouzit pouze pro separaci &n 4 nonapeptil (Arg—vasotocin, Arg—
vasopresin, Lys—vasopresin a oxytocin), protozeSiddl/a nonapeptidy (isotocin a
desmopresin) nebyly v débexperimeni jiz k dispozici. Mravetanovy pufr byl

pouzivan v oblasti pH od 2,5 do 5,0, tedy v oblgtto dobré pufreni kapacity.

Vliv pH mravencanového pufru

Zmeény retertniho chovani sisi vasopresiih byly sledovany p pH vodné
slozky 2,5; 3,5; 45 a 5,0 vmobilni fazi slozené ACN a 50-10 mol-dni®
mraverganového pufru 20/80 (v/v). Retence analjg na zngné pH ténei nezavisla.
Arg—vasopresin a Lys—vasopresin se nefitmad sebe H Zzadné studované hodiot
pH oddlit. Nejmére zadrzovany nonapeptid byl vasotocin, jehoz raiefaktor n#l
hodnotu 0,1. Reteéni faktor nerozéleného paru Arg— a Lys—vasopresinu dosahoval
hodnoty 0,2 a nejvice byl zadrZzovdn oxytocin sn@&tém faktorem o hodnétO0,8.
RozliSeni vSech denych nonapeptid se pohybovalo v rozmezi (1,4-6,0) a symetrie
dosahovala nejlepSich hodnot (1,2—1,8) gH vodné slozky mobilni faze 4,5, proto

byla tato mobilni faze vyuzita v dalSich optimadiaech krocich.

Vliv koncentrace mravenc¢anoveho pufr

Mobilni faze obsahujici ACN — mrav&amovy pufr pH 4,5 20/80 (v/v) byla
pouzita pi sledovani zavislosti retence na &w koncentrace mravéanovéeho pufru
v rozmezi (10-100)-10mol-dm® (obr. 5.2.1.2.3.)L Retence nonapeptidklesala
s rostouci hodnotou koncentrace mrasaermoveho pufru, stejnou tendenci vykazovalo i
rozliSeni pik jednotlivych analyi. Arg—vasopresin a Lys—vasopresin se pibalad
sebe oddit pouze v 10-18 mol-dm® mraveranovém pufru. Tato koncentrace byla
proto pouzita i v dalSich experimentech. Hodnotyliseni a symetrie studovanych
analyti v mobilni fazi obsahujici 10-Tanol-dm® mraveanovy pufr dosahovaly

hodnot minimala 0,7 respektive maximéain,2.
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5 Vysledky a diskuse

1,6

—®&— Arg-vasotocin

1.4 v —®— Lys-vasopresin
i —A— Arg-vasopresin
12 —w— Oxytocin
. v
1,0 \v

0,8 1

0,6—-
| \‘\

0,2

retenéni faktor, k

‘\
a— @00 Py

n
T —a— n
00 e ————

0 20 40 60 80 100

koncentrace mraven&anového pufru, [10° mol-dm™]

Obr.5.2.1.2.3.1

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytha zn&né koncentrace mraveéanového pufru na
kolore Supelcosil C18; mobilni faze ACN—mrawamovy pufr pH 4,5 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv poméru vodné a organické slozky

Vliv obsahu organické a vodné slozky v mobilniifaa retenci studovanych
analyti byl sledovan v mobilni fazi o slozeni ACN-10>1@ol-dm® mraveranovy
pufr, pH 4,5 v objemovych patrech 26/74; 24/76; 22/78; 20/80; 18/82; 16/84; 648
12/88 (v/v). Se snizujicim se obsahem ACN v molidai se retence i rozliSeni analyt
zvySovaly, jak je doie vidt z obr. 5.2.1.2.3.2 Symetrie pik byla na obsahu ACN

v mobilni fazi téndt nezavisla.

Nejlepsi separace bylo dosazeno v mobilni fazi AGNZO® mol-dnmd
mraverganovy pufr pH 4,5 18/82 (v/v).rRBlusny chromatogram této separace je uveden
naobr. 5.2.1.2.3.3 vSechny sledované parametry, tedy rozliSeni a&sigmpiki byly
dostaténé s minimalré 0,8; As max 2,5 a tp/m ~ 15 000) a studované analyty eliyov

v reter@nichéasech do 12 min.
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Obr. 5.2.1.2.3.2

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytha obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na kaion

Supelcosil C18; mobilni faze ACN—10-3fhol-dm® mraveranovy pufr pH 4,5; teplota 25 °C.
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Obr.5.2.1.2.3.3
Optimalizovana separace &sn vasopresitn na kolok Supelcosil C18; mobilni faze ACN-
10-10° mol-dm® mravertanovy pufr pH 4,5 18/82 (v/v); teplota 25 °C;ifmk 1 ml/min; davkovani

10 ul; detekce 230 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) Arg—vasotocin; (3) Lys—vasopres{d) Arg—
vasopresin; (5) oxytocin.
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5 Vysledky a diskuse

5.2.1.3 Shrnuti

Na silikagelové kolo# Supelcosil C18 bylo podrobrstudovano retemi chovani
dvou skupin peptitl v riznych systémech mobilnich fazi. Byl sledovan Wipu pufru
(fosfore&nanového, octanového a mraveanového), jeho pH a koncentrace a pam
daneho pufru a ACN na separaci¢smpentapeptil nebo nonapeptid Byl zkouman
vliv jednotlivych optimalizénich paramefr na zakladni ret&mi charakteristiky jako
retertni faktor, rozliSeni, symetrii pik a (Einnost analyzy vyjané pdtem
teoretickych pater na metr kolony.

Separace s#si pentapeptidl byla optimalizovana v mobilni fazi obsahujici ACN
a fosforénanovy pufr. Vyhodnocenim vSech sledovanych panmdmétla jako
nejvhodrjSi mobilni faze pro separaci 8sn 4 pentapeptid zvolena mobilni faze
slozen& z ACN a 50-Tfmol-dnm® fosforetnanového pufru pH 5,0 22/78 (v/v). Doba
analyzy smsi pentapeptidl byla kratkd (do 7 min) a vSechny sledované pamgmet
separace byly dostajici (Rs> 2,8;As< 1,3 a tp/m ~ 38 000). Tento pufr bohuzel nelze
pouzit pro MS detekci, proto by bylo vhodné vyzketuginé typy pufi.

VétSi pozornost byladnovana optimalizaci separace&@innonapeptid, kdy byly
studovany 3 typy pufr (fosfor&nanovy, octanovy a mravé&movy). Fosforénanovy
pufr se osedCil pii analyze pentapeptig dale octanovy a mraveanovy pufr byly
vybrany s ohledem na moznou MS detekci. Optimatizacdminek pro MS detekci
vSak nebyla fednetem této diserimi prace.

Retence analyt v mobilni fazi obsahujici ACN-fosfoteanovy pufr rostla
s rostouci hodnotou pH, n&jgi vliv pH na retenci byl pozorovan u desmopresiu
zmeéné pH v mobilni fazi ACN—octanovy pufr byl pozorovahv opatny, tedy retence
analyti s rostoucim pH klesala a Zma pH mobilni faze #a opst nejwtsi vliiv na
desmopresin. Mobilni faze ACN-mrawamovy pufr byla pouZita jen pro separaci
smesi 4 nonapeptid, zména pH nendla vyrazny vliv na retenci. V této mobilni fazip
jakékoli zmené pH pufru nebylo dosazeno ra#eni paru Arg—vasopresin a Lys—
vasopresin. festoZze byl pozorovanizny vliv zmény pH na retenci sledovanych
analyt, jako nejvhodgjSi pH byla vybrana podobna hodnota pH pro vSeépufry, a
to pH 4,5 pro fosforanovy a mraveranovy pufr a pH 5,0 vifpac octanoveho
pufru.

DalSim dilezitym krokem byla optimalizace koncentrace vylyadm pufia. Pro
vSechny 3 systémy mobilni faze byl pozorovan staend, tedy se zvySujici se
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5 Vysledky a diskuse

koncentraci pufru se retence, a tedy i rozliSemiyhin snizuje. Proto se shoéijako
nejvhodrgjsi jevily nizSi hodnoty koncentraci, coz byla Wgads fosfor&nanového
pufru koncentrace 10-Fanol-dm®, v piipadt octanového pufru 30-Fmol-dm?®
koncentrace a koncentrace 10?Ifiol-dni* byla vhodna pro mravéanovy pufr.

Zmeéna pongru ACN a pufru ve vSech sledovanych mobilnich fazigla stejny
vliv na retenci, tedy s niz§im obsahem organiclaZlsl, ACN, se retence analyt
zvySovala. Jako nejvhodsi slozeni mobilni faze (pa¥n organické a vodné slozky)
byly vybrany pordry 18/82 (v/v) ACN-fosforénanovy pufr, 20/80 (v/v) ACN-
octanovy pufr a 18/82 (v/v) ACN—mraw&novy pufr.

Z vysledki je patrno, Ze vSechny 3 mobilni faze, které byhnaseny jako
optimalizované, maji velmi podobné parametry, alsledné separace se Zna lisi.
Separace s#si nonapeptil v mobilni fazi ACN—10-18 mol-dm® fosforesnanovy pufr
pH 4,5 18/82 (v/v) se potita do 26 min. Zadhto podminek se ovSem nepiilia
rozclit Arg—vasopresin a Lys—vasopresiRs ¢ 0,6). V mobilni fazi ACN—octanovy
pufr nedosSlo Bhem optimalizace kd&eni isotocinu a uracilutf), tzn. Ze isotocin
eluoval v mrtvéntase. Ostatni analyty byly roddny s dostataou hodnotou rozliSeni
(Rs>1,2 do 10 min v optimalizované mobilni fazi ACN-octagopufr pH 5,0
20/80 (v/v). V této mobilni fazi se zmilo elwni pdadi analyt oproti ostatnim
separanim systémm, coz ukazuje na zinu selektivity daného sepérdho systému.
Pfi pouziti mravetanového pufru jako vodné slozky mobilni faze bylosaFeno
nejlepSiho deni 4 studovanych nonapeptidv mobilni fazi slozené z ACN a
mraverganového pufru o pH 4,5 18/82 (v/v). Ani v této mobifazi vSak nedoslo
k dostaténému rozdleni Arg—vasopresinu a Lys—vasopresiRy ¥ 0,8). Celkova doba
separace byla 15 min s dostaigm rozliSenim ostatnich anaiytRs > 4,0). VypcXitana
acinnost kolony pro vSechnyitpouzivané pufry byla v rozmezi 10 000-24 000 tp/m

v zavislosti na analytu.
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5.2.2Discovery HS F5

Relativni novinkou na trhu s chromatografickymidawhmi je kolona Discovery
HS F5. Jednd se o silikagelovou kolonu s navazapentafluorfenylpropylovou
skupinod® Zkratka v ndzvu kolony HS znamené ,high surfadet). Ze specificky
povrch kolony dosahuje hodnoty 306/ U jinych silikagelovych kolon je specificky
povrch mnohem mensi, nap u kolony Supelcosil C18¢ini 170 nfig.
Pentafluorfenylpropylova stacionarni vazana fazes¢hopna dit urcité skupiny
problematickych analyt s vybornou selektivitou, dalSi vyhodou této faeespadna
pienositelnost metod vypracovanych pro C18 kolonykaobbnu Discovery HS F5.
Pentafluorfenylpropylové stacionarni faze na balkagelu dale vykazuji vyborné
tvary piki, jsou velmi stabilni a kompatibilni s MS detek€ito kolony jsou mé#
hydrofobni nez klasické C18 faze, a jsou tedy viéogmo analyzy s vysokym
procentem vodné slozky v mobilni faziii Pseparaci bazickych latek na koton
Discovery HS F5 se projevuje tzv. ,U" retem profil, tzn. Ze s rostoucim obsahem
ACN v mobilni fazi se retence latek sniZzuje, a foda utitého bodu, kde aft zaine
retence narstat. Zakladni vlastnosti této kolony jsou uvederabulce 5.2.2.1

Tabulka 5.2.2.1

Vlastnosti pentafluorfenylpropylové stacionarnidam bazi silikagelu, Discovery HS F5.

znak .endcapped”
obsah uhliku 12,0 %
délka x 1.D. 25cm x 4,6 mm
pokryti 4,0 umol/n?
matrice silikagel, kulovitésastice
aktivni skupina pentafluorfenylpropyl (PFPP)
velikostéastic 5um
velikost pot 120 A
specificky povrch 300 nf/g
pH rozmezi 2-8
teplotni limit 70 °C

Kolona Discovery HS F5 byla pouZita pro optimalizaeparaci sisi

pentapeptid a nonapeptid v raiznych typech mobilni faze, ktera byla &horganicke
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sloZzky, acetonitrilu, a vodné slozky temé fosforénanovym nebo octanovym pufrem.
Mravertanovy pufr, ktery podle udajvyrobce vykazuje na této koldrvelmi malou

elueni silu, nebyl zkouman.

