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UvVoD
1. Kapilarni kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je Siroce pouzivanou
separa¢ni metodou V analytickych laboratofich, piedev§im pro separaci noveé
vytvotenych 1éCiv, pro monitoring procesti a kontroly kvality vyrobenych latek
V chemickém pramyslu, zejména ve farmacii a potravinaistvi. HPLC technika je
nejpomalejsi Casti v pouzivanych analytickych metodach, coz je predevSim
Vv analyzéach jako je procesni monitoring, biologicky screening ¢i vyvoj novych 1éka
velmi limitujici. Proto je pfedevsim v poslednich nékolika desetiletich snaha najit
takovou separac¢ni techniku, ktera bude stejné jako tradi¢ni HPLC metoda pouzitelna
pro separaci Siroké Skaly latek. Jednou z moznosti urychleni separaéni metody je
zmenSovani kolon v kapalinové chromatografii.

Jiz v sedmdesatych letech 20. stoleti, jako jedni z prvnich, testovali Horvath a
kol. [1,2] kovovou kolonu o vnitinim priméru 0,3 mm a 1,0 mm naplnénou
Casticemi pro separaci ribonukleotidi. V dalSim desetileti Ishiiho kolektiv [3 - 5]
separoval smés polyaromatickych uhlovodiki pomoci teflonové kapilary o vnitinim
priméru 0,5 mm naplnéné Casticemi. Poté nasledoval velky pralom ve vyvoji
mikrokolon pro kapalinovou chromatografii [6 - 10], coz vedlo ke vzniku
samostatného odvétvi kapalinové chromatografie, mikrokapalinova chromatografie
[11, 12]. Dalsim dikazem, ze se o separacni metody na kapilarach zacalo zajimat
vice vyzkumnych skupin, je také zalozeni samostatného ¢asopisu. V roce 1989 byl
zalozen Casopis ,, The Journal of Microcolumn Separation“, ktery se od roku 2001
stal soucasti Casopisu ,,Journal of Separation Science *.

Miniaturizace kolon v kapalinové chromatografii ma vedle kratsi doby
analyzy jeSt€¢ nékolik vyhod. Nejveétsim plusem v kapilarni  kapalinové
chromatografii je velmi nizka spotfeba mobilni faze. Porovname-li spotiebu mobilni
faze protékajici klasickou HPLC kolonou o vnitinim priméru 4,6 mm s kapilarni
kolonou o vnitinim priméru 0,5 mm, snizi se pii stejné linearni pritokové rychlosti
jeji spotieba 85krat. Proto je moZzné pouzivat i drazsi, pfipadné toxicka, organicka
rozpoustédla, nebot’ zatizeni rozpodétu a zatéZz na zivotni prostiedi bude v porovnani

s klasickou HPLC nékolikanasobné mensi [13]. Diky mensimu pratoku mobilni faze



nedochazi k takovému nafedéni vzorku bchem separace a v kapilarni kapalinové
chromatografii dosahneme vétsi citlivosti. Se snizujicim se vnitinim primérem
kapilary roste citlivost analyzy [14]. Dalsi vyhodou je mensi spotieba vzorku, jelikoz
davkovany objem musi byt oproti klasické HPLC snizen. Dal$i a neposledni
vyhodou pouziti kapildrnich kolon v separacnich technikéch je jeji snadné propojeni
s hmotnostnim detektorem nebo NMR [15].

Ovsem pouziti kapilarnich kolon s sebou nese i nevyhody. Tim, ze se zmensi
separacni prvek, je nutné, aby se zménila veskerd pouzita instrumentace. Je nutné
zabranit vzniku mrtvych objemu, které zptsobuji rozmyti zony vzorku, aby bylo
dosazeno maximalni ¢innosti separace. Pro separaci na kapilarnich kolonach je tedy
zapotiebi zaméfit se na detek¢ni celu, pfipojeni kolony k davkovaci a detekcni cele a
zmeénit také davkovaci zafizeni, aby bylo schopno davkovat mnohem mensi objemy
[12]. Vyvoj nové instrumentace vedl k Giplné automatizaci chromatografu [11], o coz
se vyrazn¢ zaslouzil napt. Ishiiho kolektiv, ktery se vyvoji kapilarni kapalinové
chromatografie a instrumentaci vénuje vice jak 30 let [16].

Pokrok Sel jest¢ dal a miniaturizace instrumentace se nezastavila u kapilar o
vnitinim priméru 0,1 mm, ale v dnes$ni dob¢ existuji metody vyuzivajici kapilar do
100 um nebo mikroc¢ipt jako separa¢niho media. JelikoZ ozna¢eni HPLC v dnes$ni
dobé v sobé zahrnuje veskeré tyto techniky kapalinové chromatografie bez ohledu na
velikost pouzité separacni kolony, bylo navrzeno rozdéleni HPLC do né€kolika skupin
[16 - 18] dle pratokové rychlosti a pouzité kolony. V kapilarni kapalinové
chromatografii (CLC) se pouzivaji kolony o vnitinim priméru 100 — 500 um a
pratokova rychlost 1 — 10 pl/min, zatimco v klasické HPLC metodé pracujeme

s kolonami o vnitinim priméru 3 — 5 mm a pratokovou rychlosti 0,5 — 2,0 ml/min.



2. Monolitické kolony v kapalinové chromatografii

2.1. Historie monolitu v analytickych separa¢nich metodach

Slovo monolit pochazi z feckého monolithos, coz je sloZenina dvou slov -
mono (jeden) a lithos (kamen) a vyklada se jako geologicky ttvar, hora ¢i balvan
tvofeny z jednoho kusu. V souvislosti s kapalinovou chromatografii bych si dovolila
toto slovo prelozit jako jednolitd stacionarni faze. Poprvé byla monolitem oznacena
stacionarni faze vytvorend polymerizaci v uzaviené formeé koncem devadesatych let
20. stoleti [19]. Do této doby se v literatuie objevovalo mnoho jinych nazvii pro
monolit jako napft. ,,continuous polymer bed“ [20], nebo ,,macroporous polymer
membranes® [21] ¢i ,,porous silica rods* [22].

Ovsem prvni pouziti podobné staciondrni faze se Casuje jiz do sedmdesatych
let, kdy byla publikovana prace Kubina a kol. [23], ktefi pfipravili polymer na bazi
methakrylatu pro separaci proteinti metodou vylucovaci chromatografie. Diky nizké
propustnosti a velké podélné difuzi vedouci ke snizené separacni ucinnosti zapadl
tento pokus do zapomnéni. V sedmdesatych letech se objevuji publikace [24, 25], ve
kterych byly pfipraveny kolony naplnéné polyuretanovou pénou, kterd bohuzel
v pouzitych rozpoustédlech botnala nebo meékla, coZz zabranilo jejimu dalSimu
pouziti. Prikopnicka prace popisujici pfipravu monolitu je spojena s rokem 1989 a
jménem S. Hjertén a kol. [20], ktefi pfipravili monolitickou kolonu stlacenim
polyakrylamidového gelu (,,continuous polymer bed®). V nasledujicich letech se
objevuji dalsi clanky popisujici ptfipravu monolitickych kolon jako pevny
makroporézni polymerni material na bazi methakrylatu [21]. Tyto monolity na bazi
glycidylmethakrylatu a ethylenglykoldimethakrylatu se diky svym ojedinélym
separacnim vlastnostem postupné staly jednim z nejpouZzivanéjSich druhli stacionarni
faze [26]. Koncem devadesatych let byly popsany monolity na bazi anorganického
kifemene, ktery byl nasledné po polymerizaci derivatizovan
dimethyloktadecylchlorsilanem [22, 27]. Takto vzniklé stacionarni faze jsou po

chemickeé strance velmi podobné C18 napliovym kolonam v HPLC.



2.2. Monolitické kolony v soucasnosti

V poslednich letech vyrazné vzrostl zdjem 0 monolitické kolony, které se
V dne$ni dobé cCasto oznacuji jako stacionarni faze Ctvrté generace [28]. Velmi
jednoducha ptiprava monolitickych kolon je jednou z mnoha vyhod tohoto typu
stacionarnich fdzi a je jednim zdGvodd, pro¢ je tento typ stacionarni faze
V soucasnosti tak popularni. Pouzitim monolitickych kolon odpadaji problémy
s pInénim klasickych napliiovych kolon. Dal$i nespornou vyhodou je nepiitomnost
frit na separaénim médiu, jelikoz polymer je kovalentné vazén na vnitini sténu
kapilary [29, 30]. Pti separacich na tradi¢nich napliovych kolonach se pracuje pii
velmi vysokych tlacich, coz je limitujici pro pfipravu jesté mensich ¢astic. Velkou
vyhodou monolitickych kolon je pravé jeji maly zpétny tlakem, ktery je az 3krat
mens$i pii zachovani stejné Géinnosti separace [13].

Nepochybnou vyhodou monolitickych kolon je moznost vytvofit Sirokou
Skalu rGznych stacionarnich fazi volbou vhodnych chemickych sloucenin S riznymi
funkénimi skupinami, a tim umoznit separovat velmi odlisné latky. Diky této
komplexnosti béhem poslednich deseti let vyrazné vzrostl zajem o monolity jako
separacni medium. Jak je ukdzano na obrazku 1, od roku 1989, kdy se objevily prvni
publikace o monolitech, do roku 2007 zajem o monolity v separacnich technikéch

vzrostl exponencidlné [31].
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Obrazek 1 Pocet publikaci v obdobi 1989 az 2007 evidovanych v separacnich

védach, prevzato z prace [31].



Z pohledu chemického slozeni je mozné monolity rozdélit do dvou velkych
skupin. Prvni tvoii monolity na bdzi anorganickych oxidl. Jedna se o monolity na
bazi silikagelu [22, 27, 32, 33] a oxidu riznych kovu jako je zirkonium, hlinik nebo
hafnium [34-36]. Druhou velkou skupinu tvoii monolity na bazi tuhych organickych
polymert. Tato rtiznoroda skupina se pak jesté dale dé€li do tii velkych podskupin
podle pouzitych monomernich jednotek, a to jsou polyakrylamidové monolity, dale
pak methakrylatové a polystyrenové monolity. Popisy piipravy, vlastnosti a moznosti
aplikaci jednotlivych druht monolitickych kolon v kapalinové chromatografii a
elektrochromatografii jsou uvedeny v n¢kterych souhrnnych publikacich [13, 37-40].

V dnesni dob¢ se nekteré typy monolitickych kolon vyrabéji komeréné. Mezi
prvnimi reagovala na monolitické kolony firma Merck [41], kterd vyrabi monolitické
kolony na bazi silikagelu jak pro klasickou HPLC s vnitfnim primérem 4,6 mm pod
nazvem Chromolith®, tak i pro kapilarni kapalinovou chromatografii s vnitinim
primérem 0,2 a 0,05 mm pod nazvem Chromolith®CapRod. Firma Phenomenex
vyrdbi monolitické kolony na bézi silikagelu pod nédzvem Onyx'™ [42]. Firma
Dionex [43] nabizi monolitické kolony polystyrenového a methakrylatového typu.

Monolitické kolony nasly wuplatnéni i ve vysokoucinné membranové
chromatografii, kterd slouzi ptredevSim pro separaci vysokomolekularnich latek.
Separa¢ni médium je pak nanejvys nékolik mm dlouhé [44, 45]. Jedna se 0 monolity
na bazi methakrylatu ¢i polystyrenu s riznymi funkénimi skupinami. Pod obchodni
znatkou CIM® (Convective Interaction Media) tyto monolitické kolony vyrabi firma

BiaSeparations [46], jako Bio-Monolith je nabizi firma Agilent [47].

2.3. Priprava monolitickych kolon

Silikagelové monolity se piipravuji z koloidniho roztoku. Chemicka preména
alkoxysilanolového roztoku na kiemenny gel je obycejné dé&jem dvou druht reakci,
hydrolyzou a polykondenzaci [48]. Typicka pfiprava specenych kiemennych ,,fused
silica” kapilarnich kolon spociva v pifipravé homogenniho koloidniho roztoku [48-
51]. Jako vhodny alkoxysilan se nejéastéji pouzivaji tetramethoxysilan ¢i
tetraethoxysilan. Pro kontrolu velikosti a objemu makropord v monolitu se ptidava

ve vod¢ rozpustny polymer polyethylenglykol, pro tvorbu mesopori se ptidava
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mocovina a kyselina octova. Tato smés je poté homogenizovana pfi nizké teploté a
nasledné je vysuSena kapilara naplnéna timto roztokem a ponechdna reagovat pfti
zvysené teploté. V dalsim kroku je teplota zvySena az na 120 °C pro vytvoieni
mesoport diky tvorbé ¢pavku z mocoviny [51]. Na to je monolit promyt vodou a
methanolem a pii 300 °C ponechan pro rozlozeni nezreagovanych slozek. Poté je
monolit modifikovan tokem roztoku oktadecyldimethyl-N,N-diethylaminosilanu pii
zvysené teploté pro tvorbu C18 faze. Ze zjednoduseného postupu pfipravy je vidét,
ze priprava monolitli na bazi silikagelu je velmi jednoduchd, finanén€ nenarocna a
kolony jsou pfipraveny béhem n¢kolika dni.

Pro ptipravu monolitli na bazi organického polymeru je vétSinou nutné pied
naplnénim kapilary jeji vnitini povrch silanizovat pro pevné uchyceni vzniklého
monolitu.  Jednim z  nejvice rozSifenych  silanizacnich  ¢inidel  je
3-(trimethoxysilyl)-propylmethakrylat. Methoxy skupiny tohoto Cinidla vytvareji se
silanolovymi skupinami na povrchu kapilary kovalentni vazbu [52]. Pfitomna dvojna
vazba methakryldtu se pak ucastni tvorby monolitu s monomerni slozkou béhem
polymeraéniho procesu.

Tvorba monolitu na bazi organického polymeru se fidi radikdlovou
polymeraci. Polymeriza¢ni smés je slozena =z monovinylového monomeru,
divinylového monomeru jinak také oznacovaného jako sitovadlo, porogennich
rozpoustédel a iniciatoru polymerace. Pro tvorbu monolitll je mozné vyuZzit monomer
ze Siroké skaly chemickych sloucenin. Vybérem vhodného monomeru muzeme
ovlivnit vysledné vlastnosti vzniklého monolitu. Je také mozné pouzit takovy
monomer, ktery se po vzniku polymeru mtize vhodné modifikovat [53].

Porogennim rozpoustédlem jsou vétSinou latky, které dobfe rozpoustéji
slozky polymera¢ni smési, ovSem nerozpoustéji vznikly polymer. JelikoZ vznikajici
polymer neni rozpustny v porogennich solventech, je spiSe solvatovan monomernimi
jednotkami, a tim je podporovan jeho rist [40]. Volbou vhodného porogenniho
rozpoustédla se mohou ovlivnit porézni vlastnosti vzniklého polymeru, ale bez efektu
na chemické sloZzeni monolitu.

Mnozstvi sitovadla v polymerizaéni smési ma nejen vliv na velikost port, ale
také vliv na chemické sloZeni findlniho monolitu. Cim vice sitovadla obsahuje
polymerizacni smés, tim vétsi je specificky povrch monolitu a mensi velikost

vzniklych poru [54].
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Velky vliv na vlastnosti monolitickych kolon ma také zplisob iniciace
polymerace. Jednou znejcastéji pouzivanych metod je tepelné iniciovana
polymerace. VSeobecné plati, ze s rostouci teplotou iniciace roste rychlost vzniku
polymeru. Nej¢astéji pouzivanym iniciatorem pii termické iniciaci jSOu
benzoylperoxid nebo a,a’-azobisisobutyronitril (AIBN) [55-57]. Dalsim moznym
zpuisobem polymerace je polymerizace za laboratorni teploty vyuzivajici chemické
iniciace. Vhodnym katalyzatorem obvykle byva TEMED,
N,N,N’",N’- tetramethylethylendiamin, ktery po reakci s peroxodisiranem vytvaii
volné radikaly, a tim umoziuje rast monolitu [58, 59]. Tento zpusob pfipravy je
spiSe pouzivan pro monolity na bazi akrylamidu, na rozdil od methakrylatovych
kolon, kde se vétSinou aplikuje termicka iniciace. Dals$i mozny zpUsob iniciace je
fotopolymerace provadéna vétsinou za laboratorni teploty, a proto je mozné pouzit i
porogenni rozpoustédla s nizsim bodem varu, ktera nemohou byt pouzita pfi
termické iniciaci. Ojedinélym zptusobem iniciace pro piipravu methakrylatovych

kolon byva iniciace y- zafenim [60].

2.4. Methakrylatové monolitické kolony

Od roku 1997, kdy Peters a kol. [30] poprvé publikovali praci o
methakrylatovych monolitech, stal se tento typ monolitu objektem zajmu mnoha
vyzkumnych skupin. Tyto kolony naSly uplatnéni v mnoha modech kapalinové
chromatografie — napf. Vv reverznim modu [61], normalnim modu [62], ale také
Vv iontové-vyménné chromatografii [63, 64] nebo afinitni chromatografii [65, 66].