5.2.2.1 Pentapeptidy

Jak jiz bylore¢eno v ivodwKapitoly 5.2.2 I1ze lehce pevést metody pouzivané
u C18 fazi na fluorované faze. Proéteni tohoto tvrzeni byla pro separaciésim
pentapeptid pouzita mobilni faze optimalizovana pro separactss pentapeptitdl na
kolons Supelcosil C18, tedy ACN-50-%6nol-dm® fosfor&nanovy pufr pH 5,0 22/78
(v/v). DoSlo k @leni sledovanych analytale zn&né se prodlouzila doba analyzy (~ 40
min). Ukazalo se, Ze vypracovanou metodu pro peptigy na kolog Supelcosil C18
nelze jednoduSeipvést na kolonu Discovery HS F5. Proto musela bgbimi faze
optimalizovana. Byl of sledovan vliv pH, koncentrace pouzitého pufrubaaln ACN
v mobilni fazi na separaci $si analyfi. Ostatni podminky separace jakaitpkova

rychlost mobilni faze 1 ml.miha UV detekce i 214 nm #istaly zachovany.

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

Zakladni mobilni faze, stejnjako u klasickeé silikagelové kolony Supelcosil
C18, byla slozena z ACN-50-1@nol-dm® fosforesnanového pufru 20/80 (v/v). pH
fosforegnanového pufru se nilo v rozmezi hodnot 2,5-7,®l¢r. 5.2.2.1.). Retence
analyti se s rostoucim pH vodné sloZzky mobilni faze srafavOdliSné chovéni, které
s nej\tsi pravépodobnosti ovlivnila fitomnost amidové skupiny zabudované ve
strukture tohoto peptidu, bylo pozorovano u Leu—enkefaliiany rozsahu pH 5-7. Na
z&kladt ziskanych vysledkbyla jako nejvhod§Si hodnota pH fosformanového pufru
zvolena 4,5. R tomto pH bylo rozliSeni vSech analydost&ujici (Rs 3,5-6,5) a
hodnoty symetrie byly taktéz vyhovujidgl,2—-1,4).
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Obr.5.2.2.1.1

Zavislost rete#éniho faktoru studovanych peplidna znéné pH fosforénanového pufru na kolén
Discovery HS F5; mobilni faze ACN-50-1fnol-dm? fosforeinanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv koncentrace fosfore¢nanového pufru

Pro ugeni nejvhodyjSi koncentrace fosfoéeanového pufru pro separaci &n
pentapeptid na kolor Discovery HS F5 byla pouZita mobilni faze obsatifiCN—
fosforegnanovy pufr pH 4,5. Vliv koncentrace fosfonanového pufru byl studovan
v rozmezi koncentraci (10-100)3mol-dm®. Pro vSechny analyty ve $si bylo
zZjisténo, Ze jejich retence se zvysSujici koncentraci ypugnizuje, dochazi tedy ke
zkraceni doby analyzy. Z vyhodnocenych dat rgteah faktofi (k 0,3-1,2), rozliSeni
(Rs > 2,3) a symetrieAs< 1,4) piki byla pro dalSi experimenty zvolena koncentrace

fosforesnanového pufru 80-T0mol-dm?.

Vliv poméru organické a vodné slozky

Na zaklad vysledki uvedenych v kapitolach vySe byly pro zjist vlivu
poneru organického modifikatoru a pufru na retenci sttahych analyi pouzity
mobilni fize obsahujici ACN-80-1@nol-dm® fosforesnanovy pufr pH 4,5 v poinech
28/72; 26/74; 24/76; 22/78; 20/80; 18/82; 16/84/)\v/

54
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ZAavislost retetniho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi je zné@oa naobr.
5.2.2.1.2.Z vysledki v grafu je patrné, Ze mald Znma obsahu ACN v mobilni fazi
zpasobila velké zrany v retenim chovani sledovanych analyS klesajicim obsahem
ACN v mobilni fazi se retence latek zma zwtSuje. RozliSeni anal§ytdosahovalo
hodnot v rozmezi 1,3-7,6. Symetrie {pibyla nejlepSi A 1,2—-1,9) pi 22 % (v) ACN
v mobilni fazi.
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Obr.5.2.2.1.2

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytha obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na kaion

Discovery HS F5; mobilni faze ACN-80:1fnol-dm®fosforetnanovy pufr pH 4,5; teplota 25 °C.

Smés studovanych pentapeptidbyla nejlépe separovana v mobilni fazi
obsahujici ACN—80-I®mol-dm?® fosforeinanovy pufr pH 4,5 22/78 (v/v). Separace
pentapeptil za tchto podminek je uvedena rabr. 5.2.2.1.3 DoSlo k Uplnému
roz&kleni (Rs 2,8—4,6) vSech sledovanych analgtdobrou symetriiAs 1,1-1,7) Bhem
10 min. Vypg@itana @innost kolony za optimalizovanych podminek se palvgia
okolo 26 000 tp/m v zavislosti na analytu.
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Obr.5.2.2.1.3

Optimalizovana separace &sn enkefalii na kolok Discovery HS F5; mobilni faze ACN-
80-10° mol-dm?® fosfore&nanovy pufr pH 4,5 22/78 (viv); teplota 25 °Cjimk 1 ml/min; davkovani
10ul; detekce 214 nm. ldentifikace pik (1) uracil; (2) Met—enkefalin; (3) Leu—enkefalif4) D—

Ala,Leu—enkefalin; (5) Leu—enkefalinamid.

5.2.2.2 Nonapeptidy

Pri procesu optimalizace separace nonapépta koloré Discovery HS F5 bylo
postupovano stefnjako v @ipadt separace sési nonapeptid na kolor Supelcosil
C18. Byl tedy sledovan vliv pH a koncentrace pouetitpufii a vliv poneru vodné a
organické slozky v mobilni fazi. Vodna sloZzka mabilfaze byla tvéena bd’
fosforegnanovym, nebo octanovym pufrem. Provedené expetimeriskané vysledky

jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

5.2.2.2.1 Fosforénanovy pufr

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

P¥i optimalizaci pH fosforénanoveého pufru bylo postupovano podéljako
v predeslych pipadech. Byla pouzita mobilni faze, kterd se¢ds&Na u kolony
Supelcosil C18 a ktera obsahovala ACN-50-®l-dm?® fosforesnanovy pufr 20/80
(v/v). Hodnota pH vodné slozky se pohybovala v rezm2,5-6,5. Retence andiyt
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5 Vysledky a diskuse

s rostoucim pH vodné slozky roste a tento trendstginy pro vSechny &kné
nonapeptidy dqbr. 5.2.2.2.1.1 NejlepSich hodnot reténich faktofi, rozliSeni a
symetrie pik bylo dosaZzenoipvySSim pH, proto pro dalSi experimenty byla vylaa
mobilni faze ACN-50-1&mol-dm® fosforesnanovy pufr o pH 6,5 20/80 (V/v).
Konkrétni hodnoty rozliSeni a symetrie pro tuto iimdlfazi jsou minimalg 1,9 proRs
a maximalg 1,6 proA..
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Obr.5.2.2.2.1.1

Zavislost rete#éniho faktoru studovanych peplidna zméné pH fosforénanového pufru na kolén
Discovery HS F5; mobilni faze ACN-50-1fnol-dm? fosforeinanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv koncentrace fosfore¢nanoveho pufru

DalSim optimalizovanym parametrem byla koncentfaséore&nanoveho pufru
a jeji vliv na separaci vasopresinbyl sledovan vrozmezi koncentraci (10—
100)-10° mol-dm®. Mobilni faze obsahovala ACN—fosférenovy pufr pH 6,5 20/80
(v/v). Retence anal§tse znang snizovala v oblasti koncentraci (10-50)31fol-dm?®
(obr. 5.2.2.2.1.pa i koncentraci 30-1&mol-dm*®a 50-1F mol-dm?® doslo ke koeluci
Arg-vasopresinu a isotocinu. V oblasti koncentradi70-100)-1& mol-dm®
fosfore&enanového pufru byla retence anélyta koncentraci fosfoteanového pufru
témei nezavisla. Resto byl tvar pik lepSi a rozliSeni dostajici pri vysSich hodnotach
koncentrace fosfosmanového pufru, proto byl pro dalS&fani vybran fosforénanovy

pufr o koncentraci 70-10mol-dm®. Hodnoty rozli§eni se pro tuto koncentraci
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5 Vysledky a diskuse

pohybovaly mezi hodnotami 1,8-10,5 a symetriifiila @iblizné 1,2 pro vSechny
separované nonapeptidy.

20__ —=— Arg-vasotocin

18 4 —@— Lys-vasopresin
] —&— Arg-vasopresin
16 - —w— Isotocin
1 —&— Oxytocin
14 4 N —<4— Desmopresin
124 \
1 v
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koncentrace fosforeénanového pufru, [10° mol-dm?]

A

retenéni faktor, k

Obr.5.2.2.2.1.2

Zavislost reteéniho faktoru na zené koncentrace fosfosmanového pufru na kolérDiscovery HS F5;
mobilni faze ACN—fosforénanovy pufr pH 6,5 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv poméru organické a vodné slozky

Béhem optimalizace po#nu organické a vodné slozky v mobilni fazi pro
separaci sWsi nonapeptil byla pouZita mobilni faze ACN-70-f@nol-dni®
fosforeinanovy pufr pH 6,5 v podénech 24/76; 22/78; 20/80; 18/82; 16/84 a 14/86
(v/v). Se snizujicim se obsahem ACN v mobilni féziprodluZzovala retence analyt
velmi vyrazny naist retence byl zaznamenan u desmopresinu. Po vghedn
nantienych retetnich faktofi, hodnot rozliSeni a symetrie jednotlivych {piyla jako
nejlepsi mobilni faze pro separacic&@inSesti nonapeptidzvolena mobilni faze sloZzen&a
z ACN a 70-18 mol-dm?fosforetnanového pufru pH 6,5 v paim 20/80 (v/v).

Chromatogram na#tieny za &chto podminek je uveden r@br. 5.2.2.2.1.3.
Hodnoty rozliSeni pro analyty se pohybovaly v rozing,8-10,5, hodnoty symetrie
0,9-1,3 a d&innost kolony 37 000-47 000 tp/m v zavislosti naalgiu. Za
optimalizovanych podminek doSlo k separaci vSeatol®apeptid do 18 min, coz je
v kratSimc¢ase nez na kol@nSupelcosil C18. Dokonce se paitta odcklit kriticky par
Arg— a Lys— vasopresin a pagideluujici analyty vykazuji mnohem lepSi symetréz

stejné analyty na kol@Supelcosil C18.
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5 Vysledky a diskuse
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Obr.5.2.2.2.1.3

Optimalizovana separace &sn vasopresih na kolo Discovery HS F5; mobilni faze ACN-
70-10° mol-dm?® fosfore&nanovy pufr pH 6,5 20/80 (v/v); teplota 25 °Ciifmk 1 ml/min; davkovani

10 ul; detekce 214 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) Arg—vasotocin; (3) Lys—vasopres{d) Arg—
vasopresin; (5) isotocin; (6) oxytocin; (7) desnesgin.

5.2.2.2.2 Octanovy pufr

P¥i separaci sisi Sesti nonapeptidna kolorgé Discovery HS F5 doSlo v mobilni
fazi obsahujici fosfokmanovy pufr k Gplnému rozteni vSech analyt do 18 min a
symetrie pik (As 1,0-1,3) byla velmi dobra. Pouziti fosfénanového pufru neni
obecrt vhodné pro spojeni s MS detekci, proto byl jakodré alternativa dale vybran
octanovy pufr. Na zakladoredchozich experimentalnich zkousek bykena optimalni
vinova délka detekce 230 nmii Bptimalizaci separace s nonapeptid s pouzitim
octanového pufru jako vodné sloZzky mobilni faze obylostupovano stejnjako
v pripact fosfor&nanoveého pufru, tzn. bylo sledovano reétinchovani studovanych
peptidh v zavislosti na z#né pH a koncentrace octanoveho pufru a pamtohoto
pufru a ACN.