Diky moznosti Sirokého vybéru monomert je tato skupina monoliti schopna
délit rozsdhlou skupinu latek, pres nizkomolekularni latky [61] az po
vysokomolekularni latky, jako jsou peptidy [66-68], oligonukleotidy [69] ¢i chiralni
molekuly [70].

Nejrozsifen€j$im monomerem pro piipravu methakryldtovych monolitd je
glycidylmethakrylat (2,3-epoxypropylmethakrylat, GDM) obsahujici reaktivni
skupinu, kterou je mozné rizné derivatizovat [61, 63, 71]. PouZzivaji se i dalsi estery,

od jednoduchych velmi Casto pouzivany butylmethakrylat [72-74], ale po delsi
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fetézce jako jsou oktyl-, lauryl-, oktadecyl- ¢i isobornylmethakrylat, jejichz piiprava
a testovani byly popsany v pracech [75, 76].

Nejpouzivanéj§im sitovadlem v oblasti methakrylatovych monolitd je
ethylenglykoldimethakrylat (EDMA) [30,61,72], ale je mozné pouzit i jinych
chemickych latek, napt. trimethylolpropantrimethakrylatu (TRIM) [77, 78].

Methakrylatové monolitické kolony nasly uplatnéni nejdiive v kapilarni
elektrochromatografii (CEC) az poté se zajem piesunul na kapilarni kapalinovou
chromatografii, tudiz i jejich samotna pfiprava vychazi z kolon pouzitych pro
elektrochromatografii [30, 39]. V elektrochromatografii je elektroosmoticky tok
generovan vlozenym napétim, zatimco v kapilarni kapalinové chromatografii je
hydrodynamicky tok zpiisoben pouzitym tlakem, a proto pfiprava staciondrni faze
pro CLC byla upravena [72]. Polymerizaéni smés neobsahuje nabity monomer,
kterym byva nejéastéji AMPS (2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova) [30] a
rovné¢z  obsah  sitovadla, EDMA, byl optimalizovan. V  piipadé
butylmethakrylatovych kolon je nejcastéji pouzivanym porogennim solventem
binarni smés propan-1-olu a butan-1,4-diolu [72]. Nejcastéjsim druhem polymerizace
butylmethakrylatovych kolon je termické iniciace, kdy je do polymerizacni smési

pridan AIBN a kolona je pak po dobu nékolika hodin termostatovana.

2.5. Separace oligonukleotidit na monolitickych kolonach

Oligonukleotidy diky své charakteristické struktute, kterda se skladd z nékolika
rozliénych ¢asti, mohou byt separovany riznymi druhy chromatografie.
Oligonukleotidy ve své molekule obsahuji lipofilni nukleové base, jejichz struktura
a sekvence ma vliv na jejich chromatografické chovani v reverzni chromatografii
[79, 80]. A protoZe se jedna o polyanionty obsahujici fosfaty, je jejich separace také
mozna iontové-vymeénnou chromatografii [81, 82] ¢i iontové parovou chromatografii
[83, 84]. Jelikoz se také mohou lisit ve své délce, lze je separovat vyluCovaci
chromatografii [85]. Kdyz se na molekulu oligonukleotidu podivame, jedna se o
velmi polarni latky, které lze separovat v HILIC modu (Hydrophilic Interaction

Chromatography) [86]. Oligonukleotidy se také velmi ¢asto diky své schopnosti nést
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elektricky naboj separuji pomoci kapilarni elektroforézy [87, 88] ¢i
elektrochromatografie [89].

V posledni dob¢ kromé klasickych kolon nartista pocet publikaci vyuzivajici
monolitické kolony pro separaci oligonukleotidii. Pro iontové vyménnou separaci
byly pouzity napt. kolony na bazi glycidylmethakrylaitu modifikovaného
diethylaminoethylem oznacené Biospher GMB 1000Q [90] anebo kopolymeru
3-diethylamino-2-hydroxypropylmethakrylatu s divinylbenzenem [91]. Také
monolitické kolony na bazi zesitovaného polynorbornonu byly pouzity k separaci
oligonukleotidi metodou iontové-parové HPLC [92], stejné tak jako
polystyrendivinylbenzenové monolity [93].

V soucéasnosti se k velmi rychlé separaci oligonukleotidi a peptidii pouziva
jontové vyménnad chromatografie s diskovymi monolity CIM® (Convective
Interaction Media), které obsahuji glycidylmethakrylat-ethylendimethakrylatovy [44]
¢i styren-divinylbenzenovy [94] polymer.

2.6. Experimentalni zimér

Cilem této disertacni prace je snaha o pfipravu butylmethakrylatovych kolon
iniciovanych chemickou reakci za laboratorni teploty a ziskani dat pro
opakovatelnost ptipravy téchto kolon. Pouziti této iniciace nebylo doposud pro
methakryldtové monolity popsané, a proto je ucelem porovnat jejich separacni
vlastnosti s kolonami termicky iniciovanymi, které jiz v laboratofi piipravené byly
[72].

DalS$im cilem této prace je ptiprava monolitickych kolon pro separace riznych

molekul, at uz se jedna o jednoduché aromatické slouéeniny nebo

vysokomolekularni latky jako jsou oligonukleotidy ¢i polarni derivaty cyklenu.
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EXPERIMENTALNI CAST

1. Chromatograficka ¢ast

Pro experimenty popsané v prvni a tfeti ¢asti kapitoly Vysledky a diskuse
byly pouzity nasledujici piistroje a pomucky. Kapilarni monolitické kolony byly
piipraveny v kfemennych kapildrdch o wvnitfnim priméru 320 pm a vnéjSim
prumérem 450 um pokrytych vrstvou polyamidu dodavané firmou Supelco
(Bellefonte, USA). Termostatovani kapilar béhem silanizace a polymerizace bylo
provadéno v susarné¢ UL 400 (Memmer, Schwabach, Némecko). Pumpa MHPP 20
(Laboratorni piistroje, Praha, Ceska republika), Valco International davkovaci ventil
s vnitfni davkovaci smyckou 60 nl (Schenkon, Svycarsko) a Philips PU 4225 UV
absorp¢ni detektor (Eindhoven, Nizozemsko) byly pouzity jako soucasti pouzivaného
chromatografického systému. Monolitické kolony byly k davkovaci pfipojeny
pomoci 50 mm dlouhé PEEKové trubi¢ky (500 pm vnitini primér) se Sroubem a
ferulkou. Pomoci teflonové trubicky byl druhy konec monolitické separa¢ni kolony
pfipojen ke kiemenné kapildfe o vnitinim priméru 100 pm, na které bylo ve
vzdalenosti 75 mm vytvofeno detekéni okénko. Tato 100 um ID kapilara
s detek¢nim okénkem byla pfipojena k absorpénimu detektoru, ktery pracoval pfi
nastavenych vlnovych délkdch 214 nm a 254 nm ¢i 210 nm a 285 nm.
Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci programu CSW 1.7 a softwaru
DataApex (Praha, Ceské republika). P¥ipravené kolony byly testovany pii pritokové
rychlosti od 1 do 5 pl/min pfi laboratorni teploté.

Pro pfipravu a testovani monolitickych kolon pro separaci oligonukleotidi
byly pouzity nasledujici ptistroje a pomucky. VSechny experimenty byly provadény
na  kapalinovém  chromatografu =~ SHIMADZU  (Japonsko)  vybaveném
programovatelnym UV/VIS detektorem SPD-10AVvp s 35 nl detekéni Z-celou,
ktery byl nastaven na vlnovou délku 260 nm; HPLC pumpou LC-10ADvp
(vysokotlaky binarni gradientovy systém) a SCL-10Avp kontrolnim systémem. Jako
davkovac byl pouzit dvou-pozi¢ni heliem aktivovany davkovac s vnitini smyc¢kou o
objemu 60 nl (Valco, Schenkon, Svycarsko). PEEKové biokompatibilni smé§ovace
Tee a SS Tee (oba Valco, Schenkon, Svycarsko) byly pouZity pro michdni mobilni
faze a jako splitr redukujici pratokovou rychlost z bézné HPLC na mikro-HPLC.
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Splitovaci pomér byl nastaven na 1:100. V laboratoii vyrobeny termostat
s Peltierovym ¢lankem byl pouzit pro kontrolu teploty kolony. Kapilarni monolitické
kolony byly pfipraveny v kiemennych kapilarach o vnitinim praméru 320 um a
vn&j§im praméru 450 um pokrytych polyimidem, které byly dodany firmou Supelco
(Bellefonte, USA). Pomoci teflonové kapilary byly monolitické kolony pfipojeny k
100 um ID kfemenné kapilare, ktera byla spojena se Z-celou detektoru.

2. Pouzité chemikalie

propan-1-ol (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)

butan-1,4-diol (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)

acetic acid (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)
cyklohexan-1-ol (99%) — Aldrich (Steinheim, Némecko)
dodekan-1-ol (99%) — Aldrich (Steinheim, Némecko)
acetonitril (gradient grade) — Merck (Darmstadt, Némecko)
peroxodisiran amonny (98%) — Merck (Darmstadt, Néemecko)
uracil (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

anilin (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

anthracen (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

benzen (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

etylbenzen (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

fenol (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

toluen (99,5%) — Sigma (St. Louis, USA)

hydroxid sodny (99%) — Sigma (St. Louis, USA)

Milli Q voda — Millipore Corp.,(USA)

triethylamin acetat (TEAA; koncentrace 2.0 M) — Transgenomic Bioconsumables
(Glasgow, Skotsko)

nemodifikované fosfodiester oligonukleotidy — syntetizovany ve firmé Generi
Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, CR)

adenin (99%) — Aldrich (Steinheim, Nemecko)

cytosin (99%) — Aldrich (Steinheim, Nemecko)

thymin (99%) — Aldrich (Steinheim, Nemecko)
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guanin (99%) — Aldrich (Steinheim, Nemecko)

adenin deoxyribonukleosid monofosfat (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)
cytosin deoxyribonukleosid monofosfat (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)
guanin deoxyribonukleosid monofosfat (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)
thymin deoxyribonukleosid monofosfat (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)

3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylat (y-MAPS) (99%) — Fluka (Buchs, Svycarsko)
O Me

MeO— Slwo

OMe H

o, a'-azobisisobutyronitril (AIBN) (98%) — Merck (Darmstadt, Némecko)

ethylenglykoldimethakrylat (EDMA) (98%) — Merck (Darmstadt, Néemecko)

O
H
\/\O/\/O\/\

N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) — Sigma (St. Louis, USA)

\/N/VN\
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N-(hydroxymethyl)methakrylamid (HMMAA) (52-55% hm. ve vod&) — Aldrich

(Steinheim, Nemecko)
HO\/ N \/j\
@)

glycidylmethakrylat (2,3-epoxypropylmethakrylat, GDM) — Aldrich (Steinheim,
Neémecko)

\N O
/ O
[3-(methakryloylamino)propyl]-dimethyl(3-sulfopropyl)amonium hydroxid

(MAPDS) (96%) — Aldrich (Steinheim, Némecko)
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3. Zpracovani vysledki

Pro vyhodnoceni sledovanych parametrii vypocitanych softwarem CSW byly pouzity

nasledujici vztahy (1-4).
retenéni faktor k;;
ki = tr,i —tn
;o= oL m

tm

pocet teoretickych pater N;

2
N=554x|
W50

rozliSeni dvou piki eluujicich vedle sebe Rs;

Rg = 2><(tr,i'tr,i-l]
Wi + Wj1

asymetricky faktor As;
b:
Ag =
S a;

1)

()

(3)

(4)

kde t; znaci reten¢ni ¢as analytu [min], ty reten¢ni ¢as nezadrzované latky [min]

(jako znackova¢ mrtvého Casu byl pouzivan uracil), W) Sitka piku v poloviné jeho

vysky [min], w; Sitka piku dand prisecikem tangent se zdkladni linii. Hodnota a;

predstavuje vzdalenost mezi kolmici z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné

desetin¢ jeho vysky, b; je vzdalenost mezi kolmici z vrcholu piku a sestupnou ¢asti

piku v jedné desetiné jeho vysky.
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Dalsi parametry, které byly vypocitany pomoci ptedchozich vztahi (5-7)

vyskovy ekvivalent teoretického patra HETP;

HETP = L
N )
index hydrofobnosti HI;
Hl = kanthracen
Kbenzen (6)
celkova porozita monolitické faze &;
Fp, xt
e = mV>< m
k (7)

kde L je délka separacni kolony [mm], Fp, je objemovy prutok [ul/min] a Vi je objem

kapilary [ul].
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VYSLEDKY A DISKUSE

1. Opakovatelnost pripravy butylmethakrylatovych monoliti

iniciovanych chemicky peroxodisiranem amonnym

1.1. SloZeni polymeraéni smési pro monolitické kolony

Pro ptipravu monolitickych kolon se pouziva polymeracni smes, ktera sestava
ze dvou cCasti — monomerni smés a porogenni smes. Jak samotné ndzvy napovidaji,
monomerni smes se skldda z monomeru, tedy latky, kterd je zakladni jednotkou
monolitu, a poté ze sitovadla. Sitovadlo je latka, ktera je schopna propojit jednotlivé
zdkladni jednotky, aby wvznikl zesitovany polymer. Nejcastéji pouzivanym
sitovadlem pro piipravu monolita na bazi methakrylati  je
ethylenglykoldimethakrylat (EDMA). Porogenni smés se skladd z porogennich
solventt a iniciatoru polymerace. Jako porogenni solventy se pouzivaji alkoholy jako
propanol, dodekanol, cyklohexanol ¢i butan-1,4-diol, které slouzi k vytvareni pori
monolitu. Iniciator je takova latka, ktera spousti polymeraéni proces. Volba
iniciatoru je kli¢ova, reakce by méla probihat rychle a stechiometricky, aby vznikl
homogenni polymer s definovanymi pory. NejCastéjsi iniciace je termicka, kdy se do
polymerac¢ni smési ptidava o,0 -azobisisobutyronitril (AIBN), ktery za zvySené
teploty tvofi radikaly, centra, na kterych pak probiha radikalova polymerizace.

Vhodnou volbou poméru porogenni a monomerni smeési vznika monolit
s danymi vlastnostmi, pfedevsim velikost mezopdri a mikroport. V této ¢asti prace
bylo cilem piipravit monolitické kolony metodou chemické iniciace a porovnat je
s monolity pfipravenymi termicky. Pocatecni sloZeni porogenni a monomerni smési
bylo ptfevzato z prace [72], ve které se pro piipravu monolitickych kolon pouzila
termicka iniciace, aby si kolony ptipravené obéma zpisoby byly co nejvice podobné

sloZenim 1 vlastnostmi monolitu.
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1.2. Optimalizace sloZeni polymera¢ni smési pro butylmethakrylatové

kolony

Ve vétsSin€ publikovanych ¢lankt se k iniciaci polymerizace monolitickych
kolon vyuziva termické iniciace za ptitomnosti AIBN (a,0 -azobisisobutyronitril),
pro vznik polymeru. V piipadé chemicky iniciované polymerace se do polymera¢ni
smési pridava takové mnoZstvi iniciatoru, aby vznikl homogenni polymer. Tim mize
byt peroxodisiran amonny (jako je tomu Vv této praci) reagujici S
N,N,N",N’- tetramethylethylendiaminem (TEMED) za vzniku primarnich radikald,
jez nasledné reaguji s monomerem a sitovadlem. Vznik primarnich radikalt probiha

jak je podrobné popsano v rovnici 1 [59].

CH, H.C. ,CH,
H3C\ H, | HC™ K/f S0,
S,0g% + IN/C\C/N\ | 2] Q -
/ 5 CH, HC ..o
H,C 2 Ny~ TS0,
H.C CH,
—H,C _
_ H, _ 'N___CH,.—_CH
/ 07 2 5 2
H,C /C—Hﬁoe H,C H |
H C/N\O—SO i CH,
2 | \\'(// 2 ¥ 8042- i + HSO4_
H,C, N H,C CH
N N.__CH, | °
b / 7 2N\
H.C CHB H.C ﬁ l:l\\
L ] 3 2 CH,

HSO, +H,0 —= H_SO, + HO®

Rovnice 1 Rovnice popisujici inicia¢ni mechanismus vzniku volnych radikalt pfi

polymerizaénim procesu s peroxodisiranem amonnym.

Pro zjiSténi optimalniho sloZeni polymera¢ni smési s chemickym inicidtorem

bylo nutné zajistit, aby smisenim vSech slozek vznikla homogenni smés a tim byl
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zarucen vznik homogenniho polymeru. Nejdiive byl testovan obsah peroxodisiranu
amonného V porogenni smési. Byl pfipraven 16,67% (% hm.) koncentrovany roztok
peroxodisiranu amonného ve vodé a byla sledovana rozpustnost tohoto roztoku v
porogenni smési, aby nedochazelo k vysolovani. Jak je patrné z tabulky 1, pfi
pouziti nejméné 5% koncentrovaného roztoku soli vznika srazenina do deseti minut,
pfi pridavku nizs§iho obsahu soli nedochazi ke vzniku srazeniny, pfi pouziti méné nez
3% koncentrovan¢ho roztoku srazenina ani naznak nevznikaji ani po nékolika

hodinach stani smési pii laboratorni teploté.

Tabulka 1 Slozeni porogenni smési v hmotnostnich procentech (% hm.).

Porogenni smés 1 2 3 4 5 6
propan-1-ol 60 60 60 60 60 60
butan-1,4-diol 30 30 30 30 30 30
(NH4)2S,0s 10 9 6 ) 3 4
voda 0 1 4 5 7 6
zadné
rsledek caven Aven aven aen zadné krystalky,
vyslede VySrazeno | vysrazeno | vysrazeno | vysrazeno krystalky | po 24 hod.
krystalky

Vsechny tyto porogenni smési byly smichany s monomerni smési v poméru
60 : 40 (w/w) porogenni/monomerni smés, ktery byl ptevzat z prace [72], a bylo
sledovano, zdali se vytvoifi homogenni roztok; viz tabulka 2. VSechny tyto
polymerni smési byly dale podrobeny termické iniciaci (piidavek AIBN, 1 % (w/w)
z monomerni smé&si). VSechny pfipravené polymeracni smési kromé polymeracni
smési oznacené | zpolymerovaly. Jak je z tabulky 2 patrné, homogenni roztok vznikl
pouze Vv ptipad¢ polymeracni smési II. V ptipadé vySsiho obsahu soli doslo bud
Kk jejimu vysoleni v roztoku, nebo vzniku dvou nemisitelnych fazi. To je nejspis
dasledkem nemisitelnosti polarnéjsitho roztoku soli s méné polarnimi slozkami

polymeracni smési.
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Tabulka 2 Vliv slozeni porogenni smési V polymerac¢ni smési* na homogenitu vysledné smési.

Porogenni smés
| 11 i v Vv
60 % propanol 60 % propanol 40 % propanol 50 % propanol 40 % propanol
30 % butandiol 30 % butandiol 30 % butandiol 30 % voda 20 % butandiol
Porogenni smés 10 % o soli 6 % voda 18 % voda 20 % © soli 24 % voda
4 % o soli 12 % © soli 16% © soli
zakalforl%/ ilhn d Poly 2 Poly 3 Poly 4 Poly 5
Monomerni smés -akalenl, mined ¢iry roztok, do hodiny | 2 faze, béhem 48 hod | 2 faze, béhem 48 hod | 2 faze, béhem 48 hod
srazenina rozpustna .. . ik vol ik ool ik ool
ve vods (nejspie srazenina, jejiz vznik polymeru na vznik polymeru na vznik polymeru na
44,95% BMA dotlo k vvsrazent mnozstvi se béhem rozhrani fazi, rozhrani fazi, rozhrani fazi,
55,05% EDMA S(;]I}i]) tydne neméni mnoZstvi se zveétSuje | mnozstvi roste pomalu | mnozstvi rychle roste

BMA — butylmethakrylat
EDMA - ethylendimethakrylat

© soli — 16,67% roztok (NH,),S,0g

*Polymeracni smés vznikla smiSenim dané porogenni smési (60%) a monomerni smési (40%).
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Tabulka 3 Vliv mnozstvi TEMEDu na vznik polymeru, ves$kera procenta jako hmotnostni (% hm.).

PS [%] 57,6 58,7 59,2 56,7 54,6
MS [%] 37,8 39,1 39,2 37,6 36,4
5% TEMED 4,6 2,2 1,55 5,7 9
PS/IMS 1,52 1,50 1,51 1,51 1,50
polymer 2 faze polotuhy polymer | polymer ve vlockach 2 faze vSe zpolymerovalo

PS — porogenni sm¢s o slozeni:

MS — monomerni smés o sloZeni:

60 % (% hm.) propan-1-ol

30 % (% hm.) butan-1,4-diol

4 % (% hm.) roztoku peroxodisiranu sodného 16,67% (% hm.)
6 % (% hm.) vody

44,95 % (% hm.) butylmethakrylat

55,05 % (% hm.) EDMA
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Protoze pouze pii pouziti porogenni smési Il vznikd homogenni polymeracni
smes, byla tato smés dale pouzita k zjisténi optimalniho mnozstvi TEMED v
polymeraéni smési. ProtoZze reakce peroxodisiranu amonného a TEMED je velmi
rychla, do 30 sekund po ptidaini TEMED dochazi ke vzniku srazeniny, byl TEMED
pfidavan az do vysledné polymeracni smési. Byl pfipraven 5% roztok TEMEDu a ten
piidavan do polymera¢ni smési. Z tabulky 3 je patrné, Ze do polymeraéni smési je
nutné pridat alespont 9,0 % (w/w) roztoku TEMED, coz je 53 pl 5% roztoku na 1 g
polymeracni smési, aby vznikl tuhy polymer. Polymeracni roztok tuhne jiz v
nékolika minutach pii laboratorni teploté, proto je zapotiebi kolony naplnit
porogenni smési velmi rychle.

Optimalni slozeni polymera¢ni smési tedy bylo uréeno jako 60 % porogenni
smési spolu s 40 % monomerni smési, stejné jako je uvedeno v praci [72]. Porogenni
smés obsahuje 60 % propan-1-olu, 30 % butan-1,4-diolu, 6 % vody a 4 % roztoku
peroxodisiranu amonného (16,67%).

Monomerni smés je slozena z 55,05 % ethylenglykoldimethakrylatu a
44,95 % butylmethakrylatu. Na jeden gram polymera¢ni smési je pak piidano 55 ul
roztoku TEMED (5%). Veskera procenta jsou uvadéna jako hmotnostni. Touto smési
je pak naplnéna kapildra a ponechdna pifes noc Sobéma konci ponofenymi V
polymeracni smési. Na obrazku 2 je zobrazena jednoduchd struktura vzniklého

polymeru.

HeC,00C | ch4ooc‘:
CHZ*C‘ CHZ—C CHzfc

HsC 0ocC HsC
a ‘ b
CH,—— CH,
HyeC,00C HsC |HgC400C 00C |H,c,00C

CHy—C—~CH,—C——CH,—C—-CHy—C | CHy,—C

H3C 0ooC H3C HsC H3C
c ‘ d e
CH,— (‘:Hz
HyC,00C 00C |HyCc,00C

CH,—C CHZ—(‘Z CH,—C

HsC HsC HsC

f g

Obrazek 2 Zakladni chemicka struktura butylmethakrylatového monolitu.
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1.3. Priprava monolitickych kolon

Pted naplnénim kapilary polymeracni smési je nutno upravit vnitini sténu
kapilary tak, aby byl vznikly polymer kovalentné¢ navazan na stény kapilary. Je tedy
nutné, aby na povrchu vzniklo co nejvice reaktivnich skupin; v tomto piipadé
silanol. Pro pfeménu neaktivnich siloxanovych skupin na aktivni silanolové se
kapilara nejdiive promyva 1 M roztokem hydroxidu sodného po dobu 6 hodin a
nasledné 1 hodinu deionizovanou vodou pro odstranéni zbytkd hydroxidu. Aby bylo
mozné na vnitini stranu kapilary kovalentné navazat polymer, je tfeba vytvofit na
povrchu dvojné vazby, které jsou pfi procesu polymerace jednim z aktivac¢nich
center. Pro zabudovani dvojnych vazeb na povrchu se pouziva
(y-methakryloyloxypropyl)trimethoxysilan (y-MAPS) [52, 61]. Kapilara je naplnéna
silanizaénim roztokem obsahujicim 40 pl y-MAPS v 10 ml 6 M kyseliny octové.
Konce kapilar jsou ponechany ponotfené do vialek sroztokem, a tak je kapilara
termostatovana pii 60°C po dobu 20 hodin. Po silanizaci je kapildra promyvana
1,5 hodiny deionizovanou vodou a poté vysusena proudem dusiku po dobu 5 minut.

V dalsim kroku je kolona naplnéna polymera¢ni smési a podle typu iniciace
ponechéana pii laboratorni teploté ¢i pfi zvySené teploté polymerovat. Po skonceni
procesu polymerizace se oba konce kapilary zafiznou, kolona je zapojena do
chromatografického systému a po dobu alespoit 2 hodin promyvana mobilni fazi
65:35 (0bj. %) acetonitril/voda, aby byly vymyty veskeré nezpolymerované slozky,
predevsim porogenni solventy, voda a poptipadé sul. Jednoduché schéma ptipravy

monolitickych kolon je uvedeno na obrazku 3.
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Silanizace kapilary

l

Vymuyti silaniza¢niho ¢inidla

l

VysuSeni kapilary

Porogenni smés l

NAPLNENTI
POLYMERACNI SMESI

7

Monomerni Smes l

Proces polymerace

l

Vymyti zbytkil

polymeracnich solventi

l

Zapojeni do LC systému,

meéreni

Obrazek 3 Jednoduché schéma ptipravy monolitické kolony krok za krokem.
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1.4. Sledovani chromatografickych vlastnosti kolon

Protoze butylmethakrylatové kolony jsou svymi separacnimi vlastnostmi
podobné klasickym C18 kolonam, byly monolitické kolony podrobeny testu, ktery se
pouziva pro Kklasifikaci klasickych HPLC kolon. Pro porovnani reverznich
stacionarnich fazi existuje nékolik testd. Tyto testy slouzi k charakterizaci
stacionarnich fazi, ptedevsim pro zjisténi indexu hydrofobnosti, aktivity silanolovych
skupin, sférické selektivity, ptipadné specifictéjsich vlastnosti jako sledovani iontové
vyménnych vlastnosti. Mezi nejpouzivanéjsi testy patii nejznaméjsi Tanaka test [95],
dale pak Engelhardttv ¢i Waltersav test [96, 97], vV neposledni fadé také Galushkiv
test [98]. Pro testovani pfipravenych butylmethakrylatovych kolon byl pouzit
zjednoduseny a upraveny Waltersiv test s ohledem na pouziti kapilarnich kolon.
Pritok mobilni faze byl snizen na 2 pl/min a byla sniZena i koncentrace testovanych
latek.

Pro testovani kolon se vétSinou vybiraji specifické latky charakteristické
svymi vlastnostmi. Jako znackova¢ mrtvého reten¢niho Casu (resp. objemu) se
nejcastéji pouziva uracil, ktery téméf neinteraguje s nepolarni stacionarni fazi. Pro
testovani hydrofobicity se pouzivd velmi nepolarni latka, kterou je V piipade
Waltersova testu anthracen. Silanolova aktivita je pocitana z retenci bazickych latek
schopnych tvofit vodikové mustky se stacionarni fazi (Walters nebo Tanaka) nebo je
uréovana z asymetrie piku bazické komponenty (Engelhardt). Na monolitickych
kolonach silanolova aktivita méfena nebyla, jelikoz se ptredpoklada, ze veskeré
silanolové skupiny na povrchu kapilary zreagovaly béhem ptipravy polymeru. Do
testovaci smési byly oproti pouzivanym latkdm v origindlnim Waltersové testu jesté
ptidany anilin (bazicka latka), u kterého byla sledovana symetrie piku, poté
ethylbenzen pro sledovani schopnosti separace latek lisicich se o jednotku délky
alkylového fetézce (spolu s benzenem a toluenem). U vsech testovanych latek byly

stanoveny hodnoty symetrie piku, retenéni faktory a vyska teoretického patra.
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1.5. Reprodukovatelnost pripravy kolon.

Bylo pfipraveno deset rtuznych butylmethakrylatovych kolon metodou
chemické iniciace. Kapilary byly po naplnéni polymeracni smési v ni ponechany po
dobu alespoii 12 hodin pii laboratorni teploté, aby byla zarucena homogenni
polymerace v celé¢ délce kapilary. Tyto kolony byly pfipraveny v rizné dny a
naplnény Cerstveé pripravenou polymeraéni smési. Byl sledovan vliv délky kolony na
separacni vlastnosti a index hydrofobicity. Po polymerizaci byl také sledovan vliv
toku mobilni faze v protisméru nebo po sméru naplnéni kapilary polymeraéni smési;
Viz obrazek 4. Pro kazdou kolonu byla vyhodnocena van Deemterova kiivka, tedy

zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra na pritoku mobilni faze.

Smeér nasati polymeriza¢ni smési

Smér nasati polymerizacni smési

Obrazek 4 Zpusob plnéni kapilary polymeracni smési
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V tabulce 4 je uvedeno slozeni 10-ti testovanych kolon oznaéenych jako C1-
C10. Hodnoty jsou uvedeny jako hmotnostni procenta, pomér porogenni a
monomerni smési byl 60 % porogenni smési a 40 % monomerni smési. Do kazdé
polymeraéni smési o hmotnosti piiblizné 1 gram bylo pfidano 55 ul roztoku TEMED

a zapocata polymerace pfi laboratorni teplot¢.

Tabulka 4 SloZzeni polymera¢nich smési v hmotnostnich procentech a délka kolon
Cl az C10.

Kolona C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

délka
(cm)

BMA 18,10 | 18,15 | 17,98 | 17,90 | 17,99 | 17,96 | 17,93 | 17,94 | 17,94 | 17,94

16,5 | 160 | 17,3 | 16,3 | 189 | 29,2 | 17,0 | 29,8 | 17,0 | 21,4

EDMA | 22,17 | 22,12 | 22,02 | 21,97 | 22,09 | 22,05 | 22,00 | 22,02 | 22,02 | 22,02

propanol | 35,71 | 35,69 | 35,64 | 35,93 | 35,81 | 35,98 | 36,03 | 36,01 | 36,01 | 35,99

butandiol | 18,04 | 18,00 | 17,88 | 18,21 | 18,14 | 18,00 | 18,02 | 18,02 | 18,02 | 17,95

voda 358 | 359 | 385 | 358 | 3557 | 3,60 | 3,61 | 360 | 3,60 | 3,65

sul 240 | 245 | 261 | 240 | 240 | 2,41 | 241 | 241 | 241 | 245

Pro kolonu C1 byla zméfena pouze jedna pritokova rychlost, 4 pl/min.
Stacionarni faze C1 vykazovala velmi $patnou separaci methylové fady, tzn. benzen,
toluen a ethylbenzen koeluovaly, a tvary pik vSech testovanych latek byly velmi
Spatné.

Kolona C2 byla zapojena tak, aby mobilni faze protékala ve sméru, jakym
byla nasatd polymeraéni smés do kapilary. Hodnoty vysky teoretickych pater
testovanych latek byly vysoké, jejich hodnoty piesahovaly 100 um, pro anthracen
dokonce az 200 um, separace methylové fady byla pon€kud lepsi, nez pro kolonu
Cl1, ovSem i tak nedostateCna.

Kolona C3 byla zapojena stejné jako piedchozi kolona a méla podobné

vlastnosti. Vyska teoretického patra pro sledované latky se pohybovaly kolem

31



100 um, pro anthracen dosahovaly hodnoty az 300 um, separace methylové fady
byla také nedostatecna.

Kolona C4 byla zapojena jako piedeslé dvé kolony. Separace methylové fady
nebyla dostatecnd, vSechny tii latky koeluovaly, vyska teoretického patra pro
studované latky byla vyssi nez 100 pum, pro anthracen dosahovala hodnota az
250 um.

Kolona C5 byla zapojena v protisméru nasati polymeracni smési do kapilary.
Separace methylové fady byla vcelku dobrd, rozliSeni komponent mélo hodnoty
kolem 1,0 pfi prutoku mobilni faze 2 pl/min. Vyska teoretického patra pro testované
latky se pohybovala kolem 100 pm, pro anthracen dosahovala hodnot kolem 250 pm.

Kolona C6 byla zapojena stejné jako kolona C5, tedy proti sméru nasati
polymeracni smési, hodnoty rozliSeni methylové tfady a vysky teoretického patra
mély shodné hodnoty jako u ptedeslé kolony.

Pii polymeraci monolitu oznafené¢ho jako C7 doSlo k nasati vzduchové
bubliny, ktera se nachdzela 7 cm od konce kapilary. I ptesto byla zkousena separace
na této koloné, ovSem mobilni faze nebyla protlacena. Po odstranéni ¢asti kolony
s nehomogenni ¢asti monolitu mobilni faze jiz kolonou protékala. Vznikla kolona
byla kolem 10 cm dlouha, tudiz by nebylo docileno dostate¢né separace testovanych
latek.

Kolona C8 byla pfipravena v délce témét 30 cm a zapojena stejné jako kolona
C5 a C6. Separace methylové fady byla vyte¢nd, rozliSeni piesahovalo hodnoty
1,5 pfi pritoku mobilni fdze 2 pl/min, tedy tyto latky byly rozdélené z vice jak 99 %,
ovSem druhou, nepiijemnou strankou byla az dvojndsobné dlouhd separace spojena
s délkou kolony. Vyska teoretickych pater pro testované latky se pohybovala kolem
100 pwm, pro anthracen kolem 300 pm.