Vliv pH octanového pufru
P¥i sledovani vlivu pH na reténi chovani studovanych analyna kolor
Discovery HS F5 byla pouZita mobilni faze obsaHUNEN-50-10° mol-dm? octanovy

pufr 20/80 (v/v), kterd se o&tila pii optimalizaci separace na kokbSupelcosil C18,
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5 Vysledky a diskuse

a bylo prondteno rozgti hodnot pH od 4,5 do 6,5lfr. 5.2.2.2.2.1 Ze ziskanych
vysledki vyplyva, Ze s rostoucim pH pouzitého pufru setemee analyt zvySuje, a to
piedevsim v oblasti pH 4,5-5,0. Pouzerippd desmopresinu pokéaje nafist retence

i pfi vySSich hodnotach pH. AnifipvysSim pH se vSak nepdila odclit isotocin a
Arg—vasotocin, které koeluuji v celém studovanémsabu pH hodnot vodné slozky
mobilni faze. Porovnanim retérich faktofi, vyhodnocenim rozliSeni a symetrie ik
bylo zvoleno vhodné pH octanového pufru, a to pbl RozliSeni analyt pti tomto pH
se pohybuje v rozmezi hodnot 1,2-7,4, zatimco hiydsgmetrie lezi v rozmezi 1,9—
2,1.
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Obr.5.2.2.2.2.1

Zavislost retetniho faktoru studovanych analyha zméné pH octanového pufru na koldmiscovery
HS F5; mobilni faze ACN-50-Tmol-dm? octanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv koncentrace octanového pufru

Vliv iontové sily mobilni faze, tj. koncentrace tacového pufru na retenci
studovanych analitbyl sledovan v mobilni fazi obsahujici ACN—octapg@ufr pH 6,5
20/80 (v/v) v koncentimim rozmezi (10-100)-Fomol-dm® (obr. 5.2.2.2.2.2).Z
nantienych dat vyplyva, Ze s rostouci koncentraci oatého pufru se retence latek
snizuje. Nej¥tsi pokles retence nastava v rozmezi koncentrdsi4Q)-10° mol-dm.
Pt vySSi koncentraci je pokles retence poz¥din Isotocin a Arg—vasotociae ot
nepoddilo navzajem oddit. Naznak @leni se objevil v 10-Idmol-dm® octanovém

pufru (K isotocinu 6,0 & Arg—vasotocinu 6,2), kdy ale zardveloSlo ke znénému
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5 Vysledky a diskuse

prodlouzZeni retemich ¢adi, takZze posledni analyt desmopresin eluoval az w0
Proto vyhodnocenim dat, tedy kompromisem mezi doaoalyzy, symetrii pik a
rozliSenim, ziskanych touto optimalizaci byla zvelgako nejvhod¥jSi koncentrace
octanového pufru 50-Fomol-dm® (Rs 1,8 — 6,6 & 0,8 — 2,3).
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Obr.5.2.2.2.2.2

Zavislost reteténiho faktoru studovanych analyha znéné koncentrace octanového pufru na kalon
Discovery HS F5; mobilni faze ACN-octanovy pufr 6% 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv poméru organické a vodné slozky

Mobilni faze obsahujici ACN-50-Famol-dm® octanovy pufr pH 6,5 byla
pouzita k uéeni vlivu obsahu ACN na retémi chovani studovanych nonapejtia to
v nasledujicich posmech ACN-vodna slozka: 22/78; 21/79; 20/80; 19/8B&2 (v/v).

Z nameéienych dat vyplyva, Ze retence a rozliSeni afiabe s klesajicim obsahem
acetonitrilu v mobilni fazi zvySovaly, ale épse nepoddo oddlit od sebe isotocin a
Arg—vasotocin. B obsahu 21 % ACN v mobilni fazi doslo dokonce keelkci i
studovanych nonapeptid a to Lys—vasopresinu, Arg-vasopresinu a oxytocinu
S klesajicim obsahem ACN v mobilni fazi se zhor&ianetrie pik studovanych
analyti.

Nejlépe se studované nonapeptiddlilg v mobilni fazi obsahujici ACN-—
50-10° mol-dm®octanovy pufr pH 6,5 21/79 (v/v). Hodnoty rozliSemisymetrie pro
optimalizovanou mobilni fazi jsou 1,7-8,9 respekti¥,3—-1,5. Winnost kolony pro
optimalizované podminky se pohybovala vrozmezi 0QG—30 000 tp/m.
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5 Vysledky a diskuse

Reprezentativni chromatogram n&enmy za optimalizovanych podminek je uveden na
obr.5.2.2.2.2.30pst byla zaznamenana nestabilita zakladni linie &tgjko @i pouZziti
octanoveho pufru u kolony Supelcosil C18. Byla poréna i zngna eliniho pdadi
oproti koloré Supelcosil C18. Na kol@®Discovery HS F5 doSlo k nedplnému rétechi
isotocinu a Arg-vasotocinu a také Lys—vasopresiwg—vasopresinu a oxytocinu.
Posleds eluujici analyt, desmopresin, je zatizen Sumem.

Kombinace kolony Discovery HS F5 a octanového psfuneosidcila, doba
analyzy byla delSi a nedoSlo k ré#ehi vSech analyt VyhodrgjSi se ukazuje pouziti

kolony Supelcosil C18 v kombinaci s octanovym puoifigro separaci nonapepiid
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Obr.5.2.2.2.2.3

Optimalizovana separace &sn vasopresih na kolor Discovery HS F5; mobilni faze ACN-

50-10° mol-dm® octanovy pufr pH 6,5 21/79 (v/v); teplota 25 °Gfitpk 1 ml/min; davkovani 1Qul;
detekce 230 nm. Identifikace @itk(1) uracil; (2) isotocin; (3) Arg—vasotocin; (Lys—vasopresin; (5)

Arg—vasopresin; (6) oxytocin; (7) desmopresin.

5.2.2.3 Shrnuti

Na silikagelové kolo# Discovery HS F5 bylo podrobnstudovano retemi
chovani dvou skupin pepfidv riznych systémech mobilni faze. Na této keldoyl
sledovan vliv typu pufru (fosfosmanového a octanového), jeho koncentrace a pH a
poneru prislusného pufru a ACN na separaciésimpentapeptitl a nonapeptibl Byl

sledovan vliv jednotlivych optimalizaich paramefr na zakladni retemi
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5 Vysledky a diskuse

charakteristiky jako reteéni faktor, rozliSeni, symetrii pik a &innost analyzy
vyjadiené pétem teoretickych pater na metr kolony.

Smes ¢tyi pentapeptid byla na kolog Discovery HS F5 nejlépe separovana
v mobilni fazi obsahujici ACN—80-famol-dm?® fosforeznanovy pufr pH 4,5 22/78
(v/v). V této mobilni fazi separace p#tta do 10 min s dostateym rozliSenim
(Rs>2,8) a symetri{As<1,7). Vypaitana @innost kolony pro fosfokmanovy pufr se
pohybovala okolo 26 000 teoretickych pater na rkeltvny v zavislosti na analytu.

Optimalizace separace &sn Sesti nonapeptidbyla provadna v mobilni fazi
obsahujici ACN—fosfokmanovy nebo ACN-octanovy pufr. Na této kaldoyly pro
oba systémy mobilni fdze zaznamenény stejné trestgyniho chovani studovanych
analyti v zavislosti na pH a koncentraci pouzitého puftkojvodné slozky mobilni faze
a pontéru ACN a vodné slozky v mobilni fazi. S rostoucirdl pufru se retence i
rozliSeni analyt zvySuje, naopak rostouci iontové sila mobilni fAae/35i obsah ACN
shizuje retenci analit

V mobilni fazi obsahujici ACN a 700° mol-dm>fosforesnanovy pufr o pH 6,5
20/80 (v/v) doSlo krozdeni vSech Sesti vasopresimdo 18 min s dostataym
rozliSenim Rs>1,8) a symetrii pik (As<0,9). Ve druhé mobilni f4zi slozené z ACN a
50-10° mol-dm® octanového pufru o pH 6,5 21/79 (v/v) se nepitolaozdlit analyty
isotocin a Arg—vasotocin a doslo ke &w elwniho pdadi analyi v porovnani
s el&nim paadim ziskanym v mobilni fazi obsahujici fostaranovy pufr. V mobilni
fazi obsahujici octanovy pufr jako vodnou slozkaesnedoSlo k Uplnému roddni
vSech analyt, ale jelikoZ je octanovy pufr vhodny k pouziti spojeni s MS detekci,
neni nutné separovat latky az na zakladni linisdparace v octanovém pufru setop
projevuje nestabilita zakladni linie dana velkou W@Wsorpci tohoto pufru. Z2¢hto
zawra tedy vyplyva, Ze vhodijsi pro naSe ®&feni je separace i Sesti nonapeptid
v mobilni fazi obsahujici ACN a 70-f@nol-dni® fosforesnanovy pufr o pH 6,5 20/80
(v/v). Vyptitana @innost kolony pro oba pouzivané pufry byla v rozm&z 000—

47 000 teoretickych pater na metr kolony v zavisloag analytu.
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5 Vysledky a diskuse

5.23 Zawr

Smes c¢tyi pentapeptid byla separovana na dvou odliSnych typech
silikagelovych kolon, klasické C18 a modifikovanéenpafluorfenylpropylovou
skupinou, za analogickych podminek. Stacionarné fégkazuji odliSnou selektivitu,
proto doslo ke ziné elutniho pdadi studovanych anatytNa kolorg Discovery HS F5
bylo zapotebi mobilni faze s vyssi iontovou silou, pH vodigZky i poner vodné a
organickeé slozky mobilni faze byly témtotozné. Separace andiyta obou kolonach
bylo dosazeno do 10 min s dostaign rozliSenim Rs> 2,8 a dobrou symetriiAs max
1,7). Nicmért na kolor Supelcosil C18 se separaceésimanalyti poddila v kratSim
case (do 7 min) a piky analytvykazovaly lepSi symetriiA; max 1,3). Pro separaci
smesi pentapepti@l byla nesporé vyhodrejsi klasicka C18 faze, tedy kolona Supelcosil
C1s.

Porovnanim chromatografického chovani¢sinsesti nonapeptidna kolonach
Supelcosil C18 a Discovery HS F5 bylo zjisb:

V mobilni fazi obsahujici ACN—fosfo¥aanovy pufr se poddo rozdklit smeés 6
ni doslo k rozdleni paru Arg-vasopresin a Lys—vasopresin aZz ndadak linii (Rs
~ 3,2) a separace prebla véase do 20 min. Symetrie fikednotlivych analyi na této
kolor¢ byla celko¥ lepSi As0,8-1,3 v porovnani s vysledky ziskanymi na koion
Supelcosil C18.

Proti predchozimu zjigni se klasicka C18 kolona, Supelcosil C18, jeviojak
vyhodrgjSi pro separaci sési studovanych nonapeptidd mobilni fazi osahujici ACN—
octanovy pufr. Na koloh Supelcosil C18 doSlo k roZiéni analyl do 10 min, avSak
isotocin eluoval v mrtvéntase. Na kolo& Discovery HS F5 bylo dosazeno doby
analyzy okolo 20 min, ale nepdta se rozdlit par isotocin a Arg—vasopresin. Také
elueni paadi analyii je na obou kolonach jiné v mobilni fazi obsahujicianovy pufr.

Na kolorg Supelcosil C18 byla dale testovana mobilni fazéNA@raveganovy
pufr, kterd byla pouZzita jen pro tuto stacionaudif protoZze na kolanDiscovery HS
F5 tato mobilni faze vykazovala velmi nizkou ¢lu silu. V mobilni fazi obsahujici
mraverganovy pufr se poddo rozclit smes ¢tyt nonapeptid do 15 min, ale par Lys—

vasopresin a Arg—vasopresin nebyl réded az na zakladni linii.
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5 Vysledky a diskuse

Z dosazenych vysledk vyplyva, Ze nejvhod¥Si pro separaci sesi
nonapepti se jevi mobilni faze obsahujici ACN-fosfémanovy pufr a kolona
Discovery HS F5. Ze ziskanych vyslédkyplyva, Zze nelze tak jednoduSéepést
vypracovanou metodu z klasické C18 kolony na peduanou stacionarni fazi. Neplati

tady tvrzeni vyrobce o dobré&gmositelnosti metody, ale je nutné optimalizova¥shi

mobilni faze.

65



5 Vysledky a diskuse

5.3 Zirkoniova reverzni stacionarni faze

Zirkoniové stacionarni faze modifikované polybutadim poskytuji separace
velmi podobné silikagelovym kolonam s chemicky rmaréou fazi C18. ifhos
zirkoniovych kolon spéiva predevSim v jejich vynikajici chemické stakiitize je
pouzit v Sirokém rozmezi pH, a jejich teplotni gtk Separéni mechanismus je
v porovnani se silikagelovymi chemicky vazanymiefidm zcela odlisny (vizKapitola

3.3). Z&kladni vlastnosti kolony Discovery Zr PBD jsavedeny viabulce 5.3.1.

Tabulka 5.3.1
Vlastnosti zirkoniové stacionarni faze s navazapgiybutadienem, Discovery Zr PBD.
znak ne ,, endcapped”
obsah uhliku 2,0%
délka x 1.D. 25cm x 4,6 mm
pokryti n/a
matrice oxid zirkongkity, kulovité castice
aktivni skupina polybutadien
velikostéastic 5um
velikost poi 300 A
specificky povrch 30 nf/g
pH rozmezi 1-13
teplotni limit 150 °C

Kolona byla pouzita pro optimalizaci separaciésnpentapeptitl a nonapeptid
v mobilnich fazich obsahujicich ACN nebo MetOH jatiganickou slozku a jako
vodnou slozku fosfotgmanovy nebo octanovy pufr. Tyto typy pufisou dopordgeny
vyrobcem kolon jako relativnsilné Lewisovské baze, které vykazuji vysokoweiu

silu na zirkoniovych stacionarnich fazich, tedwikolore Discovery Zr PBD.