Kolona C9 je zkracend kolona C8 na délku 17 cm, aby bylo moZno porovnat
jeji separacni schopnosti S ostatnimi kolonami. Separace methylové fady byla stale
dostate¢na, hodnoty rozliSeni se pohybovaly kolem 1,1 pfi pratoku mobilni faze
2 ul/min. Vyska teoretickych pater byla totozna s nezkracenou formou, kolonou CS8.

Kolona C10 byla do chromatografického systému, stejné jako predchozi
kolony, zapojena v protisméru polymerizace. RozliSeni methylové fady bylo

dostacujici, hodnoty se pohybovaly kolem 1,5. Vyska teoretickych pater pro
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testované latky se pohybovala kolem 100 um, pro anthracen dosahovala hodnoty az
300 pum.

V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty retencnich faktorti a vysky teoretického
patra n¢kterych testovanych latek ziskanych pro kolony C2, C4, C5, C7 a C9. Jak je
z vysledku patrné, kolony zapojené do systému proti sméru naplnéni kapilary
polymeraéni smési vykazuji lepsi vysledky. Tyto kolony vykazuji lepsi separa¢ni
schopnosti, tzn. rozliseni methylové fady dosahuje vyssich hodnot, testované latky
maji nizsi ekvivalenty vysky teoretického patra. Hodnoty retencnich faktorti jsou
velmi podobné, nezavislé na sméru pratoku mobilni faze. Rozdily v hodnotach
retenCnich faktorti a asymetrie pikdi miZou byt zpisobené zapojenim kolony do
chromatografického systému. Jestlize byla kolona $patné¢ sefiznuta, doslo k vytvoreni
mrtvého objemu, ktery rozmyl piky stanovovanych latek, a tim zkreslil vysledné

hodnoty reten¢nich faktort a pfipadné symetrie piku.

Tabulka 5 Primérné hodnoty retencnich faktort (k) a vySky teoretického patra
(HETP) pfi prutokové rychlosti 2 pl/min pro kolony C2, C4, C5, C7 a C9.

C2 C4 C5 C6 C9

Latka k |HETP| k |HETP| k |HETP| k |HETP| k |HETP

(um) (um) (pum) (um) (um)

uracil - 177 - 101 - 51 - 66 - 74

fenol |0,22| 138 |0,16| 111 |(024| 85 |0,18| 82 |0,25| 123

anilin | 0,26 | 140 |0,22| 104 (031| 78 |022| 76 |031| 138

benzen | 0,64 | 129 |050| 102 |0,79| 88 |053| 84 |0,79| 99

toluen | 0,77 | 204 |063| 110 |098| 93 |067| 838 |098| 88

anthracen | 2,38 | 240 |1,86| 210 |3,03| 210 |2,00| 200 |294 | 290

Z vysledkl je také patrné, Ze délka kolony kolem 18 cm je pln€ dostacujici
k separaci vSech testovanych latek. Chromatogramy separace testovanych latek
ziskané na kolonach C5 a C9 jsou zobrazeny na obrazcich 5 a 6. Separace benzenu,

toluenu a ethylbenzenu neni tGplna, ale je mozné identifikovat jednotlivé komponenty
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a vyhodnotit jejich asymetrii, HETP a retencni faktor. Separace na téchto dvou
kolonach jsou téméf identické, cemuz odpovidaji také vypocitané hodnoty retencnich

faktort uvedené v tabulce 5.

24 - 4 A =214 nm

0 5 10 15 20 25
t [min]

36
32 6
28 -
24 -
20 -
16- >
12 - 4

A =214 nm

A [mV]

t [min]

Obrazek 5 Chromatogramy separaci uracilu (1), fenolu (2), benzenu (3), toluenu (4),
ethylbenzenu (5) a anilinu (6) na kolon¢ C5. Mobilni faze acetonitril/voda (65:35,
obj. %); prutokova rychlost 2 pl/min, vinova délka detekce A = 214 nm.
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Obrazek 6 Chromatogramy separaci uracilu (1), fenolu (2), benzenu (3), toluenu (4),
ethylbenzenu (5) a anilinu (6) na kolon¢ C9. Mobilni faze acetonitril/voda (65:35,
0obj. %); prutokova rychlost 2 pl/min, vinova délka detekce A = 214 nm.

Z namétenych hodnot retenCnich faktori benzenu a anthracenu byly
vypocitany hodnoty indexu hydrofobnosti (HI) dle Walterse, ktery se vypocita jako
pomér retencnich faktorti anthracenu a benzenu. Z parametrii kolony a reten¢niho
Casu uracilu, tedy znackovace mrtvého objemu, byly vypocteny hodnoty porozity
piipravenych kolon. Tyto hodnoty pro kolony C5, C6, C8 (C9) a C10 jsou uvedené
v tabulce 6. Jak je z hodnot patrné, index hydrofobicity je prakticky pro vSechny
uvedené kolony totozny, stejné jako hodnoty celkové porozity kolon. Rozdily
Vv celkové porozité jsou zplisobené i nepatrnymi odliSnostmi ve slozeni polymeracni

smési. | malé rozdily ve slozeni monolitu maji za nasledek znatelné zmény vlastnosti
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monolitu, jako je velikost pora ¢i separacni schopnosti [40]. Jiné hodnoty porozity
mohou byt také dany rtznou teplotou pii procesu polymerace, jelikoZz tyto kolony
byly pfipravovany v jiny den, v jiném ro¢nim obdobi a teplota v laboratofi nebyla

kontrolovéana.

Tabulka 6 Indexy hydrofobicity (HI) a celkova
porozita kolon C5, C6, C8 (C9) a C10.

Kolona HI Celkova porozita
C5 3,8+0,1 0,774
C6 3,8+£0,1 0,810

C8 (C9) 3,7+0,1 0,777
C10 39+0,1 0,778

1.6. Optimalni butylmethakrylatova kolona

Z vysledkt reprodukovatelnosti pfipravy a zapojeni kolon do systému LC
bylo zjisténo, ze nejlepsimu slozeni monolitu odpovida sloZeni popsané v odstavci
1.2. Jako ideélni délka kolony, kdy jsou slouceniny methylové fady jako benzen,
toluen, ethylbenzen jesté ¢astecné rozdéleny a retencni Casy pii prutoku 1 pl/min
realné, byla ur¢ena délka 18 cm. Z vysledki pfedchozi kapitoly je zfejmé, ze idealni
zapojeni do chromatografického systému je proti sméru toku polymeriza¢ni smési,

kdy kolony vykazovaly vyssi G€innost 1 lepsi separaci zminéné methylové fady.

1.7. Opakovatelnost piipravy butylmethakrylatovych kolon

Pro zjisténi opakovatelnosti piipravy monolitickych kolon pii laboratorni
teploté¢ s peroxodisiranem amonnym jako inicidtorem byla pfipravena jedna
polymeraéni smés, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 7. Kolony A, B a C byly
ptipravené v jednom dni, do méteni byly ponechany v polymeracni smési bez vymyti

zbytkl polymerac¢nich rozpoustédel.
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Slozeni polymera¢ni smési pro kolonu D pfipravenou termicky iniciovanou
polymeraci je také uvedeno v tabulce 7. Kolona D byla po naplnéni polymeracni
smési polymerizovana po dobu 20 hodin pii teploté¢ 60°C. Kolona D byla pfipravena
dle [72], abychom porovnali vlastnosti monoliti pfipravenych témito dvéma

zpusoby.

Tabulka 7 Slozeni polymera¢nich smési kolon A, B, CaD.

KolonaA,BaC Kolona D
Slozky polymeracni smeési % (wiw) % (wiw)
monomer BMA 18,0 17,8
sitovadlo EDMA 22,0 21,8
propan-1-ol 36,0 36,0
rfz‘ggfggﬁa butan-1,4-diol 18,0 18,0
voda 3,6 6,0
AIBN 0,4
iniciator (NH4)2S,0g 2,4 -
TEMED 55 ul -

1.7.1. Index hydrofobnosti a porozita kolon A, B,CaD

Pro porovnani chromatografickych vlastnosti kolon pfipravenych vyse
popsanym zplUsobem, byly pfipraveny tfi identické kolony A, B a C chemicky
iniciovanou polymeraci pii laboratorni teplot€¢ a jedna kolona D termicky
iniciovanou polymeraci pti 60°C podle [72]. Z hodnot reten¢nich faktorti anthracenu
a benzenu byly vypocteny hodnoty indexu hydrofobicity dle Walterse, které jsou
uvedeny v tabulce 8. Jak je z hodnot v tabulce patrné, tyto indexy jsou pro vsechny
ctyfi kolony pftiblizn€ stejné, pouze kolona pfipravena termicky iniciovanou
polymeraci ma nepatrné vysSi hodnotu nez ostatni. Velikosti indexi odpovidaji
hodnotam charakteristickym pro komer¢ni C18 stacionarni faze [72].

U vSech 4 kolon byla také vypocitana celkova porozita kolon, pomoci
retencniho €asu uracilu, jako znackovace mrtvého Casu a vnitinich parametrti kolon.

Z hodnot uvedenych v tabulce 8 vyplyva, Ze kolony pfipravené za laboratorni
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teploty s chemickym iniciatorem vykazuji vys$i porozitu, nez kolona piipravena
termickou iniciaci. Vyss§i hodnoty jsou nejspiSe zptisobené tim, ze polymerizace je
chemicky proces zavisly na polymeriza¢ni teploté, a jak je popsano v ¢lanku [99],
¢im vyssi teplota polymerizace, tim mens$i je pozorovana velikost pord, a proto je
celkova porozita kolony D mensSi. Na druhé strané, obsah anorganické soli v
polymerizacni smési kolon A, B a C, muze vést ke zvySovani velikosti pora diky

vysolovacimu efektu [61, 100, 101].

Tabulka 8 Indexy hydrofobicity (HI) a celkova

porozita kolon A, B, CaD.
Kolona HI Celkova porozita
A 3,6+0,1 0,790
B 3,6+0,1 0,777
C 3,7+0,1 0,818
D 3,9+0,1 0,679

1.7.2. Opakovatelnost pripravy monolitickych methakrylatovych kolon

Pro sledovani opakovatelnosti pfipravy methakrylatovych kolon A, B a C
byly vyhodnoceny reten¢ni faktory, asymetrie a vysSka teoretického patra pro
testované latky — uracil, fenol, benzen, ethylbenzen, toluen a anthracen. Primérné
hodnoty a relativni standardni odchylky jsou pro jednotlivé kolony uvedeny
v tabulce 9. Jak je z hodnot patrné, reten¢ni faktory studovanych latek jsou u kolon
pfipravenych chemicky iniciovanou polymerizaci vyssi neZ u kolony D, pfipravené
termickou iniciaci. Kolona D se tedy jevi jako vice hydrofobni, jak také vyplyva z
hodnot indexd hydrofobnosti uvedenych v tabulce 8. U vsech testovanych kolon
nejsou patrné velké rozdily v hodnotach asymetrickych faktorii jednotlivych latek a
také hodnoty separacni uc€innosti se 1i§i pouze nepatrné.

Z praumérnych hodnot reten¢nich faktorti, asymetrickych faktorti a vySkovych
ekvivalentt teoretickych pater pro kolony A az D vypocitanych v tabulce 9 mtizeme
tvrdit, Ze kolony pfipravené chemicky iniciovanou polymerizaci maji vzdjemné
podobny charakter, ktery je od kolony D rozdilny. Tento fakt také potvrzuji hodnoty

indexd hydrofobicity uvedené v tabulce 8.
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Tabulka 9 Primérné hodnoty a relativni standardni odchylky (RSD) reten¢nich
faktort (K), asymetrickych faktoru (As) a vysky teoretického patra (HETP) pii
pritokové rychlosti 2 pl/min pro kolony A, B, C a D.

Parametry As Kk HETP
Kolony
Latky prameér RSD % pramer RSD % pramer RSD %
kolona A
uracil 1,24 3,9 - - 30 1,6
fenol 1,27 3,7 0,13 3,8 35 5,6
anilin 1,34 1,0 0,17 4,8 37 2,5
benzen 1,48 4,2 0,38 1,3 31 5,2
toluen 1,34 3,7 0,48 15 35 55
ethylbenzen 1,58 6,5 0,58 1,9 42 79
anthracen 1,79 2,7 1,39 1,7 132 16,0
kolona B
uracil 1,40 14,3 - - 32 11,8
fenol 1,94 51 0,18 2,8 78 2,6
anilin 1,68 1,6 0,20 2,5 66 2,7
benzen 1,66 13,2 0,49 1,1 61 5,9
toluen 1,26 5,8 0,57 1,6 67 57
ethylbenzen 1,57 4,4 0,74 1,0 87 4,6
anthracen 1,50 211 1,89 1,0 310 20,6
kolona C
uracil 1,33 4,9 - - 50 6,4
fenol 1,38 16,1 0,15 0,0 61 1,3
anilin 1,57 1,8 0,18 0,0 54 0,9
benzen 1,69 5,2 0,44 2,6 68 7,4
toluen 151 3,3 0,54 3,6 68 5,6
ethylbenzen 1,48 4.8 0,68 40 63 2,7
anthracen 1,34 4,5 1,63 0,9 122 74
kolona D
uracil 1,75 54 - - 59 9,7
fenol 1,52 6,3 0,43 2,2 83 5,2
anilin 1,43 2,0 0,51 1,6 66 3,8
benzen 1,73 8,5 1,27 1,9 51 2,3
toluen 1,41 4.8 1,58 1,6 60 3,8
ethylbenzen 1,40 8,8 2,00 1,1 66 6,8
anthracen 1,25 2,0 5,18 1,0 70 14,3
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Vyskovy ekvivalent teoretického patra je pro vSechny testované latky nizsi u
kolony A nez u zbyvajicich kolon. Nejvyssi hodnoty HETP byly nalezeny pro
anthracen, ktery je nejvice hydrofobni. Pii porovnani hodnot HETP je mozné
vypozorovat, ze ¢im vysSi retenéni faktor testovana latka ma, tim niz$i je
chromatograficka u¢innost.

Poradi eluce testovanych sloucenin je stejna jako je tomu u komer¢nich C18
kolon. Asymetrické faktory testovanych latek se pohybuji v rozmezi 1,24 — 1,94, a to
1 pro silné polarni latky jakymi jsou fenol a anilin. Nizké hodnoty asymetrie pikl
jsou dusledkem reakce silanolovych skupin pii tvorbé stacionarni faze, a tim
zabranéni tvorbé vodikovych vazeb mezi monolitem a testovanou latkou. Toto je
jedna z vyhod monolitickych kolon oproti komerc¢nim reverznim kolonam.

Na obrazku 7 jsou prezentovany chromatogramy dvou smési testovanych
latek. Ponékud hors$i rozliSeni na koloné¢ A oproti kolon¢ D je na druhou stranu
vykoupeno krat§im casem analyzy. Pfi sniZeni pritokové rychlosti je mozné
dosahnout lepsiho rozliSeni, ovsem doba analyzy se prodlouzi.

Pro sledovani uc¢innosti kolon byly sestrojeny van Deemterovy kiivky. Na
obrazku 8 jsou jako piiklad ukazany zavislosti vySky teoretickych pater na
pratokové rychlosti pro kolony B a D. Hodnoty HETP pro pratokovou rychlost
1 ul/min nepiesahuji velikost 60 um pro testované kolony; hodnoty pro anthracen
nejsou uvedeny. Kolona A se jevi jako nejucinnéjs$i, hodnoty HETP nepiesahuji
40 um pro priatokovou rychlost 1 pl/min. Pro uracil je tato hodnota 29 pm, coz
odpovidd 35 000 pater/m. Tato hodnota je srovnatelna s hodnotami ucinnosti
béznych komercnich kolon.

Jak je z grafu zfejmé, zavislost HETP na pritokové rychlosti je linearni, na
rozdil od van Deemterovy zavislosti pro klasické plnéné C18 kolony. Je tedy ziejmé,
ze pro sledované pritoky eluentu ma hlavni podil na uc¢innosti monolitickych kolon
odpor proti pfenosu hmoty v mobilni a stacionarni fazi, kdezto molekuldrni a

turbulentni difuze nemaji takovy vliv.
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Obrazek 7 Chromatogramy separaci uracilu (1), fenolu (2), benzenu (3),
toluenu (4), ethylbenzenu (5) a anilinu (7) na kolonach A a D. Mobilni faze
acetonitril/voda (65:35, obj. %); prutokova rychlost 2 pl/min, vlnova délka
detekce A = 214 nm.
1.8. Shrnuti vysledki
Kolony piipravené obéma zpiisoby polymeracniho procesu vykazuji velmi
podobné vlastnosti, a to jak sledovanou celkovou porozitu, tak i indexy

hydrofobnosti. Kolony pfipravené polymerizaci iniciovanou chemickou reakci
vykazuji niz8§i hodnoty HETP, které udavaji lepsi ucinnost téchto kolon. Pfiprava
monolitickych kolon polymerizovanych za laboratorni teploty je obecné jednodussi,
protoZe neni zapotiebi termostatu, ale na druhou stranu reprodukovatelnost ptfipravy

téchto kolon je podstatné hor§i nez publikovana reprodukovatelnost monoliti

41



iniciovanych termicky. To mulze byt zpisobeno vysSim poctem faktori, které
ovlivituji pravé proces polymerizace pfiddnim chemického Cinidla za laboratorni
teploty. Pravé vliv laboratorni teploty a také inicidtor mohou ovlivnit velikost a
distribuci vznikajicich pora.
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Obrazek 8 Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra na pritokové
rychlosti mobilni faze (acetonitril/voda, 65:35, obj. %) pro uracil (CJ), fenol (O),
benzen (A), toluen (V), ethylbenzen (¢) a anilin (>) pro monolitické kolony B a D.
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2. Priprava monolitickych kolon pro separaci oligonukleotidii

metodou kapilarni kapalinové chromatografie

2.1. HILIC méd pro separaci polarnich latek

Pro separaci polarnich latek jako jsou napt. oligonukleotidy, nukleové
kyseliny, proteiny, cukry atd., je pouziti reverzntho modu diky efektu hydrofobni
stacionarni faze a normalniho médu diky neprakti¢nosti mobilni faze nevhodné. Pro
separaci vysoce poldrnich sloucenin se vyuzivd tzv. hydrofilné-interakéni
chromatograficky moéd (HILIC) popsany poprvé Alpertem [102]. Tento mod je
variaci chromatografie s normalni fazi. V obou metodach je pouzita hydrofilni
stacionarni faze, ale hlavnim smyslem HILIC modu je klesajici gradient acetonitrilu
¢i propan-1-olu ve vodném pufru. Separované latky v HILIC modu eluuji v opa¢ném
poradi nez v chromatografii s obracenymi fazemi, jejiz princip je zalozen na
hydrofobnich interakcich [103]. Pro separaci v HILIC modu je dulezité, aby nebyl
vzorek rozpustén v poldrnim rozpoustédle, jako napt. ve vodé ¢i pufru, protoze pak
muze tento vzorek eluovat s mrtym ¢asem. Pro HILIC mod je nezbytné, aby byl
vzorek rozpustén nejlépe v mobilni fazi ¢i v eluentu odpovidajicimu sloZeni mobilni

faze pti pocate¢nich podminkach pouzitého gradientu.

2.2. Oligonukleotidy

V poslednich né€kolika malo desetiletich se oligonukleotidy staly dileZitou
soucasti molekularni biologie a vyznamné ptispély k jejimu rozvoji. Nemodifikované
oligonukleotidy jsou pouzivany témét pii kazdé praci s DNA nebo RNA jakozto
primery nebo sondy [104, 105]. Modifikované oligonukleotidy lze vyuzit také jako
terapeutické agens [106]. Pro studium a analyzu oligonukleotidl bylo tieba vytvofit
specidlni analytické metody, obzvlast pro piipady, kdy jsou oligonukleotidy
podavany pii 1é€bé nemoci. Tehdy je nutné stanovit Cistotu latky a farmakologické
charakteristiky vcetné¢ sledovani hladiny 1éki a metabolismu pacienta [107]. V

soucasné dobé existuji dva technologické postupy, jak U¢inné a dostate¢né oddélit

43



pozadované oligonukleotidy od znecist'ujicich latek, a témi jsou elektroforéza a
HPLC. Pro praktické vyuziti v medicin¢ je vyhodné&jsi pouzit HPLC, kterou lIze na

rozdil od elektroforézy vyuzit také k velkokapacitnim separacim [108].

xl

Obrazek 9 Zakladni struktura oligonukleotidu.
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2.3. Kolony na bazi methakrylati pro separaci oligonukleotidi

Pro separaci oligonukleotidl, jejichz zakladni struktura je uvedena na
obrazku 9, byly piipraveny kolony s monomerem 2-(diethylamino)ethyl-
methakrylatem (DEAEM) ¢i 2-(dimethylamino)ethylmethakrylatem (DMAEM)
s ethylenglykoldimethakrylatem (EDMA) jako sitovadlem. Polymeriza¢ni smés byla
pfipravena stejn¢ jako pro butylmethakrylatové kolony popsané v prechozi kapitole.
Byla zkouSena polymerace za zvysSené teploty s pfidavkem AIBN jako inicidtorem a
také chemickd polymerace s TEMEDem a peroxodisiranem jako iniciatory. Ani
jeden zptisob ptipravy nebyl vhodny, protoze vznikly polymer nebyl pruchozi pro
mobilni faze. Pro pfipravu kolony s témito monomery byly vyzkouSeny rdzné
pomeéry porogenni a monomerni smeési, riizny obsah sit'ovadla i rizny pomér obsahu
propan-1-olu a butan-1,4-diolu. Ov§em vsSechny tyto pokusy byly netspésné, protoze
nebylo mozné takto vzniklou kolonou protlacit mobilni fazi.

Byla tedy vyzkouSena piiprava kopolymeru, tedy takového polymeru, ktery
Vv sobé obsahuje dvé rizné monomerni jednotky. Kopolymer byl pfipraven
Z butylmethakryldtu a 2-(diethylamino)ethyl methakrylatu (DEAEM) v rizném
poméru BMA/DEAEM, ostatni slozeni polymeru bylo jako u pfipravy
butylmethakrylatovych kolon popsanych v kapitole 1.2. V tabulce 10 je popsano
sloZeni jednotlivych kolon. Na téchto kolonach bylo mozZné jiZ provadét méfeni,
ovSem piky sloucenin pouzitych pro Waltersiv test nebyly dostate¢né separované a
pfi testovani separace aminokyselin eluovaly vSechny ve stejném reten¢nim case. |
pfesto, Zze je mozné V literatufe najit mnoho praci o pouziti diethylaminoethyl
monolitickych kolon pro separaci oligonukleotidii a jinych polarnich latek [90],
pfiprava monolitu za pouziti monomeru 2-(diethylamino)ethylmethakrylatu

(DEAEM) ¢i 2-(dimethylamino)ethyl-methakrylatu (DMAEM) neni vhodna.
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Tabulka 10 Slozeni kopolymernich monoliti pouzitych pro separaci jednoduchych
sloucenin z Waltersova testu a jednoduchych aminokyselin VvV hmotnostnich
procentech (hm. %).

Slozka/Kolona Kolona 1 Kolona 2 Kolona 3 Kolona 4

BMA 16,12 13,99 12,68 10,91
DEAEM 1,86 5,43 6,09 7,14
EDMA 22,68 21,52 21,79 22,13
propanol 35,61 35,04 35,58 35,82
butandiol 17,71 17,95 17,76 17,89
stl 6,01 6,07 6,10 6,11
TEMED 55 uL 55 uL 55 uL 55 uL

2.4. Glycidylmethakrylatové kolony pro separaci oligonukleotidi

V literatuie [63] je popsana piiprava monolitu z glycidylmethakrylatu pro
separaci oligonukleotidli a jinych polarnich latek. Vznikly polymer je modifikovan
solventem, ktery protéka skrze kolonu. Pro piipravu polymeru se pouziva
cyklohexan-1-ol a dodekan-1-ol jako porogenni rozpoustédla, glycidylmethakrylat
(GDM) jako monomer a ethylenglykoldimethakrylat (EDMA) jako sitovadlo.
Kolony byly po polymeraci promyty nejdiive tetrahydrofuranem pro odstranéni
nezreagovanych zbytkli polymeracni smési a nasledné fedénou kyselinou sirovou pfi
zvysené teploté 12 hodin. Timto se do polymeru zavede sulfonylova a hydroxylova
skupina.

Dle vySe uvedeného postupu bylo pfipraveno nékolik riznych monoliti
sruznym slozenim polymera¢ni smési, které se liSily v poméru porogenni a
monomerni smési, jak je uvedeno v tabulce 11. Vsechny tyto kolony byly promyty

tetrahydrofuranem a poté 0,05 M vodnym roztokem kyseliny sirové.
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Tabulka 11 Slozeni polymeracnich smési glycidylmethakrylatovych kolon.

Smeés Kolona GDM1 | GDM2 | GDM3 | GDM4 | GDM 5
GDM
(59,01%)
Monomerni EDMA
s (40,01%) 35 38 40 42 45
AIBN
(0,98%)
cyklohexanol
Porogf:nnl (90,35%) 65 62 60 58 55
smes dodekanol
(8,99%)

Kolony GDM 4 a 5 vykazovaly vyssi odpor pii promyvani tetrahydrofuranem
a nebylo mozné na nich provadét méfeni. Ostatni kolony byly promyty a
derivatizovany pii pratoku 5 pl/min 12 hodin pii 60 °C a pfed zapojenim do
chromatografické¢ho systému promyty vodou s acetonitrilem, aby byla vymyta
nezreagovana kyselina sirova. Bohuzel ani na jedné kolon¢ nebylo docileno separace
oligonukleotidi. pouzitych pro tyto experimenty, jejichz popis je uveden
v tabulce 12.

Nevyhoda téchto kolon byla v tom, ze jejich pfiprava byla ¢asové narocna a
separace oligonukleotidl, uvedenych v tabulce 12 nebyla dostate¢na. Nejvétsim
problémem byla modifikace monolitu, aby prob&hla uéinné, rychle a v celém objemu

monolitu.

Tabulka 12 Sekvence testovanych oligonukleotida.

Nazev Délka Sekvence
15T 15-mer 5-TTTTTTTTTTTTTTT -3
19 19-mer 5- TATTTGCTGACGCCGAGAA -3’
20 20-mer 5-CTATTTGCTGACGCCGAGAA -3

Od téchto kolon bylo upusténo, jelikoZz nebylo mozné pfipravit kolonu, na
které by se podafilo alesponi ¢aste¢né separovat uvedené oligonukleotidy, ackoliv
kolony byly pfipraveny podle ¢lanku [63]. Bohuzel se ani nepodatilo pfipravit

dostatecné reprodukovatelné dveé kolony se stejnymi separacnimi schopnostmi.
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2.5. N-(hydroxymethyl)methakrylamidové (HMMAA) kolony pro separaci

oligonukleotidi

Pro separaci polarnich latek v HILIC modu je zapotiebi, aby stacionarni faze
obsahovala funk¢ni skupiny, které jsou schopny nést naboj. Z tohoto divodu byl
vyzkouSsen monolit s  N-(hydroxymethyl)methakrylamidovym (HMMAA)
monomerem.

Ptiprava HMMAA monolitickych kolon byla shodnd s pfipravou
butylmethakrylatovych kolon s malymi zménami. Prvni dva kroky popsané ve
schématu na obrazku 2 nebyly provedeny, jelikoz polymer byl v kapilafe zakotven.
Kovalentni vazba mezi monolitem a sténou kapilary byla vytvorena diky monomerni
jednotce obsahujici hydroxyskupinu. Dalsi odli$nosti oproti citovanému ¢lanku bylo
slozeni porogenni smési. Porogenni smés byla zjednodusena, neobsahovala vodu,
protoze pouzity monomer N-(hydroxymethyl)methakrylamid je dodavan jako
52% (hm. %) vodny roztok.

Ptiprava HMMAA monolitickych kolon sestavd z nasledujicich kroku.
Prazdna kapilara byla promyvana 30 minut 1 M NaOH a poté deionizovanou vodou
dalsich 30 minut. Pak byla kapilara vysuSena proudem vzduchu po dobu 5 minut a
nasledné naplnéna  polymeriza¢ni smé&si. Ta byla sloZzena z
ethylenglykoldimethakrylatu ~ (EDMA) ve  funkci  sitovaciho  ¢inidla,
N-(hydroxymethyl)methakrylamidu (HMMAA) jako funkéniho monomeru,
porogennich rozpoustédel a iniciatoru polymerizace a,a’-azobisisobutyronitrilu
(AIBN). Tato smés o celkové hmotnosti 1 g byla ultrazvukovana 10 minut a poté
probublana proudem helia po dobu 5 minut, aby smés byla zbavena vzduchu, a tim
minimalizovan vznik mikrobublin v polymeru. Pfipravena kolona byla poté touto
smési naplnéna a oba konce kapilary ponechdny v mikrozkumavkach naplnénych
polymerizaéni smési. NapInéna kapilara pak byla polymerizovana po dobu 20 hodin
pii teplot¢ 60 °C. Po skonceni procesu polymerizace byly oba konce kolony
zafiznuty tak, aby celkova délka kolony byla 18 cm, a kolona zapojena do
chromatografického systému. Po promyti 30 minut acetonitrilem byla kolona
pfipravena pro separaci oligonukleotidi v HILIC modu.

Pro ptipravu homogenniho HMMAA monolitu byly vyzkouSeny dva pary

porogennich rozpoustédel, a to smés butan-1,4-diol/propan-1-ol a dale pak smés
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cyklohexan-1-ol/dodekan-1-ol. Pti pouziti téchto solventl byl sledovan jejich vliv na
vznik homogenniho polymeru. Monolity polymerizované za ptitomnosti cyklohexan-
1-ol/dodekan-1-ol nebyly homogenni, pouze ¢ast polymerizacni smési byla
zpolymerovand. Kdezto pii pouziti druhého péaru porogennich rozpoustédel butan-
1,4-diol/propan-1-ol vznikl homogenni polymer z celé polymeriza¢ni smési. Proto
byl déle pouzivan systém obsahujici tuto binarni smes porogennich rozpoustédel.
Byly pfipraveny rizné polymeriza¢ni smési s riznym obsahem porogennich
rozpoustédel pro piripravu  HMMAA monolitickych kolon. Slozeni téchto
polymeriza¢nich smési je popsano v tabulce 13. Kolony 1, 2 a 3 se lisily pouze ve
slozeni porogenni slozky, pomér EDMA a monomeru zustal zachovan. Kolony 4 a 5
se lisily od ostatnich tim, Ze pomér porogennich solventd a monomeri byl 60 ku 40
hmotnostnich procent, a obsah EDMA a HMMAA byl odlisny. Kolonou 4 a 5 ov§em
nebyla protlacena mobilni faze, ostatni Kolony 1, 2 a 3 mohly byt pouzity pro méfeni

a testovany jejich separacni vlastnosti.

Tabulka 13 Slozeni polymeriza¢nich smési (% hm.) pouzitych pro piipravu
HMMAA monolitickych kolon; obsah AIBN byl 1 % (hm.) vzhledem k monomeru.