5.3.1 Pentapeptidy

Na kolor¢ Discovery Zr PBD bylo studovano rete chovanictyi pentapeptid
(Met—enkefalin, Leu—enkefalin, Leu—enkefalinamid;-Ada,Leu—enkefalin). Sledovan
byl vliv typu organického modifikatoru, pH a kont¢eate vybraného pufru a vliv

pon¥ru organického modifikatoru a pufru na retenci swtahych analyi jako i

66



5 Vysledky a diskuse

experimentech se stacionarnimi fazemi na béazi agibku. Teplota jako dalSi
optimalizovany parametr mohla bytraaena u zirkoniovych kolon, nebéyto kolony
vykazuji velkou teplotni stabilitu v porovnani skkagelovymi stacionarnimi fazemi a

mohou byt tedy pouzity pro separace za vysSSiclotepl

Typ organického modifikatoru

Zirkoniové kolony jsou na trhu relativni novinkauv odborné literate nebyl
nalezen zadny odkaz tykajici se separace pepi@dtomto typu stacionarnich fazi, a
tudiz ani vlivu druhu organického modifikatoru redaréni chovani peptiil Proto byl
jako prvni zkouSen préwliv organického modifikatoru, acetonitrilu a mettolu, na
retenci pentapeptid U silikagelovych kolon je pro separaci peptichodrgjSi ACN,
protoZze vykazuje vySSi @lni silu a dinnost. Na koloa Discovery Zr PBD byly
pozorovany znaeé rozdily mezi oma studovanymi organickymi modifikatory. V
mobilni fazi obsahujici MetOH doSlo ke Zn@mu prodlouzeni reténich ¢asi (~ 30
min) a piky byly nesymetrické, jak je widna obr. 5.3.1.1 ACN nabizi nizkou
viskozitu, vysokou UV transmitanci a hlavivysokou sepatai (innost (~ 30 000
tp/m) v kombinaci se zirkoniovou stacionarni fazisdvery Zr PBD. Sepatmi
acinnost byla vypeéitana na zaklad vysledki separace nabr. 5.3.1.1 Na zaklad

nantienych experimeitbyl ACN vybran jako organicky modifikator pro daiaéreni.

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

Pro nasledné experimenty byla vybrana mobilni,famra se skladala z ACN—
20-10° mol-dm? fosforetnanového pufru 50/50 (v/v). Bateini koncentrace pufru a
poner ACN a pufru byly zvoleny na zakladdopor&eni vyrobce pouzivanych
zirkoniovych kolon (Supelco, Bellefonte, PA, USA&Xekt pH fosforénanového pufru
byl zkouSen v rozmezi pH 2,0-3,5. Retence studalangtek velmi vyraz# rostla
s rostoucim pH fosfosmanového pufru, proto vySSi hodnoty pH nebyly stdaby.
LepSi symetrie pik byla pozorovana ip nizkych hodnotach pH. Na zakkad
nameérenych dat bylo pro dalSi experimenty vybrano pHdmgnanového pufru 2,0.
Hodnota rozliSeni pro sledované analyty se pohylaovaozmezi 0,7-5,4 a symetrie
pika byla maximalg 1,2.
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Obr.5.3.1.1

Vliv organického modifikatoru na retémi chovani studovanych analytMobilni faze obsahovala
MetOH / ACN a 50-18 mol-dm® fosforetnanovy pufr o pH 2,0 50/50 (v/v); teplota 25 °Ciitpk
1 ml/min; davkovany objem 1(l; UV detekce 214 nm. Identifikace ik (1) uracil, (2) D-Ala,Leu—

enkefalin, (3) Met—enkefalin, (4) Leu—enkefalin) (2u—enkefalinamid

Vliv koncentrace fosfore¢nanoveho pufru

V dalSim kroku byl sledovan vliv koncentrace fastmanového pufru na retenci
studovanych analyt Mobilni faze obsahovala ACN—fosféreanovy pufr pH 2,0 50/50
(viv) v koncentranim rozmezi (10-60)-T0mol-dm®. S rostouci koncentraci
fosforegnanového pufru dochazelo ke zkracovani retéoh cadi (obr. 5.3.1.2)a
zlepSeni symetrie pik RozliSeni analyt se naopak mign zhorSovalo s rostouci
koncentraci pufru v mobilni fazi, proto vys$i kontace pufru ne? 60-Famol-dm?
nebyly zkouSeny. Pro dalSi experimenty byla pouZivana éwoimace pufru
50-10° mol-dni®>. Hodnoty rozliseni a symetrie se pohybovaly vrezm1,3-3,0
respektive 1,3-1,6.
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Obr.5.3.1.2

Zavislost retetniho faktoru studovanych analyha zngné koncentrace fosfotmanového pufru na

kolorg Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN—fosfamanovy pufr pH 2,0 50/50 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv poméru organické a vodné slozky

Z predchozich optimalizmich kroki vyplyva, Ze pro sledovani vlivu slozeni
mobilni faze, tedy posmu ACN a pufru v mobilni fazi, je nejvhodsi mobilni
faze ACN=50-18 mol-dm® fosforeinanovy pufr pH 2,0. Byly prottiovany pondry
ACN-pufr 50/50, 45/55, 40/60, 35/65 a 30/70 (v@hsah ACN v mobilni fazi vyrazn
ovliviuje jeji el&ni silu i na zirkoniové stacionarni fazi modifikeMapolybutadienem.
Z nantienych dat vyplyva, Ze se snizujicim se obsahemaig@ slozky v mobilni fazi
se retence latek zvySuje, a dokonce dochazi kingrluniho pdadi studovanych
analyti (obr. 5.3.1.3 oproti silikagelovym kolonam. i obsahu 35 % (v) ACN
v mobilni fazi doSlo k za#né D—Ala, Leu—enkefalinu a Met—enkefalinu, dalSinzeni
ACN v mobilni fazi se daiedpokladat zagma elé&niho pdadi Leu—enkefalinu a Leu—
enkefalinamidu. Symetrie pikjednotlivych analyt byla téngt nezavisla na obsahu
ACN a pufru v mobilni fazi. Pro dalSi optimaliza krok byla vybrana mobilni faze
obsahujici ACN—50-I9mol-dm?® fosforesnanovy pufr pH 2,0 45/55 (v/v). Rozliseni

dosahovalo hodnot minimair2,0-2,4 a symetrie pikoyla maximalg 1,8.
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Obr.5.3.1.3

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytha obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na kaion

Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-50-#@nol-dn?® fosforeznanovy pufr pH 2,0; teplota 25 °C.

Vliv separacéni teploty

Zirkoniové stacionarni faze jsou diky svym vlastemn vhodné pro préaci za
vysSich teplot. Obeeén zvySena teplota urychlujefgvod hmoty Bhem sepagaiho
déje, a tedy pozitivé ovliviiuje separaci. Vliv teploty na reté&m chovani pentapeptid
na kolor¢ Discovery Zr PBD byl studovan v rozmezi teplot 26—<C. Ziskané teplotni
zavislosti jsou znazo#ny na obr.5.3.1.94. ZvySenim teploty dosSlo ke sniZeni retence a
rozliSeni vSech studovanych enkefalinS rostouci teplotou se ovSem zlepSovala

symetrie piki.
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Obr.5.3.1.4

Zavislost reteéniho faktoru na z#mé separéni teploty na kolo& Discovery Zr PBD; mobilni faze
ACN-50-10° mol-dm?fosforetnanovy pufr pH 2,0 45/55 (V/v).

Ze ziskanych vysledk bylo zjiS€no, Ze nejvhod¥Si podminky pro separaci
smssi pentapeptitl na zirkoniové kolo& jsou mobilni faze ACN-50-T0mol-dni®
fosfore&nanovy pufr pH 2,0 45/55 (v/v) a teplota 70 °C. Hota rozliSeni pro tyto
podminky je v rozmezi hodnot 1,9-2,9 a symetriai glksahuje maximaihodnoty
1,4. Pa&et pater na metr kolony dosahoval hodnot kolem (@ ORislusny
chromatogram je zobrazen mabr. 5.3.1.5 Za optimalizovanych podminek doSlo
k rozcEleni vSech studovanych enkefdlinémét na zakladni linii do 7 min. Oproti
silikagelové kolog Supelcosil C18 se zmilo elwni paadi D-Ala, Leu—enkefalinu,
ktery na kolod Supelcosil C18 eluuje jako druhy. Separace na dkmlonach je
srovnatelnd, jen u kolony Supelcosil C18 se symgqtiii analyti zda lepSi. Vyhodou
zirkoniové kolony Discovery Zr PBD je pouZiti silkyselé mobilni faze (pH 2,0) bez
nebezpeéi poskozeni kolony, jak je tomu u silikagelovycHdw

Ve srovnani zirkoniové kolony Discovery Zr PBD dékagelovou kolonou
Discovery HS F5 se separace¢sipentapeptidl jevi podob#, elwni paadi, symetrie i
doba analyzy je podobnaiddto je nutno dodat, Ze pro takovy vysledek igbd
v systému s kolonou Discovery Zr PBD volit g&od extrémni podminky (pH,

teplota).
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Obr.5.3.1.5

Optimalizovand separace &sn enkefalii na kolog Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-
50-10% mol-dm® fosforetnanovy pufr pH 2,0 45/55 (v/v); teplota 70 °Cigok 1 ml/min; davkovani
10ul; detekce 214 nm. Identifikace ik (1) uracil; (2) Met-enkefalin; (3) Leu—enkefali(4) D-

Ala,Leu—enkefalin; (5) Leu—enkefalinamid.

5.3.2 Nonapeptidy

Druhou skupinou peptig u kterych byl na kolahDiscovery Zr PBD studovan
vliv pH, koncentrace vybraného pufru, vliv pé&m tohoto pufru a organického
modifikatoru v mobilni fazi a vliv teploty na reté&mi chovani, byly nonapeptidy, jak uz
bylo zmiréno, jejich struktura je tu@na cyklickoucasti uzavenou disulfidickym
mustkem a zbyvajicimi 3 aminokyselinami, které ifveolny a pro interakce dob
piistupny koncovyiettzec. Jako parametry popisujici retehchovani studovanych
latek byly, stejs jako v gredchozich experimentalnictastech této disertai prace,
zvoleny chromatografické veélny retergéni faktory, symetrie pik rozliSeni a peéet
teoretickych pater. S&s8 nonapeptitl obsahovala tyto peptidy: Arg—vasotocin, Arg—
vasopresin, Lys—vasopresin, oxytocin, isotocin antgpresin. Mobilni faze byla
slozena z ACN jako organického modifikatoru a vodiaZky, ktera byla zastoupena

fosforegnanovym nebo octanovym pufrem.
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5.3.2.1 Fosforénanovy pufr

Obdobré jako @ optimalizaci separace pentapefiticha zirkoniové kolo#
Discovery Zr PBD a nonapepticha kolorg Supelcosil C18, respektive Discovery HS
F5, byl pro charakterizaci ret&mho chovani nonapeptidrybran fosforénanovy pufr
a byl sledovan vliv pH pufru, jeho koncentrace, pamtohoto pufru a acetonitrilu
v mobilni fazi a sepatai teploty na retami chovani studovanych analyt

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

Pro optimalizaci pH fosfotmanového pufru byla pouZzita mobilni faze obsahujici
ACN-50-10° mol-dm® fosforesnanovy pufr 20/80 (v/v), tedy stejna mobilni fazdg
pii optimalizaci separace s nonapeptid na kolonach na bazi silikagelu. Jelikoz
zirkoniova faze umatuje praci i i vysSich hodnotach pH a protoze iegchozich
experimeni vyplyva, Zze vasopresiny se lépe separiijivyssSich hodnotach pH, byl
zvolen interval v bazické oblasti, tedy pH od 6@® XP,0. Zavislost reténich faktofi
separovanych nonapepiidha pH vodné slozky mobilni faze je ukazana ofa.
5.3.2.1.1.Ze ziskanych dat je patrné, Ze s klesajici hodngh se retence latek
zvySuje. Nej¥tSi vliv na retenci byl zaznamenan v intervalu pHB6a to u Lys—
vasopresinu a desmopresinu. Hodnota getigro faktoru pro tyto dva analyty nebylé p
pH 6 a 7 zaznamenana, protoZe dosSlo k&rmmau prodlouzeni jejich ret&mich casi
(nad 90 min). Isotocin eluovaltipvSech sledovanych pH hodnotach v mrivéase a
nepodélo se ho oddit od uracilu ). Symetrie pik je na zméné pH
fosfore&inanového pufru nezavislédd ~ 1,6). Pro dalSi optimalizai kroky bylo
vybrano pH 10,0 vodné slozky mobilni faze. RozliSenalyti v této mobilni fazi se

pohybovalo v rozmezi 1,3-3,7.
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Obr.5.3.2.1.1

Zavislost rete#éniho faktoru na pH fosfoi@anového pufru na kolérDiscovery Zr PBD; mobilni faze
ACN-50-10° mol-dm?fosforetnanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv koncentrace fosfore¢nanoveho pufru

Zmeény retertniho chovani vasopresinrespektive zavislost retémiho faktoru,
rozliSeni a symetrie pikna zngné koncentrace fosfotmanového pufru byla studovana
v mobilni fazi obsahujici ACN—fosfa¥eanovy pufr pH 10,0 20/80 (v/v) o koncentraci
(10-100)-16 mol-dm®. Retence latek se snizovala srostouci koncentraci
fosforegnanového pufru. NeftSi pokles nastal u Arg—vasotocinu, Arg—vasopresinu
Lys—vasopresinu a desmopresinu, a to v rozmezi érdraci (10—60)-Idmol-dm®.
Retence isotocinu a oxytocinu nebyla, respektivéa hgn velmi malo, ovlivina
rostouci iontovou silou mobilni faze. S rostouché&entraci fosfomanoveho pufru se
snizuje rozliSeni mezi jednotlivymi analyty, ovSeymetrie pik se zlepSuje. Pro dalSi
optimalizani kroky byla vybrana mobilni faize ACN — 701tol-dm? fosforeinanovy
pufr o pH 10,0. Hodnoty rozliSeni v této mobilnzif&e pohybovaly v intervalu 2,3-3,1

a symetrie dosahovala vyhovujicich hodnot 1,4-1,8.