Slozky/Kolona | Kolonal | Kolona2 | Kolona3 | Kolona4 | Kolona5
butan-1,4-diol 24,0 35,8 7,1 25,5 20,6
propan-1-ol 47,6 35,8 64,4 35,2 41,3
EDMA 12,4 12,4 12,4 15,1 17,0
HMMAA 16,0 16,0 16,0 25,2 21,1
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2.6. Optimalizace separace studovanych oligonukleotidi na HMMAA

kolonach

Pro sledovani separacnich vlastnosti pfipravenych Kolon 3, 4 a 5 byla pouzita
smés oligonukleotidi popsanych v tabulce 12 diky své komplexnosti a také diky
velké podobnoti v jejich struktuie; predevsim 19-mer a 20-mer, které se 1isi pouze v
jedné bazi. Jako mobilni fdze A byl pouzit 100 mM triethylaminoacetatovy pufr
(TEAA) ve vodé a jako mobilni faze B 100 mM TEAA v acetonitrilu. Tyto mobilni
faze se bézné pouzivaji pii méfeni smeési oligonukleotidii na komercnich kolonach.
Pro separaci oligonukloetidli se doposud Vv laboratofi pouziva klasicka napliova
kolona Zorbax Extend C18, 150 x 4,6 mm, dp,=5 pum pii pritoku mobilni faze
0,5 ml/min a teploté kolony 60 °C. Separace studovanych oligonukleotidd provadéna
na komer¢ni koloné je ukazana na obrazku 10. Rozliseni 19- a 20-meru ma v tomto
pripad¢ hodnotu 1,53 a spocitand hodnota vysky teoretického patra je pro 19- mer

35 um a pro 20-mer je to 23 um.
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Obrazek 10 Chromatogram smési téi oligonukleotidii popsanych v tabulce 12 na
kolon¢ Zorbax Extend C18, 5 um, 150 X 4,6 mm, mobilni faze A: 100 mM TEAA,
pH = 6,43, mobilni faze B: acetonitril/mobilni faze A 8:2 (obj. %), gradient
13-20 % MF B ve 30 min, pratok 0,5 ml/min, teplota kolony 60 °C, vinova délka
detekce 260 nm.
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Pii separaci latek v HILIC modu je doporucené rozpustit testované latky
V pocateCnich podminkach gradientu, protoze pii pouziti odliSného solventu by
separované latky eluovaly s mrtvym retencnim c¢asem. Smés oligonukleotidl
popsanych v tabulce 12 byla rozpusténa v mobilni fazi B na koncentraci ptiblizné
0,05 mmol/l. Jako vychozi krok byl pouzit linearni gradient od 90 % do 60 %
mobilni faze B béhem 60 minut pfi teploté kolonového termostatu 30 °C, abychom
mohli uréit pribliznou retenci studovanych oligonukleotidi. Chromatogramy téchto
separaci jsou zobrazeny na obrazku 11. Jak je z téchto chromatogramli patrné, na
Kolonach 1 a 2 eluuji studované oligonukleotidy s vétsi retenci a tomu také odpovida
lepsi rozliSeni separovanych oligonukleotidi na rozdil od Kolony 3. Protoze eluce na
Kolon¢ 3 je velmi rychla, nemohlo vtak kratkém case dojit k separaci
oligonukleotidh.
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Obrazek 11 Separace 15-T-meru (1), 19-meru (2) a 20-meru (3) na HMMAA
monolitickych Kolonach 1, 2 a 3. Mobilni faze A 100 mM TEAA ve vod¢, mobilni
faze B 100 mM TEAA v acetonitrilu, gradient 90 % — 60 % mobilni faze B
v 60 minutach, pratokova rychlost 6,0 pl/min, vinova délka detekce 260 nm, teplota

kolony 30 °C.
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Dale byl upravovan gradient tak, aby se zkratila doba analyzy a zlepsilo se
rozliSeni mezi 19-merem a 20-merem, které se 1isi ve své struktufe pouze v jedné
bazi. Optimalizované gradienty pro vSechny tii kolony jsou uvedeny v tabulce 14,
kde je udana pritokova rychlost, program gradientu a vypocitané hodnoty rozliSeni
19- a 20-meri a selektivniho faktoru této dvojice. Jak je z hodnot patrné, nejlepsiho
rozliSeni je dosaZzeno na Koloné 3. Pfi stavajicich podminkéach na Kolon¢ 1 a 2 bylo
dosazeno podstatné mensiho rozliSeni. Pfi pouziti méné strmého gradientu by bylo
dosazeno lepsiho rozliSeni, ale doba analyzy by se podstatné prodlouzila. Pro
separaci oligonukleotidii na Koloné 3 je zapotiebi pouzit vyssiho obsahu mobilni
faze B (TEAA v acetonitrilu), aby se dosdhlo pozdé&jsi retence oligonukleotidl, nez

je tomu u Kolon 1a 2.

Tabulka 14 Gradient o délce 60-ti minut aplikovany na pfipravené
monolitické kolony. Vypocitané hodnoty rozliSeni 19- a 20-merd a
selektivni faktor pro 19- a 20-mer.

Parametry/Kolona Kolona 1 Kolona 2 Kolona 3

gradient 85-70% B | 85-65% B | 94-87% B

pratokova rychlost 6,0 ul/min | 6,0 ul/min | 6,0 ul/min
rozliSeni 19/20-mer 0,98 0,64 1,35
faktor selektivity 1,06 1,06 1,06

Chromatogramy popsané v tabulce 14 jsou zobrazeny na obrazku 12. Jak je
Z uvedenych chromatogramil patrné, na Kolon¢ 3 dochazi k separaci dvojice 19- a
20-meru témét na zékladni linii v ¢ase kolem 35 minut, s vybornou symetrii piki a
na rozdil od separaci na Kolonach 1 a 2, je zékladni linie vysoce stabilni. Stabilita
zékladni linie je dana strmosti pouzitého gradientu, v piipadé Kolon 1 a 2 byla zména
15% resp 20 % béhem 60 minut, kdezto pro Kolonu 3 to bylo pouze 7 % béhem 60
minut. Gradient 94 % — 87 % mobilni faze B béhem 60 minut byl zvolen jako
optimalni pro separaci studovanych oligonukleotidi na dalSich pfipravenych

kolonach.
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Obrazek 12 Separace 15-T-meru (1), 19-meru (2) a 20-meru (3) na HMMAA
monolitickych Kolonach 1, 2 a 3 za optimalizovanych podminek. Mobilni faze A
100 mM TEAA ve vodé, mobilni faze B 100 mM TEAA v acetonitrilu, gradient
85 % — 70 % mobilni faze B v 60 minutach (Kolona 1), 85 % — 65 % mobilni faze B
— 87 % mobilni faze B v 60 minutach (Kolona 3),
vinova délka detekce 260 nm, priatokova rychlost 6,0 ul/min, teplota kolony 30 °C.

v 60 minutach (Kolona 2), 94 %

t [min]
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2.7. Reprodukovatelnost piipravy HMMAA monoliti

Byly piipraveny dalsi dvé kolony, Kolona 6 a 7, o identickém slozeni
polymeraéni smési jako Kolona 3, jejiz slozeni je popsano v tabulce 12, aby byla
studovana reprodukovatelnost pfipravy kolon na biazi HMMAA pro separaci
oligonukleotidi. Kolona 3 byla vybrana jako nejvhodnéjsi pro separaci, protoze
rozliSeni mezi kritickym parem oligonukleotid, 19- a 20-merem, bylo béhem
celkové doby analyzy 40 minut dostacujici.

Kolony 6 a 7 byly naplnény totoznou polymera¢ni smési a polymerizovany
po dobu 20 hodin pfi teploté 60 °C, zafiznuty na celkovou délku 18 cm a promyty
65:35 (obj. %) acetonitril/'voda. Poté byl pouzit stejny gradientovy program
(94 % - 87 % mobilni faze B v 60 minutach) pro separaci trojice oligonukleotidd
uvedenych v tabulce 12 jako pro Kolonu 3, pii pritokové rychlosti 6,0 pl/min. Na
obrazku 13 jsou uvedeny chromatogramy separace oligonukleotidii na Kolonéch 3,

6 a 7 jako ptiklady ukazky reprodukovatelnosti piipravy kolon.

24 -3
20 +
Kolona 7
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<
8 I\
20 3
4k
Kolona 3
O 1 1 1
0 10 20 30 40
t [min]

Obrazek 13 Separace 15-T-meru (1), 19-meru (2) a 20-meru (3) na HMMAA
monolitickych Kolonach 3, 6 a 7 za optimalizovanych podminek. Mobilni faze A
100 mM TEAA ve vodé¢, mobilni faze B 100 mM TEAA v acetonitrilu, gradient
94 % — 87 % mobilni faze B v 60 minutach, vinova délka detekce 260 nm, pritokova
rychlost 6,0 ul/min, teplota kolony 30 °C.
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Pro lepsi vyjadieni reprodukovatelnosti ptipravy HMMAA monolitickych
kolon byly vypocitany relativni smérodatné odchylky (RSD) retencnich cast,
pfiblizné retencni faktory kritického paru 19- a 20-merti a selektivni faktor na
Kolonach 3, 6 a 7. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 15. Jak je z uvedenych
hodnot patrné, RSD retencnich Cast a pfibliznych reten¢nich faktorii jsou o néco
vyssi, nez data publikovana pro reprodukovatelnost piipravy monolitickych kolon na
bazi butylmethakrylati [72], ale tyto hodnoty neptesahuji hodnotu 5 %. Data
uvedena v tabulce 15 poukazuji na velmi dobrou reprodukovatelnost v piipraveé

HMMAA monolitickych kolon.

Tabulka 15 Reprodukovatelnost ptipravy HMMAA monolitickych kolon vyjadiena
jako relativni smérodatnd odchylka (RSD) reten¢nich cast, pfibliznych reten¢nich
faktorq, selektivnich faktoru a rozliSeni 19- a 20 mert pro Kolony 3, 6 a 7; pritokova
rychlost 6,0 ul/min, teplota kolony 30 °C, vinova délka detekce 260 nm, gradient
94 — 87 % mobilni faze B béhem 60 min.

Parametr t19-mer [min] t20-mer [min] k19-mer k20-mer o RS
Kolona 3 314 332 13,0 13,7 1,06 1,36
Kolona 6 30,2 320 12,7 13,5 1,06 1,39
Kolona 7 28 6 30,4 13,2 14,1 1,07 1,32
prumerna 30,2 318 12,9 13,8 1,06 1,36
hodnota

RSD [%] 4,63 4,40 2.16 2.33 0,25 2.59

2.8. Shrnuti pripravy HMMAA monoliti

Z vysledka této kapitoly je patrné, ze ptripravené HMMAA monolitické
kolony jsou velmi vhodné pro separaci oligonukleotidd, které se 1lisi v sekvenci a
délce, jsou dokonce schopny separovat oligonukleotidy liSici se pouze v obsahu
jedné baze. Také skvéla reprodukovatelnost v ptipravé monolitickych kolon,
vyjadiena jako RSD piiblizného reten¢niho faktoru a retencniho c¢asu jsou
fantastické, mensi nez 5 %. Navic, pfiprava kolon je velmi jednoduchd, neni

zapotiebi silanizace vnitintho povrchu stén kapildry a porogenni smeés je
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zjednodusSena, nebot’ z tfislozkové smési se stdva smes dvouslozkova, protoze neni
nutné pridavat vodu. Jedinym omezenim je gradientova eluce pii velmi nizkém
pritoku mobilni faze a nutnost pouziti termostatu kolony pro separaci. Pfi porovnani
svysledky na koloné¢ bézné pouzivané v laboratofi, Zorbax Extend CI18, bylo

dosazeno podobné separacni ucinnosti s velmi dobrym rozdélenim kritického paru

19- a 20-meru.

2.9. Kolony pripravené s MAPDS, tedy [3-(methakryloylamino)propyl]-
dimethyl(3-sulfopropyl)ammonium hydroxidem, pro separaci

oligonukleotidi

Pii separaci v HILIC modu se vyuziva toho, Ze stacionarni faze je schopna
nést naboj. Ztohoto divodu byla vyzkouSena ptiprava monolitickych kolon
s takovym monomerem, ktery obsahuje sulfonovou kyselinu a kvartérni amin.
Takové kolony s tzv. zwitterionem se komeréné vyrabé&ji, ptikladem je napt. kolona
ZIC-HILIC od firmy Merck SeQuant, jejiz vysoce polarni stacionarni faze je

zobrazena na obrazku 14 [109].

%
H’-; _.
CH;~N—CH; CH; CH; SO,

CH,

Obrazek 14 Zakladni struktura stacionarni faze ZIC-HILIC pievzata z [109].

V této praci byl pouzit monomer 3-(methakryloylamino)propyl]-dimethyl-
(3-sulfopropyl)amonium hydroxid, MADPS, jehoz struktura je nakreslena v oddile
experimentalni ¢ast. Pro pfipravu monolitu stimto monomerem se vychéazelo
z ptipravy pro HMMAA monolitické kolony. Nejprve byla pfipravena kolona
podobna Kolon¢ 3, jez byla popsana v piedchozi kapitole, avsak s tim rozdilem, ze
HMMAA byl nahrazen MAPDS a polymera¢ni smés obsahovala vy$$i procento

vody z divodu rozpustnosti monomeru v polymera¢ni smési. Tato kolona je
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v tabulce 16 oznacena jako MAPDS 1. Po zapojeni kolony do chromatografického
systému se monolit po 10 minutdch promyvani mobilni fazi potrhal, pfestoze mobilni
faze skrz kolonu protékala bez obtizi. Proto byly pfipraveny polymeracni smési

S riiznym slozenim monomerni smési jak je uvedeno v tabulce 16.

Tabulka 16 Slozeni polymera¢nich smési pro ptipravu MAPDS monolitickych
kolon, hodnoty jsou udané v hmotnostnich procentech.

Slozka/Kolona | MAPDS 1 | MAPDS 2 | MAPDS 3 | MAPDS 4 | MAPDS 5
EDMA 11,70 11,90 12,30 12,73 12,75
MAPDS 14,38 14,10 19,87 7,72 10,68

voda 13,11 14,23 13,01 6,71 6,50

butan-1,4-diol 4,46 4,48 4,67 5,09 531

propan-1-ol 56,35 55,29 50,15 59,65 54,06
HEMA - - - 8,10 10,70

Kolony MAPDS 1 a MAPDS 2 jsou totozné, kolona MAPDS 2 byla
pifipravena proto, aby se zjistilo, zdali k potrhani monolitu u kolony MAPDS 1
nedoslo v disledku néjaké chyby pii manipulaci s kolonou. Na téchto kolonach byly
zkousSeny separace smeési testovacich oligonukleotidi popsanych v tabulce 12.
Separace na kolonach z tabulky 16 nebyly dostate¢né, piky nebylo mozné ani pti
zméné gradientu rozdélit a piky oligonukleotidli byly nesymetrické, jevily se jako
zbotfené. Po nékolika analyzach se vSechny pfipravené monolity potrhaly a nebylo
mozné na nich provadét dalsi analyzy. Testované oligonukleotidy se na kolonach
s MAPDS monomerem zadrzovaly vice nez na kolonach obsahujicich HMMAA jako
monomer.

Jelikoz na kolonach MAPDS 1 aZz 5 nebylo mozné dosahnout separace a
monolity se trhaly, byly pfipraveny kolony obsahujici MAPDS a HMMAA
monomery. ProtoZe monomer HMMAA se dodava ve formé vodného roztoku,
slozeni polymerac¢nich smési se 1liSi obsahem vody a je uvedeno v tabulce 17.
Slozeni téchto polymeracnich smési je totozné jako pro Kolonu 3, ktera obsahovala
pouze HMMAA jako monomer. MAPDS nahradil pouze 5% z monomeru HMMAA.
Kolony uvedené v tabulce 17 byly po termické polymerizaci zkracené na délku
18cm a promyté smési acetonitril/'voda 65:35 pro vymyti nezreagovanych

rozpoustédel po polymerizaci a zapojeny do chromatografického systému.
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Pro separaci testovacich oligonukleotidi popsanych v tabulce 12 byla
zvolena mobilni faze jako v ptipad¢ pouziti hydroxymethylmethakrylatovych kolon
se sestupnym gradientem mobilni faze B (100 mM TEAA v acetonitrilu) pfi teploté
kolonového termostatu 30 °C. Byla snaha o nalezeni takovych separacnich
podminek, za kterych by se vSechny tii testované oligonukleotidy dostatecné
separovaly. Gradient 93 —50 % mobilni faze B béhem 30 minut byl zvolen jako
optimalni pro separaci studovanych oligonukleotidi na vSech kolonach uvedenych v

tabulce 17, chromatogramy téchto separaci jsou uvedeny na obrazku 15.

Tabulka 17 SloZeni polymera¢nich smési pro vyrobu MAPDS a HMMAA
monolitickych kolon, hodnoty jsou udané v hmotnostnich procentech.

Slozka/Kolona HMMAA 1 HMMAA 2 HMMAA 3
EDMA 12,47 12,50 12,48
MAPDS 5,00 5,02 5,00
butan-1,4-diol 7,60 7,71 7,60
propan-1-ol 63,84 63,69 63,87
HMMAA 11,09 11,08 11,05

Jak je z chromatogrami patrné, pii separaci oligonukleotidi za pouziti

stejného gradientu na vSech tfech kolondch obsahujici monomery HMMAA a
MAPDS se jevi monolity velmi podobné a vykazuji stejné separacni vlastnosti. Pti
pouziti méné strmého gradientu by bylo mozné dvojici 19- a 20-mert rozdélit Iépe,
ovSem za piedpokladu, Ze by Cas analyzy byl podstatné del$i. Pro porovnani separace
na téchto trech kolondch byly vypocteny zdanlivé retencni faktory a faktor

selektivity, jejichZ hodnoty jsou uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18 Reten¢ni cCas, priblizné reten¢ni faktory a selektivni faktory kolon
HMMAA 1, 2 a 3; pritokova rychlost 6,0 ul/min, teplota kolony 30 °C, vinova délka
detekce 260 nm, gradient 93 — 50 % B béhem 60 min.

Kolona/Parametr | t1g-mer [MIN] | t20-mer [MiN] K19-mer Ko0-mer a
HMMAA 1 1,72 8,10 10,19 10,73 1,05
HMMAA 2 7,46 7,65 9,81 10,09 1,03
HMMAA 3 8,05 8,24 10,67 10,94 1,03
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Obrazek 15 Separace 15-T-meru, 19-meru a 20-meru na HMMAA+MAPDS
monolitickych kolonaich HMMAA 1, 2 a 3 za optimalizovanych podminek. Mobilni
faze A 100 mM TEAA ve vodé, mobilni faze B 100 mM TEAA v acetonitrilu,
gradient 93 % — 50 % mobilni faze B ve 30 minutach, vinova délka detekce 260 nm,
prutokova rychlost 6,0 pul/min, teplota kolony 30 °C.
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Jak je z hodnot uvedenych v tabulce 18 patrné, separace dvojice 19- a
20-meru neni dostate¢nd, je horSi nez na kolonach obsahujici pouze monomer
HMMAA. Tento rozdil je dan strmosti gradientu a rozdily mezi jednotlivymi
kolonami jsou zplsobeny tim, ze pro piipravu kolon nebyla pouzita totozna
polymeracni sm¢s.