Vliv poméru organické a vodné slozky

Pro experimenty zji&ijici zmenu retekniho chovani nonapeptids zavislosti na
obsahu ACN v mobilni fazi byla pouZita mobilni fadesahujici ACN—70-1dmol-dm®
fosforegnanovy pufr pH 10,0 v po#nech 24/76, 22/78, 20/80, 18/82, 16/84, 14/86 a
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12/88 (v/v). Retence anaiyts klesajicim obsahem organické slozky v mobilri fa
vzrastala. Nej¢tSi vziist byl pozorovan u desmopresinu v mobilni fazi blogai 12—
18 % (v) ACN. Isotocin eluoval spale s uracilem v mrtvéndase. RozliSeni analyt
se s klesajicim obsahem ACN v mobilni fazi zlep&mvale na druhou stranu doslo ke
znanému prodlouzeni reténich ¢asi. Vyhodnocenim ziskanych vysladkyl vybran
pomsr 18/82 (v/iv) ACN-70-18 mol-dm? fosforetnanového pufru pH 10,0 pro dalsi
optimalizaci Rs 2,3 -2,9 s 1,4 - 1,7).

Vliv separacni teploty

Mobilni faze obsahujici ACN—70-Eamol-dm® fosforetnanovy pufr pH 10,0
18/82 (v/v) byla pouzita pro prasfeni teplotnich zavislosti reté&miho faktoru, rozliSeni
a symetrie pik pro jednotlivé studované vasopresiny. Rozsah provanych teplot byl
od 30-80 °C. Ze ziskanych dat, které jsou prezémypwaobr. 5.3.2.1.2je patrné, Ze
retence latek nepattnklesd se zvySujici se teplotou, rgpi pokles retence byl
pozorovan u Lys—vasopresinu a desmopresinu. Retisotecinu, oxytocinu a Arg—
vasotocinu byla ovSem na separiateplot nezavisla. Nedochazi totiz ke snizeni jejich

retertnichc¢adi. Symetrie pik se podle éekavani s rostouci teplotou zlepsila.

—&— |sotocin

—@— Oxytocin
2,5 ot

—A— Arg-vasotocin
4\ —w— Arg-vasopresin
—&— Lys-vasopresin
— D :
] —<4— Desmopresin
2,0 \4 p
—
I
X154
S T
£ *
8 \\
= *
S 1,04 D
S Vv v
2
A A A A A A
0,54
o @ o ® ® { ]
0,04 a8 ——— @5 — ——§— 8§ —7n
T T T T T T T
30 40 50 60 70 80
teplota, T

Obr. 5.3.2.1.2

Zavislost retetniho faktoru na teplétna kolor Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-50-F@nol-dn?®
fosforenanovy pufr pH 10,0 18/82 (v/v).
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5 Vysledky a diskuse

Na zaklad vysledki ziskanych fi optimalizanich krocich se jako nejvhogsi
podminky pro separaci si nonapeptid jevily mobilni faze obsahujici ACN-
70-10° mol-dm® fosforeznanovy pufr pH 10,0 18/82 (v/v) a teplota 50 °GisRiSny
chromatogram je uveden wo#r. 5.3.2.1.3Parametry této separace jsou: rozliSeni 2,9—
4,3, symetrie pik 1,2-1,9 a p&et pater na metr 24 000-33 000. Separacésism
nonapeptiél probihla do 7 min s dostateym rozliSenim a dobrou symetrii gikcoz je
v porovnani se silikagelovymi kolonami vyr&zlepsi vysledek. Za optimalizovanych
podminek dosSlo na této kolédm k odcEleni Arg—vasopresinu a Lys—vasporesinu az na
z&kladni linii. Tyto dva nonapeptidy maji velmi miwhou strukturu (liSi se jen v 1
AMK), a proto jsoucasto neuplé rozdtleny viz Kapitola 5.2.1.2.1nebo Kapitola
5.2.2.2.2 BohuZel se nepod zvysit retenci isotocinu, ktery za vSech testaych

podminek eluoval v mrtvéase.
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Obr. 5.3.2.1.3

Optimalizovana separace &sn vasopresith na kolo# Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-
70-10° mol-dm? fosforeznanovy pufr pH 10,0 18/82 (v/v); teplota 50 °Cfippk 1 ml/min; davkovani
10 ul; detekce 214 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) isotocin; (3) oxytocin; (4) Argasotocin; (5)

Arg—vasopresin; (6) Lys—vasopresin; (7) desmopresin

5.3.2.2 Octanovy pufr
Mira Lewisovskych interakci mezi analytem a maddifianou zirkoniovou

kolonou zalezi na typu pouzitého pufru. Kronfosfor&nanového pufru, jehoz
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optimalizace byla popséana yealeslych kapitolach, byl studovan i octanovy ptiémto
pufr vykazuje nizsi ektni silu na zirkoniovych materialech nez fostor@novy pufr, ale
jak uz bylo rkolikrat zmireno, je vyhodgjsi z hlediska spojeni s MS detekci. Tento
pufr byl pouzit i i optimalizaci separace nonapejitiol silikagelovych kolonach. Aby
bylo mozné porovnat chromatografické chovani stadgeh analyt na tiznych
stacionarnich fazich, byl octanovy pufr pouZit ikeéore Discovery Zr PBD.

Vliv pH octanového pufru

Podminky sledovéni vlivu tohoto parametru na rm&@tstudovanych latek byly
nastaveny shodn s podminkami sledovani vlivu octanového pufru nstaimich
studovanych kolonach. Mobilni faze tedy obsahoveIN—50-10° mol-dm?® octanovy
pufr v pongru 20/80 (v/v). Bylo testovano rozmezi pH od 4,56J6 ©br. 5.3.2.2.1
Retence vSech nonapeitid oblasti pH 4,5-5,5 byla na zZm¢ pH tén¥f nezavisla,
isotocin a oxytocin vykazovaly velice podobnou haoiin retegniho faktoru a
desmopresin, Arg—vasotocin a Arg—vasopresin v tdifasti hodnot pH koeluovaly.
V oblasti pH 5,5-6,5 se retence Zmazvysila u Arg—vasotocinu a Arg—vasopresinu, a
dokonce se podi#o oddcklit desmopresin, Arg—vasotocin a Arg—vasopresiohledem
na to, Ze pouzeippH octanového pufru 6,5 doSlo k adiehi vSech analyt bylo toto
pH pouzito pro dalSi experimentyti Béto hodnat pH, tedy 6,5, rozliSeni studovanych
analyti bylo dostatené Rs min 2,2). Totéz plati i pro symetrii pikkdy se hodnoty
pohybovaly v intervalu 1,0-2,0. Pro dalS&meni byla pouzita mobilni faze ACN-
octanovy pufr o pH 6,5, 20/80 (v/v).
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Obr.5.3.2.2.1

Zavislost retetniho faktoru studovanych analyha zméné pH octanového pufru na koldmiscovery
Zr PBD; mobilni faze ACN-50-10mol-dm?® octanovy pufr 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv koncentrace octanového pufru

Pro sledovani vlivu iontoveé sily mobilni faze mgaraci srési nonapeptid byla
pouzita mobilni faze obsahujici ACN—octanovy pul g,5 v pongru 20/80 (v/v).
Koncentrace octanového pufru se pohybovala vrozm&emncentraci (10—
100)-10° mol-dm®. S rostouci koncentraci octanového pufru se retemalyt sniZzuje
(obr. 5.3.2.2.2. NejvyrazijSi pokles retence byl zaznamenan v oblasti konaent
(10-60)-10 mol-dm®. Reterni chovani isotocinu a oxytocinu nebylo vyrin
ovlivnéno rostouci iontovou silou mobilni faze a retein faktory pro isotocin a
oxytocin si byly velmi blizké, jejich hodnoty setpdovaly v intervalu od 0,3 do 1,6.
NejvetSi viiv koncentrace pufru na retenci byl pozorowairg— a Lys—vasopresinu.
Stejre jako retence, také rozliSeni se s klesajici komaenhzvy3suje, zatimco symetrie
piki studovanych analiytnebyla na zrné koncentrace pufru v mobilni fazitips
zavisla. Z vyhodnocenych dat je také patrné, ZbodmiZel nepoddo Zadnou zminou
koncentrace octanového pufru étid isotocin od uracilu, tedy isotocin eluoval
v mrtvémcase.

Pro daldi experimenty byla pouZivana mobilni f&@N—60-10° mol-dmd
octanovy pufr o pH 6,5. Hodnoty rozliSeni a syneefpiki v této mobilni fazi byly

uspokojivé, dosahovaly hodnot min 1,8 pro rozlig&max 2,0 pro symetrii pik
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Obr.5.3.2.2.2

Zavislost rete#éniho faktoru studovanych analyha zméné koncentrace octanového pufru na kalon
Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-octanovy pufr gt 20/80 (v/v); teplota 25 °C.

Vliv poméru organické a vodné slozky

V dalSi fazi optimalizace byl &nén pongr ACN jako organického modifikatoru
a octanového pufru jako vodné slozky mobilni fazemamezi 30/70, 28/72, 26/74,
24/76, 20/80, 18/82 a 16/84 (v/v). Byla pouzivanebiimi faze ACN—60-16 mol-dm®
octanovy pufr o pH 6,5. Se sniZujicim se obsahenN AGnobilni fazi byl pozorovan
stejny trend jako u testovanych silikagelovych koltedy pozvolny ndist retedniho
faktoru. NejvyrazgjSi prodlouZeni retence bylo pozorovdno u Lys—vessipu, a
naopak zadné prodlouzZeni retence u isotocinu. Sodlia symetrie pikdosahovaly
lepSich hodnot ip niz§im obsahu ACN v mobilni fazR{ min 1,5 aAs max 2,1). Pro
dal&i experimenty byla vybrana mobilni faze ACN46F-mol-dni® octanovy pufr o
pH 6,5 18/82 (v/v).

Vliv separacni teploty

Vliv teploty na separaci sési nonapeptid byl studovan v mobilni fazi ACN-
60-10° mol-dm® octanovy pufr pH 6,5 vpotnu 18/82 (v/v). Kolona byla
termostatovana na 30, 40, 50, 60, 70 a 80 °C. Wyragmokles retence sledovanych

analyti s rostouci teplotou byl pozorovan jen u Lys— a-Amggopresinu, u ostatnich
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analyti byl pokles retence pozvolnyolfr. 5.3.2.2.3 Symetrie pikk se s rostouci
teplotou zlepSovala, rozliSeni studovanych afiadg s rostouci teplotou zhorSovalR (
min 0,6).

Nejlepsi separaci sfsi nonapeptid poskytovala mobilni faze obsahujici ACN—
60-10° mol-dmi® octanovy pufr pH 6,5 v poenu 18/82 (v/v) i teplot 40 °C. Rislusny
chromatogram je uveden nabr. 5.3.2.2.4 Sledované parametry se pohybovaly
v rozmeziRs1,7-5,0As 1,1-2,9 a tp/m 5000-22 000.

V optimalizované mobilni fazi byla pozorovan&si nestabilita zakladni linie,
kterd souvisi s vy3Si absorpci octanového pufrivvdblasti. Oproti silikagelovym
kolonam doSlo ke zimé eluniho pdadi desmopresinu, ktery na kotobBiscovery Zr
PBD eluoval jakoieti v pdadi, kdezto u studovanych silikagelovych kolon ealo
jako predposledni (Supelcosil C18), respektive poslednso@ery HS F5). Délka
analyzy smisi 6 nonapeptidl na kolor¢ Discovery Zr PBD je srovnateln se separaci na
kolor¢ Discovery HS F5, jen symetrie fiilke mnohem horSi oproti silikagelové koton
Vyhodou separace na kolorDiscovery Zr PBD je, Ze doSlo k ra#dni vSech 6

nonapeptid, a dokonce isotocin byl odigén od uracilu.

- —&— [sotocin
6 —— Oxytocin
i \ —A— Desmopressin
—w— Arg-vasotocin
57 \ —&— Arg-vasopresin

] . \ —<4— Lys-vasopresin
- 44
- \‘

retencni faktor, k
w
1

teplota, C

Obr. 5.3.2.2.3

Zavislost retetniho faktoru vasopresinna separi teplot na koloré Discovery Zr PBD; mobilni faze
ACN-60-10* mol-dm? octanovy pufr pH 6,5 18/82 (v/v).
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Odezva, mAU

t, min

Obr.5.3.2.2.4

Optimalizovana separace &sn vasopresiih na kolo® Discovery Zr PBD; mobilni faze ACN-
60-10° mol-dm? octanovy pufr pH 6,5 18/82 (v/v); teplota 40 °Cfifok 1 ml/min; davkovani 1Qul;
detekce 230 nm. Identifikace @ik(1) uracil; (2) isotocin; (3) oxytocin; (4) despresin; (5) Arg—
vasotocin; (6) Arg—vasopresin; (7) Lys—vasopresin.

5.3.3 Zaer

Pri optimalizaci separace s$i ¢ty pentapeptid na koloré Discovery Zr PBD
byl na zaklad provedenych experimantvybran jako organicky modifikator ACN,
ktery oproti MetOH ma nizSi viskozitu, alégalevsim vysokou sepdrd ginnost pro
vybrané analyty. DalSimi kroky bylo optimalizovapbl a koncentrace pufru a pém
ACN a fosforénanového pufru v mobilni fazi. Byl sledovan i vBeparani teploty na
retenci analyt, protoZe zirkoniové kolony umaaji diky své stabilit praci @ vysSich
teplotach v porovnani se silikagelovymi materidlya zaklad ziskanych vysledkbyla
jako nejvhodsjsi mobilni faze zvolena sta ACN-50-1G mol-dm?® fosfore&inanovy
pufr pH 2,0 45/55 (v/v). V této mobilni fazi se @ditb snes ¢tyi pentapeptitl rozaslit
s dostatenym rozliSenim Rs> 1,9) a dobrou symetrii A50,7-1,4) do 8 minut ip
teplog¢ 70°C. Winnost kolony pro optimalizovanou mobilni fazi ACN-
50-10° mol-dm? fosforesnanovy pufr pH 2,0 45/55 (v/v) dosahovala hodnolkefko

20 000 teoretickych pater na metr kolony v zavishoa sledovaném analytu.
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Reterni chovani srgsi Sesti nonapeptid bylo studovdno v mobilni fazi
obsahujici ACN—fosformanovy nebo octanovy pufr. @pbyl sledovan vliv pH a
koncentrace pufru, potn ACN—pufr v mobilni fazi a také vliv sepdrs teploty na
zakladni retetni charakteristiky analyzovanych nonapefpticGe snizujicim se pH
fosforegnanového pufru doslo k prodlouZeni retence, zlepgeriiSeni jednotlivych
analyti, ale naopak ke zhorSeni symetrie ipik/ mobilni fazi obsahujici ACN-—
octanovy pufr doslo snizenim pH ve sledovaném wiatarhodnot ke zkraceni retence,
ale zarove ke koeluci desmopresinu, Arg—vasotocinu a Arg—gessinu. Se zvysujici
se koncentraci fosfoteanového i octanoveho pufru doSlo ke sniZzeni retemalyi,
tedy ke zkraceni doby analyzy. Rostouci koncentyagaia meéla vliv na zlepSeni
symetrie pik. S niz§im procentem ACN v obou mobilnich faziclfoggore&nanovym i
octanovym pufrem) dochazelo k prodluzovani celkdeby analyzy vlivem snizovani
elweni sily mobilni faze. Tim se zlepSilo rozliSeni ik zarove také jejich symetrie.
Rostouci sepatai teplota vedla ke zkraceni retence a ke zlepsgnetrie pik, ale k
mirnému zhorSeni rozliSeni.

Z nantfenych dat vyplyva, Ze se gmsSesti nonapeptidna kolor Discovery
Zr PBD lépe separujefipvysSich hodnotach pH, koncentrace a obsahu pufobilni
fazi, a také p vysSi sepammi teplog. Mobilni faze obsahujici ACN—fosfaneanovy
pufr se pro separaci nonapefitigtvi jako vyhodsjSi. Isotocin sice eluoval v mrtvém
case, ale ostatnich 5 andiydylo separovano do 7 minut s dobrou symetrit i 1,2—
1,9). Separace vSech Sesti analigyla mozna i v mobilni fazi ACN—octanovy pufr do
20 minut. Piky jednotlivych analyt v chromatogramu ziskaném v mobilni fazi
obsahujici ACN-octanovy pufr vSak nemajilip dobrou symetrii A 1,1-2,9) na
druhou stranu doslo v dané mobilni faztdst&nému oddleni isotocinu od uracilu.
Octanovy pufr ma ip vinové délce 230 nm vyraZnvysSi absorpci, tj. vykazuje
studovanych analitje @i pouziti octanového pufru podstatnizsi. Octanovy pufr je
vSak na rozdil od fosfoteanoveho pufru vhodny pro spojeni s MS detekci.oéigpna
acinnost kolony pro vSechny pouzivané pufry se pokgkeo v rozmezi 5000-33 000
teoretickych pater na metr kolony v zavislosti malgtu a pouzitém pufru v mobilni

fazi.
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5.4 Butyl-methakrylatové monolitické stacionarniz@

V této disertani praci byla studovana moznost vyuziti modernibpas&niho
média, monolil, pro separaci vybranych peptidMonolitické kolony maji vyznamné
misto v cLC. Byly zvoleny butyl-methakryldtové mditg které jsou na Kateae
analytické chemie #* UK v Praze dlouhod@bvyvijeny a postupy jejich fipravy

optimalizovany’®.

5.4.1 Fiprava butyl-methakrylatovych monaiit

Piiprava butyl-methakrylatovych mondlitbyla pgevzata od Peters a k6t
ktery plnil 200um a 150um kiemenné kapiléry. Tata‘iprava byla optimalizovana pro
vyuZiti butyl-methakrylatovych monalipro 320um kapilary v cLC madtf’- 108 204

Nejckfve byly kapilary (délky cca 22—25 cm) proplachoydnmotdm® NaOH
po dobu 6 hodin a nasletih hodinu deionizovanouJ@, aby doslo k aktivaci povrchu
kapilary. Druhym krokem bylo napini kapilar silanizénim roztokem obsahujicim
40l 3—(trimethoxysilyl)propyl methakrylatu v 10 ml réol-dm® kyselins octové.
Tento krok zajiBuje pokryti vnitni s€ny kapilary silanizénim ¢inidlem, aby bylo
mozné monolit zakotvit ke &t¢ kapilary. Po napkni kapilar byly jejich konce
ponechany poriené v malém mnoZzstvi tohoto roztoku v plastovydhlkéch a takto
naplrené kapilary byly termostatovanyi®0 °C po dobu 20 hodin. Déale byly kapilary
promyty deionizovanou #D asi 30 minut a pak 5 minut suSeny proudem inotni
plynu (Nb). Tak byly kapilary pipraveny k naplaéni polymeriz&ni smeési. Po napléni
kapilar polymerizani snesi byly konce kapilar porteny do plastovych vialek
obsahujicich polymerizai smés a takto termostatovanyi 0 °C po dobu 20 hodin. Po
polymeriz&nim kroku byly kapilary promyty mobilni fazi ACN—-da 65/35 (v/v)
k odstragni nezpolymerovaného podilu polymetina sn€si, upraveny na koraou
délku 15 cm a nasledmpouzity pro separace pepiid

Polymeriz&ni smés se skladala z 0,4 % hm. 2,2—azobisisobutyrami{?IBN)
jako iniciatoru; 17,8 % hm. butyl-methakrylatu (BMAako funkiniho monomeru;
21,8 % hm. ethylen—dimethakrylatu (EDMA) jak@’@iaciho monomeru; 42,0 % hm.
propan—1-olu a 18,0 % hm. butan—1,4—diolu jako gemaihccinidla.

Zakladni vlastnosti butyl-methakrylatovych monbolitptipravenych vySe
popsanym postupem jsou uvedenyabulce 5.4.1.1JelikoZ se jedna o pamé nova

média, kterd nejsou zatim korse¥ dostupna, nejsou jejich fyzik&hrchemické
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vlastnosti je&t podrobr popsany. Hodnota specifického povrchu bykena metodou
sorpce a desorpce dusiku (B.E.T) a hodnota p&lonpdm byla ugena rt@ovou
porozimetrii na Ustavu fyzikalni a makromolekulaohiemie AVCR v Praze. Jelikoz
monolit je kompozitni material, nentastice, proto nelze who ukit velikost¢astic. U
monolitickych material na bazi organickych polyméese gedpoklada $tSi chemicka a
teplotni stabilita nez u silikagelovyatésticovych a i monolitickych material tento
piedpoklad potvrzuji i polymernéasticové stacionarni faze pro HPLC, které jsou
chemicky i teplotd odolrgjSi nez silikagelové HPLC stacionarni faze, aldclej

nevyhodou je menSi sepand (kinnost oproti silikagelovym materiah.

Tabulka 5.4.1.1

Vlastnosti monolitické stacionarni faze.

obsah uhliku n/a
délka x 1.D. 15 cm x 320pum
pokryti n/a
matrice monolit
velikosteastic netasticovy charakter
velikost pofi 200 nm
specificky povrch 24 nflg
pH rozmezi n/a
teplotni limit n/a

5.4.2 Nonapeptidy

Butyl-methakrylatové monolitické stacionarni fabgly vyuZzity pi popisu
separaniho chovani pouze jedné skupiny peptdiudovanych v této disetdai praci, a
to nonapeptitl. Fi ziskavani experimentalnich dat bylo postupovéaiepns jako @i
studiu retetiniho chovani znfiovanych analyt na zirkoniové a silikagelovych
stacionarnich fazich. Byl tedy sledovan vliv typufrp (fosfor&nanovy, octanovy,
tetraboritanovy), jeho pH a koncentrace v mobildizif a pongru organického
modifikatoru a pislusSného pufru jako vodné slozky mobilni faze eeemni chovani

analogi vasopresinu.
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5.4.2.1 Fosforénanovy pufr

Vliv pH fosfore¢nanového pufru

Pri vybéru vychozich podminek analyzy vasoprég(j. sloZzeni mobilni faze) na
butyl-methakryldtovych monolitech nebylo mozZzné \iyuZusenosti publikované v
odborné literatie, protoZze zatim nejsou dostupné Zadné prace zatiysa analyzou
analogi vasopresinu na butyl-methakrylatovych monolitéein.volbé sloZzeni mobilni
faze bylo tedy vychazeno ze zkuSenosti ziskanyiihseparaci vasopresinna
silikagelovych a zirkoniovych kolonach, které jspopsany v této diseftai praci.
ProtoZe byly na silikagelovych a zirkoniovych kodmh ziskany rychlejsi agiinngjSi
separace nonapeptidd mobilnich fazich o vysSich hodnotach pH, bykojpaateeni
mobilni faze zvolena sés ACN a 50-18 mol-dm?® fosfor&nanového pufru o pH 10,0
20/80 (v/v). Zad&chto experimentélnich podminek vSechny analytywalyoz monolitu
v mrtvém c¢ase, proto byla vyzkouSena mobilni faze s nizsénglsilou, tj. ACN—
50 -10° mol-dm® fosforetnanovy pufr o pH 10,0 10/90 (v/v). V mobilni faz pH
10,0) snizSim obsahem organického modifikatoru lcdo& velmi vyraznému
prodlouzeni retence, kdy posledni analyt eluovabl@kl20 minut. Takto dlouhé
reter®ni casy vyrazg prispély krozmyti zén analyzovanych nonapeftida
zkomplikovaly jejich identifikaci. Proto byla dalkouSena mobilni faze se stejnym
obsahem ACN 10 % (v), ale s niz§im pH vodné sloZkgstupg byl tedy pouzit
50-10° mol-dni® fosforetnanovy pufr o pH 6,0 a 8,0. Chromatogram &my
v mobilni fazi ACN-50-18 mol-dm® fosforenanovy pufr o pH 6,0 10/90 (v/v) je
znazorgn na obr. 5.4.2.1.1 Bohuzel pravépodobré pasobenim fosforanového
pufru, u kterého je znam jeho negativni vliv nénst k'emenné kapilary v kapilarni
zonoveé elektroforéze, doslo k poruSeni chemickébyamezi monolitem a vribi
sttnou Kemenné kapiléary, naslednému uvwinmonolitu a jeho vymyti z kapilary. Na
obr.5.4.2.1.2je zachycen vytkeny monolit z kapilaryProto bylo pouzivani mobilnich
fazi obsahujicich fosfoteanovy pufr ukodeno a na nové butyl-methakrylatové
monolitické kolor, pripravené stejnym postupem jako monoliticka kolotadpsia,

bylo zahdjeno testovani jinych typnobilnich fazi.
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Odezva, mAU
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Obr.54.2.1.1

Separace s#si Sesti vasopresin na butyl-methakrylatovém monolitu; mobilni faze M€
50-10° mol-dm?® fosforetnanovy pufr pH 6,0 10/90 (v/v); teplota 25 °Ciifok 3pl/min; davkovani
60 nl; detekce 214 nm. Identifikace pikebyla provedena, protoZze dosSlo k vymyti staciohédize
Z kapilary.

Obr.5.4.2.1.2

Fotografie vymytého butyl-methakrylatového monolitkkapilary v dsledku poruseni vazeb mezi
monolitem a vnini seénou Kemenné kapilary.

5.4.2.2 Octanovy pufr
Vzhledem ke skutmosti, Ze pi pouzivani fosforénanového pufru jako vodné
sloZzky mobilni faze, doSlo k vymyti monolitu z kipy, byly hledany dalSi pufry, které
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by byly kompatibilni s monolitickou stacionarni féa bylo by je mozné vyuzit pro
separaci nonapepfid Na zaklad zkuSenosti 8asticovymi silikagelovymi a
zirkoniovymi stacionarnimi fazemi byl vybran octayo pufr, ktery spolu

s acetonitrilem tvisl mobilni faze dale testované pro analyzu vasapéesa monolitu.