Pro sledovani separa¢nich vlastnosti pfipravenych kolon byly jesté provedeny
separace pii teplot¢ kolony 60 °C. Tato je kritickd pifi pouziti tradinich
silikagelovych komerénich RP-HPLC kolon, kdy 60 °C je nejvy$si mozna
doporuc¢ena teplota od vyrobcl. Chromatogramy separaci testovanych
oligonukleotidii na kolonach oznacenych HMMAA 1, 2 a 3 pfi vysoké separacni
teploté jsou uvedeny na obrazku 16. Z chromatogramt je patrné, Ze separace je
moznd 1 pii zvySené teploté za zlepSeni separacnich parametrii pro testované latky.
Jiz pouhym okem je ziejmé, Ze rozliSeni dvojice 19- a 20-mert je na vSech kolonach
lepsi, témét na zakladni linii. Po ukonceni analyz na monolitickych kolonach byly
prohlédnuty a nebyl zjistén zadny ubytek staciondrni faze ¢i jeji potrhani. To je i
patrné z tvaru piku, kdyby doslo k ubytku stacionarni faze napf. rozpusténim ci
stlatenim, piky by byly rozmyté v disledku zvétSeni mrtvého objemu separa¢niho

systému.

2.10. Shrnuti pripravy HMMAA + MAPDS monoliti

Z vysledkli této kapitoly je patrné, Ze piipravené monolitické kolony
s HMMAA a MAPDS monomery jsou velmi vhodné pro separaci oligonukleotidi,
které se liSi v sekvenci 1 délce. Tyto stacionarni faze jsou schopné separovat
oligonukleotidy o velikost 20ti bazi do deseti minut, coz je jednim z velkych kladt
téchto kolon. Na téchto monolitech je moZné separovat i oligonukleotidy liSici se
v délce o jeden nukleotid. Kolony jsou schopné separovat i pii vysSich teplotach,
kritické teploté 60 °C pro komerc¢ni kolony. Ptiprava kolon je snazsi oproti ptipravé
butylmethakrylatovych kolon, protoze silanizace vnitini stény kapilary neni nutna,
jelikoz samotné monomery kovalentné reaguji se silanolovymi skupinami kiemenné
kapilary, a tim je zajisténo zakotveni polymeru v kapilafre. Pfednosti téchto kolon je

jednoduchost jejich pfipravy a schopnost separovat oligonukleotidy. Tato fakta
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ukazuji, ze tyto monolitické kolony jsou vhodnym separa¢nim materialem pro
zavedeni do analytickych, klinickych a farmaceutickych laboratofi. Jedinou
nevyhodou téchto kolon je, ze jakakoliv malda zména obsahu slozky v polymera¢ni

smési vede k jinym separacnim vlastnostem pfipravenych kolon.
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Obrazek 16 Separace 15-T-meru, 19-meru a 20-meru na HMMAA+MAPDS
monolitickych kolonach HMMAA 1, 2 a 3 za optimalizovanych podminek. Mobilni
faze A 100 mM TEAA ve vodé, mobilni faze B 100 mM TEAA v acetonitrilu,
gradient 93 % — 50 % mobilni faze B ve 30 minutach, vinova délka detekce 260 nm,
prutokova rychlost 6,0 ul/min, teplota kolony 60 °C.
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3. Separace derivati DO3A na monolitickych koloniach a na

komerc¢nich RP-fazich

3.1. Struktura testovanych derivati DO3A

V této Casti prace byla snaha o separaci polykarboxylovatovych derivati
cyklenu. Tyto latky byly syntetizovany na Katedie anorganické chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze skupinou Prof. RNDr. lvana
Lukese, CSc. a Doc. RNDr. Petra Hermanna, Ph.D. Testované polykarboxylatové
derivaty cyklenu studované v této praci jsou tzv. kyselé¢ derivaty cyklenu. V
poslednich dvaceti letech byl zaznamenan velky zajem o tuto skupinu latek. Derivaty
cyklenu je mozné vyuzit jako nosice tézkych kovl a lanthanoidd, jez se pouZzivaji
jako konstrastni latky pro MRI (Magnetic Resonance Imaging), coZ je tomograficka
zobrazovaci technika pro zobrazeni nadoru v téle ¢loveéka. Stejné tak derivaty
cyklenu nasly vyuziti v ¢isténi vody od tézkych kovl a v biomedicing [110]. Jelikoz
je syntéza derivati cyklenu velmi slozitd a CiSténi meziproduktl je obtizné kvili
podobnym chemickym vlastnostem s vedlejSimi produkty, je nutné nalézt metodu,
kterd bude schopnd urcit Cistotu vzniklého produktu. V literatuie jeSt€¢ nebyla

doposud popsana metoda pro separaci polykarboxylatovych derivata cyklenu.

V této praci jsem se snazila o separaci nasledujicich derivati cyklenu.

1,4,7,10-tetraazacyklododekan, cyklen

H\ / \ /H
N N
.

H \__/ H
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vnitini laktam Kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctové, bishydrogen-
chlorid dihydrat, H3DO3A-2HCI-2H,0, v této praci oznacovany jako AN1

HOOCj S\

N N
[: [: :] 2HCI .2H,0
N N

Hooc—~ \__/

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-trioctova kyselina, HsDO3A-H,SOy, Vv této praci

oznacovana jako AN2

HOOC— v

N
[: :] H,S0,
N N

Hooc—" \__/ “——_COOH

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-[methyl[(benzyl)fosfinova]
kyselina, HyDO3AP®", v této praci oznatovana jako AN3

0]
I
ooy e (O
N N

Hooc—" \__/ “——_COOH
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1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-methylfosfinova kyselina,
hydrogenchlorid trihydrat, H,DO3APH-HCI-3H,0, V této praci oznacovana jako AN4

i

Hoocﬁ\(f\\/fPH

N oH
[: :] HCI.3H,0
N N

Hooc—" \__/ —_COOH

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-[methyl (2-karboxyethyl)fosfinova]
kyselina, trihydrat, H5D03APPrA-3HZO, V této praci oznacovana jako ANS

O
i COOH

N._ oH
[: :] 3H,0
N N

Hooc—" \__/ “—COOH

1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-{methyl[ (4-nitrofenyl)methyl]
fosfinova} kyselina, trihydrat, HyDO3APN®"3H,0, v této praci oznatovani jako
ANG

o

I
HOOC—\ /= /PCH2*<>%N02
N N OH
[: :] 3H,0
N N

Hooc—" \__/ “——_COOH

Jak je patrné ze struktur jednotlivych analyzovanych latek, vSechny obsahuji
kromé¢ Cisté nepolarni ¢asti molekuly (cyklen) také vysoce polarni funkéni skupiny,
pro separaci se tedy mize vyuzit jak hydrofilnich, tak hydrofobnich interakeci.

Byla proméiena spektra vSech testovanych analytl, které byly rozpustény ve

vodé. Absorpéni maximum se pohybuje kolem 210 nm pro vSechny analyty
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Absorbance

svyjimkou ANG6, ktery jest¢ obsahuje absorpéni maximum pii 285 nm (viz
obrazek 17), coz je zpusobeno piitomnosti nitrobenzylu v molekule. Diky
absorpénimu maximu pii 210 nm neni mozné pro separaci pouzivat pufry, které
V této oblasti absorbuji, protoze by se velmi snizila odezva studovanych analytd a
piky by mohly ,,zmizet* v Sumu zakladni linie. Také je lepsi pouzit acetonitril jako
organicky modifikator, protoze jeho cut-off je kolem 190 nm, kdezto methanol ma

cut-off kolem 205 nm. Tim padem bude identifikace latek s absorpénim maximem

200 225 250 275 300 325 3%0 375
Vlnova délka (nm)

Obrazek 17 Absorpcni spektra studovanych derivata cyklenu, vzorky rozpustény
v 50:50 (% obj.) acetonitril/voda.

3.2. Separace na komer¢nich kolonach v RP-HPLC modu

Pro separaci studovanych latek byly vybrany dvé kolony, a to kolona
s klasickou reverzni fazi C18 Biospher PSI-200 C18 (150 x 4,6 mm, d, =7 pm) a
dale kolona s aminopropylovou stacionarni fazi Biospher PSI-200 NH
(150 x 4,6 mm, d, =7 um), ob&é dodané firmou (Labio, CR). Kolona C18 je

klasickou kolonou pro RP-HPLC, pro separace zalozené ptedevsim na hydrofobnich
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interakcich, zatimco aminopropylova kolona je jednou z nejpolarnéjSich reverznich
fazi pro separace zalozené na hydrofilnich interakcich.

Nejdiive byla testovana kolona Biospher PSI-200 C18 s acetonitrilem jako
organickym solventem. Byly pouzity mobilni fdze v poméru 50:50, 30:70 a
20:80 (% obj.) acetonitril/voda. Bohuzel, vSechny testované analyty eluovaly
smrtvym reten¢nim ¢asem. Pt volbé methanolu jako organického modifikatoru
studované latky také eluovaly tésné za mrtvym retenénim casem. Pro Upravu pH
mobilni faze byl pfipraven 20 mM fosforecnanovy pufr o pH 4,0 s ohledem na
disocia¢ni konstanty studovanych latek [111]. Pfi pouziti mobilni faze obsahujici
methanol a fosfore¢nanovy pufr v riznych objemovych pomérech nebylo docileno
separace studovanych analytti. VSechny latky opét eluovaly v mrtvém retenénim case
nebo tésné za mrtvym reten¢nim Casem, jak je zobrazeno na obrazku 18.

Jak je z obrazku 18 patrné, citlivost detekce je velmi nizka. Piky testovanych
analytll jsou velmi malé v porovnani s velikosti Sumu. To je nejspiS dano obsahem

methanolu v mobilni fazi, jehoz cut-off je velmi blizky vinové délce detekce.
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Obrazek 18 Separace AN1 az AN6 na koloné¢ Biospher PSI-200 C18
(150 x 4,6 mm). Mobilni faze 20:80 (% obj.) methanol/voda, vinova délka detekce
210 nm, pritokova rychlost 0,5 ml/min, teplota kolony 25 °C.

Na zaklad¢ vyse uvedenych experimentti a jejich vysledki byla studovdna
separace na koloné¢ Biospher PSI-200 NH. Nejdiive byl pouzit acetonitril jako
organicky modifikator, protoze jeho cut-off je posunut k niz§im vinovym délkam nez

je tomu u methanolu. OvSem separace s acetonitrilem nebyly uspésné, testované
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analyty eluovaly s mrtvym retenénim ¢asem. Proto byl vyzkousen methanol jako
organicky modifikdtor v mobilni fazi. Analyzované latky ovSem stale eluovaly
s mrtvym retenénim ¢asem, ani pouziti fosfatového pufru nepomohlo k lepsi separaci
analytq.

Prestoze k separaci kyselych derivati cyklenu byly pouzity dvé zcela rozdilné
kolony, nebylo mozné je ani na jedné ¢asteCné separovat. Separaci téchto derivati
spolu s esterovymi derivaty cyklen se dale zabyvala Mgr. A. Hamplova ve své
diplomové praci [112] a v ¢lanku [113], kde pouZila rizné druhy stacionarnich fazi

k separaci studovanych analyt.

3.3. Separace derivati cyklenu na monolitickych kolonach

Pro separaci kyselych derivatii cyklenu byly pfipraveny monolitické kolony
S hydroxymethylmetakrylamidovym (HMMAA) monomerem, které¢ jsou vhodné pro
separaci siln¢ polarnich latek v HILIC modu, jelikoz je nebylo mozné separovat na
komer¢nich kolonach. Slozeni je stejné jako HMMAA kolony v kapitole 2 Vysledky
a diskuse. Slozeni polymeraéni smési pro piipravu totoznych monolitickych kolon
ANORG 1 az 3 je uvedeno v tabulce 19. Kapilary dlouhé 20 cm byly naplnény
polymerizaéni smési a poté po dobu 20 hodin ponechany pii 60 °C polymerizovat.
Po ukonceni procesu polymerace byly kolony zkraceny na délku 18 cm a promyty

vodou s acetonitrilem v poméru 35:65 (% obj.).

Tabulka 19 Slozeni polymeriza¢nich smési (% hm.)
pouzitych pro piipravu ANORG 1, 2 a 3 monolitickych
kolon; obsah AIBN byl 1 % (hm.) vzhledem k monomeru.

Slozka/Kolona ANORG 1, 2, 3
butan-1,4-diol 7,31
propan-1-ol 64,36
EDMA 12,86
HMMAA 15,47
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Nejdiive byla vyzkouSena separace s acetonitrilem a vodou 85:15 (% obj.)
jako mobilni fazi pfi pratoku 5 pl/min. Jak je z chromatogrami na obrazku 19 vidét,
piky analytl jsou nesymetrické a eluuji tésn€ za mrtvym retenénim casem. Proto byla
zvolena mobilni faze pouzita pro separaci v HILIC modu, ktera byla aplikovana na
separaci oligonukleotidu, tedy ze mobilni faze obsahovala 50 mM TEAA pro upravu

iontové sily mobilni faze a také pro tpravu pH pouzité mobilni faze.

8
85/15 ACN:voda —AN1
210nm — AN2
AN3

6 |

_ 4
>
£
<
2
0
_2 1 1 1 1 1 1
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Smés AN1-AN6 ——210nm
| 85/15 ACN:voda —285nm
15
12 +
>
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<
6L
3L
A\
0 —
1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14

t [min]

Obrazek 19 Separace AN1 az AN6 na monolitické kolon¢ ANORG 1. Mobilni faze
15:85 (% obj.) voda/acetonitril, vinova délka detekce 210 nm a 285 nm, prttokova
rychlost 5 ul/min, teplota kolony 25 °C.

Pti pouziti TEAA Vv mobilni fazi se tvar pikli jednotlivych analytl vyrazné
zlepsil, jak je ostatn¢ vidét na chromatogramech na obrazku 20, ale separace se o

mnoho nezlepsila oproti pfedchozim ptipadim. Jak je zchromatogramii patrné,
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analyzované derivaty cyklenu se mohou podle separacnich vlastnosti rozdélit do
dvou skupin. A to jsou analyty AN1, AN3 a ANG6, které pti pouzitych mobilnich fazi
eluyji t€sné€ za mrtvym retencnim ¢asem a druhou skupinu tvoii AN2, AN4 a ANS,
které eluuji kolem reten¢niho faktoru k = 2,18 pro kolonu ANORG 1. Tento fakt
odpovida strukturam latek, nebot’” AN2, AN4 a ANS jsou vice polarni nez druha
skupina latek AN1, AN3 a AN6. Cim vice polarni latka je, tim v HILIC modu eluuje

V del$im reten¢nim ¢ase.

25
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50mM TEAA v ACN:50mM TEAA ve vodé AN2
20 + 85/15,210 nm AN3
— AN4
15 AN5
— ANG6
>
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0 = /&%
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-10 1 1 1
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20
Smés AN1-ANG6, 85/15 — 210 nm
15 50mM TEAA v ACN:50mM TEAA ve vodé —285nm
10 +
>
E,
< °r
0
5k
-10 1 1 l 1 1 1 1 1 1

1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
t [min]

Obrazek 20 Separace AN1 az AN6 na monolitické kolon¢ ANORG 1. Mobilni faze
15:85 (% obj.) 50mM TEAA ve vodé/50mM TEAA v acetonitrilu, vinova délka
detekce 210 nm a 285 nm, pritokova rychlost 5 ul/min, teplota kolony 25 °C.
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Protoze analyty eluovaly tésné za mrtvym retencnim casem a nedoslo
k dostatecnému rozdéleni, byly vyzkouSeny jesté dal$i mobilni faze s pfidavkem
TEAA. Byly vyzkouseny jiné poméry organického modifikatoru s 50 mM TEAA, ale
pfti pouziti 10:90 (% obj.) 50 MM TEAA ve vodé/50 mM TEAA v acetonitrilu vice
polarni analyty neeluovaly do 50 minut. Problém v tuto chvili v8ak tkvél v tom, Ze
nebylo mozné pouzit gradientovou eluci, jelikoz vybaveni laboratoie to
nedovolovalo. Pfi nahrazeni acetonitrilu methanolem latky eluovaly s mrtvym
reten¢nim Casem, jelikoZ methanol je podstatné polarnéjsi organicky modifikator
nez acetonitril.

Na vSech ptipravenych kolondch byly separovany analyty za pouziti mobilni
faze 15:85 (% obj.) 50 mM TEAA ve vodé/50 mM TEAA v acetonitrilu a pratoku
mobilni faze 5 pl/min. Na obrazku 21 je nazorné ukéazéano, jak se separace lisi na

tfech stejnych kolonach ANORG 1, ANORG 2 a ANORG 3.