Vliv pH octanového pufru

Na zéklad vysledki ziskanych Bhem optimalizace pH fosfateanoveho pufru
na butyl-methakrylatovém monolitu, byla pouzita ihdbfaze se stejnym porem
ACN a 50-1F mol-dm? octanového pufru, tedy 10/90 (v/v) o dvou hodniotae 4,5 a
6,0. Retence studovanych analge i vysSi hodnat pH vodné slozky mobilni faze
mirn¢ snizovala. R pH 4,5 dosahovaly reteéni faktory hodnot od 0,1 do 2,8 a pro pH
6,0 od 0,1 do 2,2. Nejive eluoval isotocin v mrtvérase, poté Arg—vasotocin, Lys—
vasopresin, Arg-vasopresin, oxytocin a postediuujici byl desmopresin. AvSak ani
pii jednom z métenych pH se nepodilb dosahnout paitného rozdleni paru Lys—
vasopresin a Arg—vasopresin a isotocin se nagodaddklit od uracilu (znékova® ty,).
Pti vysSi hodnat pH vodné slozky se zhorSovalo i rozliSeni ostétrdnalyti. Zména
pH mobilni faze nemla zasadni vliv na symetrii pik Pro dalSi experimenty bylo
zvoleno pH 4,5 a byla pouzita mobilni faze ACN-BG-inol-dm?® octanovy pufr o pH
4,5 10/90 (v/v). Hodnoty rozliSeni a symetrie dasatty hodnot 0,6—4,7 respektive
0,7-2,1.

Vliv koncentrace octanového pufru

V dalSim optimalizénim kroku byl sledovan vliv koncentrace octanov@hnéru
na separaci studovanych vasoprésinoblasti (10-100)-Idmol-dm® v mobilni fazi
ACN-octanovy pufr pH 4,5 10/90 (v/ivdlgr. 5.4.2.2.). Fi rostouci koncentraci pufru
byl pozorovan neptsi pokles retence u desmopresinu. U dalSich anagfyla znina
retence se z#émou koncentrace octanového pufru tak vyrazna. ¢sotoevykazoval
pozorovatelnou zemu retekniho chovani, f vSech koncentracich octanového pufru
isotocin eluoval v mrtvéntase. RozliSeni i symetrie gikse zhorSovaly s rostouci
koncentraci octanového pufru v mobilni fazi. Vyhodenim nar&enych dat byla
vybrana mobilni faze obsahujici octanovy pufr o demraci 30-18 mol-dm® a
celkovém sloZzeni ACN-30-Fmol-dm® octanovy pufr o pH 4,5 10/90 (v/v). Tato
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mobilni faze byla pouzivana pro dalSi experimeRgzliSeni dosahovalo hodnot min
0,6 a symetrie pikbyla max 2,4.
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Obr.5.4.2.2.1

Zavislost retetniho faktoru na koncentraci octanového pufru naylbatethakrylatovém monolitu;
mobilni faze ACN-octanovy pufr pH 4,5 10/90 (v/igplota 25 °C.

Vliv poméru organické a vodné slozky

Na zaklad predesSlych experimeiitbyla pro dalSi optimalizai krok pouzita
mobilni faze ACN-30-18mol-dni® octanovy pufr o pH 4,5. Obsah ACN v mobilni fazi
byl ménén z pivodnich 10 % (v) na 7 % (v), dale na 5 % (v) a 3oobr. 5.4.2.2.2
Se snizujicim se obsahem acetonitrilu v mobilni & retence studovanych anélyt
zvySovala. NejutSi naist retence byl pozorovan u nejpégceluujiciho vasopresinu,
desmopresinu. Isotocin stale eluoval v mrtvéase. S nizSim obsahem acetonitrilu

Y

v mobilni fazi vzistala retence analytu, tim padem rostlo i rozliSeepsSi symetrie

pika byla pozorovanaipnizSim obsahu acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obr.5.4.2.2.2

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytna obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na butyl—

methakrylatovém monolitu; mobilni faze ACN-3021iol-dm® octanovy pufr pH 4,5; teplota 25 °C.

Smés Sesti nonapeptid byla nejlépe separovana na butyl-methakrylatovém
monolitu v mobilni fazi obsahujici ACN—30-1@nol-dm® octanovy pufr pH 4,5 3/97
(v/v). Reprezentativni chromatogram je uvederoba 5.4.2.2.3Z chromatogramu Ize
vypozorovat neuplné rozteni dive eluujicich analyt a naopak velké rozmyti po%d
eluujicich peptid. Lze shrnout, Ze lepSi raddni analyli isotocinu, Arg—vasotocinu,
Lys—vasopresinu a Arg—vasopresinu, je moziiéhizSim obsahu ACN v mobilni fazi,
které ovSem doprovaziips velké rozmyti posledneluujiciho analytu, desmopresinu.
Symetrie dive eluujicich analyit se pohybuje od 0,9 do 1,3. Pégckluujici analyty
maji symetrie hor$iA max 2,0).ReSenim tohoto problému by byla gradientovéa eluce,
kterd bohuzel v cLC modu nebyla k dispozici. ReaiiS piki v této optimalizované
mobilni fazi dosahuje hodnot 0,9-4,2 &niost kolony, vyjatend pdétem pater na
metr byla mezi 5000-10 000.

Stejre jako u silikagelovych kolon nebo zirkoniové kolofg/ v mobilni fazi
obsahujici octanovy pufr problém s velkou absorbagato mobilni faze, kter4 se
projevuje zhorSenim stability zakladni linie. Vyloodtéto mobilni faze je ale jeji
vhodnost k pouziti s MS detekci.
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Obr.5.4.2.2.3

Optimalizovana separace &snh nonapeptid na butyl-methakrylatovém monolitu; mobilni faze e
30-10° mol-dm’octanovy pufr pH 4,5 3/97 (v/v); teplota 25 °Ciifmk 3ul/min; davkovano 60 nl;
detekce 230 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) isotocin; (3)Arg—vasotocin; (4)ys—vasopresin; (5)

Arg—vasopresin; (6) oxytocin; (7) desmopresin.

5.4.2.3 Tetraboritanovy pufr
Na zéklad poznatk ziskanych fi studiu retetiniho chovani vasopresima

silikagelovych a zirkoniovych fazich, kdy bylo z{i8o, Ze dobré separace vasoprésin
Ize dosahnout v zasaditém pH vodné slozky mohéleé f byl hledan vhodny pufr, ktery
by bylo moZzné pouzit na butyl-methakrylatovém mimgbro bazickou oblast pH.
Fosfor&énanovy pufr nemohl byt na zakkagiedchozich experimeitpouzit, protoze
vlivem tohoto pufru doSlo k nevratnému poskozeninatitu. Proto byl vybran
tetraboritanovy pufr, ktery Ize pouzit pro oblasi pd 7,4 do 9,2. Poipdchozich

experimentech byla zvolena vinova délka 230 nmdatekci studovanych anailyt

Vliv pH tetraboritanového pufru

P¥i volb¢é slozeni mobilni faze s tetraboritanovym pufrem, kieré n&l byt
sledovan vliv pH mobilni fdze na separaci studoecAnyonapeptidl, byly vyuZity
poznatky ziskané ip optimalizaci pH v prosedi octanového pufru na monolitické
stacionarni fazi. Byl tedy zvolen p@mACN a pufru 10/90 (v/v) a koncentrace pufru
byla vybrana 50-I&mol-dm® a studovana oblast pH byla od 7,0 do 10,0.8@yn
retertniho chovéani vSech studovanych vasopiesirzdvislosti na pH vodné slozky
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mobilni faze jsou ukazany rdor. 5.4.2.3.1V oblasti pH 8,0—-10,0 nema tento parametr
zésadni vliv na retenci vSech analy®i pH 7,0 doSlo k vyraznému zvySeni retence u
témet vSech analyi, vyjimkou byly isotocin a Arg—vasotocin, jejichétence se zvysSila
jen nepatrt. U posledniho eluujiciho analytu, desmopresinugtance zvysSila natolik,
Ze nebyla fi nizSich hodnotach pH zaznamenanaizodiu silného rozmyti piku, ktery
se stal nevyhodnotitelny. RozliSeni piktudovanych anal§trostlo s klesajicim pH
vodné slozky mobilni faze. UpIného ratehi nonapeptidl bylo dosazenoippH 7,0.

Pti pH 8,0 koeluovaly Arg—vasotocin, oxytocin a Lyssepresin, ) pH 9,0 oxytocin a
Lys—vasopresin aippH 10,0 se nepodido rozcklit Arg—vasotocin, oxytocin, Lys—
vasopresin a Arg—vasopresin. Symetrieipk zlepSovala s klesajicim pH a pohybovala
se v rozmezi hodnot (0,8-2,8). Pro dalSi experiyneyta vybrana mobilni faze slozena
z ACN-50-1C mol-dm?® tetraboritanového pufru pH 7,7 10/90 (v/v). Hodnodglieni

se pohybovaly intervalu 1,1-6,6. Symetrietplilyla maximalg 2,6.

28
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pH tetraboritanového pufru

Obr.5.4.2.3.1

Zavislost retetniho faktoru studovanych analytna zngné pH tetraboritanového pufru na butyl-
methakrylatovém monolitu; mobilni faze ACN-50%1iol-dm?® tetraboritanovy pufr 10/90 (v/v); teplota
25 °C.

Vliv koncentrace tetraboritanoveho pufru
V tomto optimaliz&nim kroku byl sledovan vliv koncentrace tetrabori@eho
pufru v mobilni fazi ACN—tetraboritanovy pufr pH7710/90 (v/v) na reteémi chovani

separovanych nonapepiidNa obr. 5.4.2.3.2jsou znazorény zavislosti retetniho
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faktoru na koncentraci tetraboritanového pufru &@mé v koncenttaim rozmezi (10—
100)-10° mol-dm®.  Z vynesenych zavislosti plyne, Ze vliv koncergrac
tetraboritanového pufru na reter chovani vasopredirje v tomto sepatmim systému
nevyrazny. Zajimava skuteost byla zji&tna v intervalu koncentrace pufru (50-80) -10
*mol-dm®, kdy u pozdji eluujicich vasopresin dodlo k vyrazij§imu néfstu
reteréniho faktoru, jehoz maximum se nachatikoncentraci tetraboritanového pufru
o hodno# 70-10° mol-dm®. Poté opt reteréni faktor klesal, aZ ip koncentraci pufru
80-10° mol-dm® doséhl hodnoty v souladu siipghem ostatnich bdd prezentované
zavislosti. Pro Lys—vasopresin byl ve #mvaném intervalu koncentraci pufru
zaznamendm opay prbeh, tedy pokles reténiho faktoru s minimem ip
70-10° mol-dm® koncentraci pufru a poté &pvny nafist retence. V oblasti
koncentrace pufru (50—-80)-3@nol-dm? doslo diky popisovanému jevuckst&nému
rozdsleni Lys—vasopresinu a Arg-vasopresini, kpncentraci 70-1&mol-dm?® bylo
rozliSeni &chto dvou peptitl 0,5, a proto tato koncentrace byla pouzita pr&idabky
optimalizace. RozliSeni analyse pohybovalo v rozmezi 0,5-3,7 a symetrie jgpibli
dosahovala hodnot 0,4-2,1.

—=&— |sotocin
—&— Arg-vasotocin
7 —A— Oxytocin
1 —Ww— Lys-vasopresin
6 —— Arg-vasopresin
1 /‘\4 —<4— Desmopresin
5 44— 44—+
] <
X 4
5
x
S 34
=
2 2 —
2 /’/ y  T———
o A— 4 A S
14 A
° . o——— e .
04 ————8—§—§—1n
-1 T I r I r I r I r I
0 20 40 60 80 100

koncentrace tetraboritanového pufru, [10° mol-dm?]

Obr.5.4.2.3.2

Zavislost retetniho faktoru studovanych analyha zngné koncentrace tetraboritanového pufru na
butyl-methakrylatovém monolitu; mobilni faze ACNtrédoritanovy pufr pH 7,7 10/90 (v/v); teplota
25 °C.
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Vliv poméru organické a vodné slozky

Po optimalizaci pH a koncentrace tetraboritanov@héru byl studovan vliv
obsahu organického modifikatoru v mobilni fazi retertni chovani separovanych
vasopresifl. Mobilni faze obsahovala ACN-70-1fnol-dm? tetraboritanovy pufr o pH
7,7 v &chto pongrech 10/90, 8/92 a 5/95 (v/v). Retence a rozliSsmidovanych
vasopresifi s klesajicim obsahem acetonitrilu v mobilni fazrastala. U Arg—
vasopresinu a desmopresinu byl zaznamenan velmy sifiist retence s klesajici
elueni silou mobilni faze. Symetrie pikbyla nejlepSi v mobilni fazi obsahujici ACN—
70102 mol-dm™ tetraboritanovy pufr pH 7,7 8/92 (v/v). Hodnotyerniho faktoru pro
Arg-vasopresin a desmopresin v mobilni fazi ACN2@8-mol-dni® tetraboritanovy
pufr pH 7,7 5/95 (viv) nebyly ziskany & znatnému prodlouzeni reténich ¢asgi

téchto analyi.

Chromatogram na#ieny za optimalizovanych podminek, tj. ACN-
70-10° mol-dm® tetraboritanovy pufr pH 7,7 8/92 (v/v), je zobrazemobr. 5.4.2.3.3
Hodnoty rozliSeni a symetrie gikpro tyto nejvhod&si podminky jsouRs 0,2—4,6;As
1,1-3,2 a tp/m 2400-6700. Z chromatogramu je pattaélze identifikovat vSechny
vasopresiny z &dené smisi peptidi, ovSem rozliSeni ptkneni dostéujici. Isotocin opt
eluoval v mrtvéntase, tento problém byl také pozorovan u zirkoniste&ionarni faze.

Vyrazné je i rozmyti piku desmopresinu, ktery eduoikolo 25 minuty.

5.4.3 Zavr

V této casti diserténi prace byl testovan novy typ stacionarnich fazi@
modu. Na butyl-methakrylatovych monolitech bylo pmm® studovano retemi
chovani nonapeptidv riznych systémech mobilni faze. Konkrétimyl sledovan vliv
typu pufru (fosforénanovy, octanovy a tetraboritanovy), jeho koncexgra pH a vliv
poneru piislusného pufru a ACN na separaciésimvasopresiin Byl zkouman vliv
jednotlivych optimalizénich parametr na zakladni reté&mi charakteristiky, tj. reteimi
faktor, rozliSeni, symetrie pika (Einnost analyzy vyjaiéné pdétem teoretickych pater
na metr kolony.

Pouzitim mobilni faze obsahujici ACN—fosfémanovy pufr byly ziskany
celkem slibné vysledky. Poiild se oddlit jednotlivé vasopresiny, i kdyZz ne az na
zakladni linii véase do 40 minut. Prasti fosforénanového pufru vSak nebylo pro
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Obr.5.4.2.3.3

Optimalizovana separace &snh nonapeptitl na butyl-methakrylatovém monolitu; mobilni faze MG

70-10° mol-dm® tetraboritanovy pufr pH 7,7 8/92 (v/v); teplota 5; prittok 3 ul/min; davkovéano 60 nl;
detekce 230 nm. Identifikace fitk(1) uracil; (2) isotocin; (3) Arg—vasotocin; (éxytocin; (5) Lys—

vasopresin; (6) Arg—vasopresin; (7) desmopresin.

monolitickou kolonu vhodné, protoZe vlivem tohotafqor doslo k poruseni vazeb mezi
monolitem a sihou Kemenné kapilary, k uvotni monolitu, a tim k jeho vymyti
Z kapilary.

Po neusgchu s fosforenanovym pufrem byly hledany jiné pufry, které byhyby
SetrrgjSi k monolitické kolos a které by byly fislibem pro Usggné @leni snési Sesti
vasopresifi. Na zaklad experimeni provedenych v ramci této diseftd prace na
silikagelovych a zirkoniovych napbvych kolonach byly vybrany pufry dva, a to
octanovy a tetraboritanovy. Druhy ztovany pufr umo#uje mefeni v silré bazické
oblasti, ktera se pro separaci vasopresiswdéila. S rostouci hodnotou pH mobilni
faze se retence anaiyw mobilni fazi ACN-octanovy pufr snizila, zhorsge i rozliSeni
pika. Rozdlit analyty Arg—vasopresin a Lys—vasopresin az aklani linii se v této
mobilni fazi nepodédlo. Vyrazny vliv pH v systému s tetraboritanovynufem byl
pozorovan jen v oblasti pH 7,0-8,0. V tomto rozmsei retence a rozliSeni vSech
separovanych anafytvyrazré snizovaly. V oblasti hodnot vysSich nez pH 8 byla
retence studovanych vasoprésima zngné pH pouZzitého tetraboritanového pufru jiz
téméf nezavisla. Zmna koncentrace jak octanového, tak tetraboritanmvpbfru

v mobilni fazi nendla na retencici symetrii piki témeét zadny vliv. Znéna byla
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pozorovana jen u desmopresinu v mobilni fazi ACNawavy pufr, kdy se retence
tohoto analytu s rostouci koncentraci pufru ¢mdasnizila. Bi zméné obsahu ACN
v mobilni fazi byl pro oba systémy mobilni faze (grtanovy a tetraboritanovy pufr)
pozorovan stejny trend, tedy nizSi obsah ACN vedikySeni retence, a tim se ama
prodlouzily retetini c¢asy analyzovanych nonapefitid S niz§im obsahem ACN
v mobilni fazi se zlepsilo rozliSeni a symetriecl@ik.

Mobilni faze obsahujici ACN—30-£0nol-dm? octanovy pufr pH 4,5 3/97 (v/v)
vedla kéast&énému rozdleni snési 6 nonapeptidl do 45 min. Tento sepatai systém
umoznil jednoznénou identifikaci vSech studovanych nonapeptid pii znaném
zatizeni zéznamu Sumem zéakladni linie. V mobilnzi fACN-70-10° mol-dm®
tetraboritanovy pufr pH 7,7 8/92 (v/v) se pattasice rozdlit vSech 6 analyi do 25
min, ale rozliSeni piknebylo dostéujici a ani jejich symetrie nebyla dobra.

Porovnanim separace studovanych adatg kolorg Supelcosil C18 a na butyl—
methakrylatovém monolitu v mobilni fazi obsahuj&®CN a octanovy pufr doSlo u
butyl-methakrylatového monolitu ke zZmemu prodlouzeni reténich c¢adsi a
nepod#ilo se vzajema odclit Lys—vasopresin a Arg—vasopresin. Také seirdla

selektivita sepataiho systému v porovnani se silikagelovymi kolonaneioz

zirkoniovou kolonou Discovery Zr PBD. Vypitana @&innost monolitické kolony pro
vSechny pouzivané pufry byla vrozmezi 2400-10 @&fretickych pater na metr

kolony v zavislosti na analytu. dihnost butyl-methakrylatovych mondiitbyla ze

v s

je zde mozny dalSi vyvoj a prostor pro zlepSeni.
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6 Celkovy za&r

Cilem této disertmi prace bylo studium retémiho chovani dvou skupin
peptidi, vybranych pentapeptida nonapepti, v niznych separkmich systémech
HPLC a cLC. Na zaklagdpodrobného experimentalniho popisu sefyd systén Ize
nasledg zvolit nejvhodrjSi kombinaci stacionarni a mobilni faze pro sepiargbrané
smesi analyt.

Do této diserténi prace byly vybrany typa@vodlisné kolony, Supelcosil C18,
Discovery HS F5, Discovery Zr PBD a butyl-methaétgl’y monolit. Tyto kolony jsou
zastupci silikagelovych a zirkoniovych napVych stacionarnich fazi, a také moderniho
monolitického sepataiho média na bazi organického polymeru. Kolony etegsil
C18 a Discovery HS F5 jsou zastupci silikagelovy@verznich kolon. Kolona
Supelcosil C18 je klasicka C18 reverzni kolona,okal Discovery HS F5 je
predstavitelem  modifikované  silikagelové  stacionarnfaze s navazanou
pentafluorfenylpropylovou furdni skupinou. Dale byla pouzivana zirkoniova
stacionarni faze, kolona Discovery Zr PBD, u ktge2 nost tvoreny oxidem
zirkonicitym modifikovan polybutadienem. Poslednim typemufwanych kolon,
uréenych pro cLC, byly butyl-methakrylatové monolitiferé jsou na Kated
analytické chemie i# UK v Praze dlouhod@bvyvijeny a postupy jejich fijpravy
optimalizovany. Zvolené kolony jsou typbvozdilné, relativé nové a pedstavuji nové
moznosti v separacich biologicky aktivnich latek.

Nejprve byly vSechny pouzivané kolony otestovangltédfsovym testem, ktery
slouzi k charakterizaci stacionarnich fazi na zfikidvou gevladajicich interakci, tj.
hydrofobni a silanofilni. Ve skupinstudovanych stacionarnich fazi jsou zastoupeny na
z&klad vysledki Waltersova testu jak kolony s odliSnym indexemapty, tak i
rozdilnou hydrofobnosti. Tento v§tbkolon s dostata¢ odliSnymi vlastnostmi vytua
prostor k dobré charakterizaci segaido chovani zvolenych analyt Na zaklad
ziskanych dat Ize pak zvolit sepama systém pro konkrétni aplikaci — analyzu
biologicky aktivnich peptidl.

Retekni paadi separovanych pentapefiticoylo na vSech studovanych
stacionarnich fazich stejné. Vyjimku #iloD-Ala, Leu—enkefalin, ktery na kolén
Supelcosil C18 eluoval jako prvni vipali a na kolonach Discovery HS F5 a Discovery
Zr PBD jako teti. Zména retence daného analytiejmé souvisi s indexem polarity

dané stacionérni faze, nebeminovany enkefalin je vice zadrZzovan na potgith
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stacionarnich fazich. Ve struktuD—Ala, Leu—enkefalinu je v pozici 2 aminokyselina
glycin nahrazena D—alaninem. OdliSnéceiupaadi D—Ala, Leu—enkefalinu na kolén
Discovery Zr PBD dale iejm¢ souvisi s vysokou hodnotou hydrofobniho indexu
kolony v korelaci s vysSi hydrofobnosti D—alaninmaelekule D-Ala, Leu—enkefalinu.
Na silikagelové kolo#& Discovery HS F5, ale i na zirkoniové kotobDiscovery Zr PBD
se uplatuji jiné typy interakci (napn—r), proto zde eluuje D—Ala, Leu—enkefalin jinak
nez z klasické C18 kolony. NejlepSi separace peptai z hlediska rozliSeniRs >
2,8), symetrie A& < 1,3) a doby analyzy (do 7 minut) byla dosazenakokn¢
Supelcosil C18 v mobilni fazi obsahujici ACN-50%1f0l-dm?® fosforesnanovy pufr
pH 5,0 22/78 (v/v).

P¥i studiu retetiniho chovani nonapepftidna fiznych typech stacionarnich
fazich byly pozorovany nasledujiclildzité zobetujici poznatky: isotocin té# ve
vSech studovanych sepanéch systémech s vyjimkou pouZziti kolon Discovery F5 a
Supelcosil C18 v kombinaci s fosféranovym pufrem v mobilni fazi, eluoval
v mrtvém c¢ase. Druhym poznatkem byl&astd neschopnost separech systér
dostatén¢ oddilit nonapeptidy Lys—vasopresin a Arg—vasopresieréise liSi pouze
jednou aminokyselinou (lysin nebo arginin) uréistu v poloze 8 aminokyselinového
fetzce. Tuto dvojici analyit se nepodédo roz&lit az na zakladni linii ani na kolén
Supelcosil C18 s fosfotaanovym pufrem a s mravé&amovym pufrem v mobilni fazi,
ani v systétmu s kolonou Discovery HS F5 a octanoypumrem a ani na butyl—
methakrylatovém monolitu s octanovym pufrem v nibfazi. Z vysledk vyplynulo,

Ze nejlepsi studovany sepama systém pro nonapeptidy je tem kolonou Discovery
HS F5 a mobilni fazi obsahujici ACN a 70%1@ol-dm® fosforesnanovy pufr o pH 6,5
20/80 (v/v). V tomto sepataim systéemu doslo k rozni vSech Sesti vasopresido
20 min s dostatmym rozliSenim Rs> 1,8 a symetrii pik (As~1,1). Vypotitana
acinnost kolony v optimalizované mobilni fazi se pbbyala v intervalu 35 000—
47 000 tp/m v zavislosti na analytu .

NejcitlivéjSim analytem na zému sloZeni mobilni faze byl desmopresin, jehoz
retertni chovani vykazovalo nejintenziggi zavislost pedevsim na zsmé pH a
koncentrace vybraného pufru. Desmopresin se odli®gj ostatnich analyzovanych
nonapeptil  pritomnosti  3—-merkaptopropionoveé kyseliny na  C-konci
aminokyselinovéhaoretézce. Absence aminokyseliny cysteinu v pozici 1,r&teyla
nahrazena karboxylovou kyselinou obsahujici sieuprjavépodobré zodpo¥dna za

jeho odlisSné chovani.
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Na z&vr lze fici, Ze nové stacionarni faze, jako Hilad modifikované
silikagelové, zirkoniové nebo monolitické, jsou dmb a zajimavou alternativou pro
separaci biologicky aktivnich peptide klasickym C18 fazim.

Vyhody zirkoniovych stacionarnich fazi jsouregevSim v jejich zvySeneé
stabilit vzhledem k hodnotam pH pufjako vodnych slozek mobilnich fazi a@dv
zvySené experimentalni teplotV naSem konkrétnimifpact vSak neposkytly lepsi
vysledky separace sisi pentapeptill ani nonapeptitl nez kolony silikagelove.

Trend miniaturizace HPLC nabyva v dnesni data oblilE, presto vykir a
dostupnost stacionarnich fazi pro cLC je oprotskleé kapalinové chromatografii stale
nedostatény. Tento nedostatek by mohl byt odstiani pomoci kapilarnich
monolitickych kolon. Separace na monolitickych k@oh nazn&uji dobry trend a
vzrasta i jejich pouziti diky posiné snadné fipraw. Monolitické kolony ale jest
vyzaduji dalSi vyvoj v oblasti technologie jejicligravy a naslednjejich aplikaniho

e

pro jednotlivé analyty.
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