25 35

——AN1 ) ACN: & —_—
50mM TEAA v ACN:50mM TEAA ve vodé AN2 SOmMTEAA v ACN: S0mMTEAA ve vode AN1
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20 F 85/15,210 nm AN3 i AN3
— AN P [ I —— AN4
15+ AN5 [ ‘ AN5
— ANG6 20 H — AN6
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.;gégmy%\xwk’\l
5t
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10 . . ANORG 1 1 . ANQRG 2
0 2 4 6 8 0 12 1 T 2 4 6 8 10 1
t [min] t[min]
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50 mM TEAA v ACN: 50 mM TEAA ve vodé —AN1
40 L 85/15:210nm ——AN2

7 8
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Obrazek 21 Separace AN1 az AN6 na monolitické koloné ANORG 1, ANORG 2 a
ANORG 3. Mobilni faze 15:85 (% obj.) 50 mM TEAA ve vodé/50 mM TEAA
v CH3CN, vinova délka detekce 210 nm, pritokova rychlost 5 ul/min, teplota kolony
25 °C.
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Jak je zchromatogrami naobrazku 21 patrné, kolony ANORG 1 a
ANORG 2 maji velmi podobné separacni vlastnosti, kdezto kolona ANORG 3
vykazuje horsi separaci vSech analyti a také rychlejsi eluci studovanych derivata
cyklenu — AN 2 na kolon¢ ANORG 3 eluuje v Case pfiblizné 6,5 minut, kdezto na
kolonach ANORG 1 a 2 eluuje kolem 10 minut. Tyto pozorované rozdily mohou byt
zpusobeny nehomogenitami v monolitu pfipravenych monolitickych kolon a také

diky tomu, Ze testované kolony byly pfipraveny z riznych polymerac¢nich smési.

50
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Obrazek 22 Separace AN1 az AN6 na monolitické kolon¢ ANORG 2. Mobilni faze
15:85 (% obj.) 50 mM TEAA ve vode¢/50 mM TEAA v CH3CN, vinova délka
detekce 210 nm a 285 nm, pratokova rychlost 2,5 ul/min, teplota kolony 25 °C.
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Pro lepsi separaci byl pouzit nizsi pritok mobilni faze s jiz diive pouZzitou fazi
15:85 (% obj.) 50 mM TEAA ve vodé/50 mM TEAA v acetonitrilu. Ani tato zména
bohuzel nepomohla k lepSimu rozdéleni studovanych analyt, jak je vidét na
obrazku 22, kde je zobrazena separace na kolon¢ ANORG 2.

Jak je patrné z chromatogramti na obrazku 22, separace studovanych
derivatii neni vlibec dostatecna, je zde pouze nastin separace, kdy sledované latky
koeluuji ve dvou smésnych pikach, i kdyz oddéleni AN3 od mén¢ polarnich derivata

je znatelné.

3.4. Shrnuti separace derivati DO3A na monolitickych kolonich

Zavérem lze konstatovat, Ze na kolonach s HMMAA jako sorbentu nebylo
docileno dé¢leni studovanych derivatl cyklenu predevSim proto, Ze instrumentace
Vv laboratofi neumoznovala pouziti gradientové eluce. Méd HILIC je velmi citlivy na
zménu Mobilni faze. Pii malé zméné ve slozeni mobilni faze pti isokratické eluci
dochézi k vyraznym zméndm v eluci latek, ale bez zlepSeni rozliSeni testovanych
analytq.

Pro separaci studovanych derivati cyklenu by bylo moZzné pouzit bud
gradientovou eluci na HMMAA kolonach, zménu pH mobilni faze s ohledem na
disocia¢ni konstanty derivati cyklenu nebo pouzit jinou, vice polarni stacionarni
fazi. AvSak tyto vyhledy do budoucnosti nejsou soucasti a naplni této disertacni

prace.
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ZAVER

V dnesni dobé se v analytické chemii, stejné jako v jinych chemickych i
nechemickych oborech, hledd cesta vedouci ke snizeni finan¢nich ndakladt pii
zachovani dosavadni kvality sluzeb. V oblasti kapalinové chromatografie je to
predevsim snizeni spotfeby rozpoustédel, coz je v dneSni dobé velmi aktualni diky
celosvétovému nedostatku acetonitrilu, a sniZzeni spotfeby vzorku, coz vede
K miniaturizaci rozmért separa¢niho systému.

Jednou z cest mize byt v dnesni dob¢ stale vice pouzivana UPLC (Ultra
Pressure Liquid Chromatography), kdy se pouzivaji kolony o vnitinim praméru
kolem 3 mm, a velikost Castic se pohybuje kolem 1,8 um. Pritok mobilni faze je
kolem 0,5 ml/min, doba analyzy je o polovinu kratsi nez v klasické HPLC a objem
nastfiku vzorku je také alesponl polovicni. OvSem 1 tak spotfeba mobilni fize a
vzorku neni zanedbatelna, piestoze za stejnou dobu jako na klasické HPLC je mozné
provést vice analyz, spotieba rozpoustédel je polovi¢ni. Kromé toho, pro UPLC je
zapotiebi pracovat s velmi ¢istymi rozpoustédly a ty je nutné pied pouzitim filtrovat,
aby nedoslo k zaneseni cest v chromatografu a také k zaneseni frit na kolonach.

Dal8i moZnou cestou je pravé pouziti kapilarni kapalinové chromatografie
(CLC), kdy se misto klasickych kolon pouZiva kapilar o vnitinim priméru
100 - 500 pm a pratokova rychlost mobilni faze se pohybuje vrozmezi 1 az
10 pl/min. Také davkovany objem vzorku k analyze je kolem desitek az stovek nl.
V tomto piipad€, 1 pfi zachovani stejné délky analyzy jako je v klasické
chromatografii, by spotieba rozpoustédel byla 100krat mensi stejné tak jako spotieba
vzorku.

Na druhou stranu, pfi méfeni v CLC je kladen vétsi diraz na instrumentaci.
Predev§im spojeni chromatografické kolony s detekéni celou je nejvétsim rizikem
kapilarni chromatografie, kdy nespravnou volbou detekéniho okénka mulze dojit
k rozmyvani pikt. Nejcastéjsim zapojenim, podobné jako tomu bylo v této praci, je
tzv. ,,on-column® zapojeni, kdy byla pouzita externi kapildra s odstranénou vrstvou

polyamidu slouZici jako detek¢ni okénko.
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Ptestoze je ptiprava monolitickych kolon na béazi organickych polymeri
velmi jednoducha a levna, jejich pouziti v HPLC metodach jesté stale nenalezlo své
uplatnéni. Ve vétSin€ ptipadt stile prevlada pouziti tradi¢nich kolon na bazi
silikagelu, ackoliv jsou tyto kolony Casto omezeny pouzitim vhodného pH mobilni
faze. Vyhodou monolitickych kolon je jejich uziti v Sirokém rozsahu pH, od 1 az do
12, zatimco klasické kolony na bazi silikagelu je mozné pouzit v rozmezi 2 az 8
jednotek pH. Mechanické4 odolnost a nepfitomnost frit na konci stacionarni faze jsou
dal$imi z Cetnych vyhod monolitickych kolon. Jejich nejvétsi vyhodou je, ze je
mozné pripravit bohatou Skalu staciondrnich fazi s riznymi separa¢nimi vlastnostmi
vhodnou volbou monomeru. Jak je vidét v této praci, pro piipravu riiznych kolon
neni zapotiebi zadnd slozitd instrumentace, staci mit k dispozici Sirokou Skalu
chemikalii. Neni velkym problémem pfipravit monolitické kolony podobné C18
kolonam stejné tak jako pfipravit kolony s odliSnym charakterem, v tomto ptipadé
HMMAA kolony pro separaci vysoce polarnich latek jako jsou napf.
oligonukleotidy. Tyto kolony obsahuji funk¢éni skupiny, které jsou schopny byt
V ionizovaném stavu.

Nevyhodou monolitickych kolon je jejich S$patnd reprodukovatelnost. Pii
pouziti stejné polymeracni smési pro ptipravu kolony je opakovatelnost srovnatelna
s tradicnimi fazemi, ovSem jestlize dojde K jakékoliv malé zméné ve sloZeni
polymeraéni smési, vysledné monolity pak maji odlisné separacni vlastnosti. Toto je
moznd jeden z nejvétSich nedostatkli monolitickych kolon, ktery zapfticiniuje jejich
opomijeni v komerénim vyuziti. Ve velkych provozech je nutné, aby pii pouZiti
rozdilnych $arzi kolon, tedy kolon pfipravenych v jinych dnech, byla dana separace
shodna. Toto bohuzel, jak je z vysledkl v této praci zfejmé, monolitické kolony na
bazi organickych polymert nespliiuji.

Tato prace se zabyvala pfipravami riznych monolitickych kolon s odliSnymi
separacnimi vlastnostmi. V prvni ¢asti byla snaha pfipravit methakrylatové
monolitické kolony polymeraci pii laboratorni teploté¢ a sledovat jejich separacni
vlastnosti na smési jednoduchych organickych latek. Pfi porovnani s kolonami
termicky pfipravenymi byly vlastnosti kolon téméf shodné. V druhé ¢asti této prace
byly pfipraveny kolony pro separaci oligonukleotidii. Nalezeni vhodného monomeru,
ktery by separoval studovanou smés tii oligonukleotidd, nebylo snadné, ale nakonec

byly pfipraveny dva druhy monolitl, které velmi dobie separovaly oligonukleotidy
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liici se jen v jedné bazi. Pro separaci bylo ovSem zapotiebi gradientové eluce, ktera
neni tak snadno dostupna. K méfeni bylo zapotiebi v laboratofi vyrobit termostat pro
kapilarni kolonu a pfeinstalovat klasicky HPLC pfistroj pro méfeni pii nizSich
pritocich a nizkém davkovaném objemu vzorku. Ve tfeti ¢asti byla snaha najit
takovou stacionarni fazi, ktera by od sebe d¢lila derivaty cyklenu. Tyto latky jsou
velmi polarni, a proto se vychazelo z kolon pro separaci oligonukleotidi. OvSem
V této laboratofi jiz nebylo mozné pouzit gradientovou eluci, a tudiz nebylo dosazeno
pozadované separace.

Jak je z této prace vidét, neni obtizné pfipravit riznorodé monolitické kolony.
Proto doufam, Ze zdjem o monolitické kolony poroste a spolu s kapilarni kapalinovou

chromatografii se stanou béznou soucasti vybaveni laboratofi.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

adenin

vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti
piku v jedné desetiné jeho vysky

a,0."-azobisisobutyronitril

2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfonova kyselina

faktor asymetrie

vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a sestupnou ¢asti
piku v jedné desetin€ jeho vysky

butylmethakrylat

cytosin

Capillary Electrochromatography, kapilarni elektrochromatografie
Capillary  Liquid  Chromatography, kapilarni  kapalinova
chromatografie

Convective Interaction Media

2-(diethyl)aminoethylmethakrylat
2-(dimethyl)aminoethylmethakrylat

ethylenglykoldimethakrylat

pratok mobilni faze

guanin

glycidylmethakrylat

(2-hydroxy)ethylmethakrylat
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HETP.............. Height Equivalent to a Theoretical Plate, vyskovy ekvivalent
teoretického patra

Hi Hydrophobic Index, Index hydrofobnosti

HILIC.............. Hydrophilic-Interaction Liquid Chromatography, hydrofiln¢
interak¢éni kapalinova chromatografie

HMMAA......... N-(hydroxymethyl)methakrylat

NMR ... Nuclear Magnetic Resonance, nuklearni magneticka rezonance

HPLC .............. High Performance Liquid Chromatography, vysokouc¢inna

kapalinova chromatografie

Koo reten¢ni faktor

Lo délka kolony

LC o, Liquid Chromatography, kapalinova chromatografie

MAPDS........... [3-(methakryloylamino)propyl]-dimethyl(3-sulfopropyl)amonium
hydroxid

MRI ..o Magnetic Resonance Imaging, zobrazovani magnetickou resonanci

MS...c monomerni smés

N pocet teoretickych pater na metr délky kolony

PEEK............... polyetheretherketon

PS porogenni smé&s

RSD...ccoovee Relative Standard Deviation, relativni smérodatna odchylka

RS rozliSeni dvou pikl eluujicich po sobé

T thymin

TEAA............. triethylaminoacetat

TEMED........... N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin

[P mrtvy retencni ¢as
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fr o, retencni cas

Vi objem kolony

Wi Sitka piku pti zdkladné

W(0,5) rveeresrnrennnns Sitka piku v poloving jeho vysky
Etereeieene e celkova porozita kolony

v-MAPS........... (y-methakryloyloxypropyl)trimethoxysilan

81



Seznam pouzité literatury

[1]
[2]
[3]

[4]
[5]
[6]
[7]
[8]
[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]
[15]
[16]
[17]
[18]

[19]

C.G. Horvath, B.A. Preiss, S.R. Lipsky, Anal. Chem., 39 (1967) 1422.

C.G. Horvath, S.R. Lipsky, Anal. Chem., 41 (1969) 1227.

D. Ishii, K. Asai, K. Hibi, T. Jonokuchi, M. Nagaya, J. Chromatogr., 144
(1977) 157.

D. Ishii, K. Hibi, K. Asai, T. Jonokuchi, J. Chromatogr., 151 (1978) 147.

D. Ishii, A. Hirose, K. Hibi, Y. Iwasaki, J. Chromatogr., 157 (1978) 43.

T. Tsuda, M. Novotny, Anal. Chem., 50 (1978) 271.

R.P.W. Scott, P. Kuchera, M Munroe, J. Chromtogr., 186 (1979) 475.

F.J. Yang, J. Chromatogr., 236 (1982) 265.

W.T. Kok, U.A.Th. Birkman, R.W:Frei, H.B. Hanekamp, F.Nooitgedach,
H. Poppe, J. Chromatogr., 237 (1982) 357.

C. Eckers, K.K. Cuddy, J.D. Henion, J. Lig. Chromatogr., 6 (1983) 2383.
J.P.C. Vissers, H.A. Claessens, C.A. Cramers, J. Chromatogr. A, 779 (1997)
1.

J.P.C. Vissers, J. Chromatogr. A, 856 (1999) 117.

C. Legido-Quigley, N.D. Marlin, V. Melin, A. Manz, N.W. Smith,
Electrophoresis, 24 (2003) 917.

M. Novotny, Anal. Chem., 60 (1988) 502A.

A. PriiB}, Ch. Kempter, J. Gysler, T. Jira, J. Chromatogr. A, 1016 (2003) 129.
T. Takeuchi, Chromatography, 26 (2005) 7.

J.P. Chervet, M. Ursem, J.P. Salzman, Anal. Chem., 68 (1996) 1507.

Y. Saito, K. Jinno, T. Greibrokk, J. Sep. Sci., 27 (2004) 1379.

C. Viklund, F. Svec, J.M.J. Fréchet, K. Irgum, Chem. Mater., 8 (1996) 744,

82



[20]
[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]
[27]
[28]
[29]
[30]
[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

S. Hjertén, J.L. Liao, R. Zhang, J. Chromatogr., 473 (1989) 273.

T.B. Tennikova, F. Svec, B.G. Belenkii, J. Liquid Chromatogr., 13 (1990) 63.
H. Minakuchi, K. Nakanashi, N. Soga, N. Ishizuka, N. Tanaka, Anal. Chem.,
68 (1996) 3496.

M. Kubin, P. Spa¢ek, R. Chromedek, Collect. Czech. Chem. Commun., 32
(1967) 3881.

W.D. Ross, R.T. Jefferson, J. Chromatogr. Sci., 8 (1970) 386.

F.D. Hileman, R.E. Sievers, G.G. Hess, W.D. Ross, Anal. Chem., 45 (1973)
1126.

H. Zou, X. Huang, M. Ye, Q. Luo, J. Chromatogr., A 954 (2002) 5.

S.M. Fields, Anal. Chem., 68 (1996) 2709.

G. Iberer, R. Hahn, A. Jungbauer, LC-GC 17 (1999) 1001.

Ch. Fujimoto, Y. Fujise, E. Matsuzawa, Anal. Chem., 68 (1996) 2753.

E.C. Peters, M. Petro, F. Svec, J.M.J. Fréchet, Anal. Chem., 69 (1997) 3646.
R. Wu, L. Hu, F. Wang, M. Ye, H. Zou, J. Chromatogr. A, 1184 (2008) 369.
K. Cabrera, D. Lubda, H.-M. Eggenweiler, H. Minakuchi, K. Nakanishi,
J. High Resol. Chromatogr., 23 (2000) 93.

N. Tanaka, H. Kobayashi, K. Nakanishi, H. Minakuchi, N. Ishizuka, Anal.
Chem., 73 (2001) 420A.

Q. Tang, Y. Shen, N. Wu, M.L. Lee, J. Microcolumn Separations, 11 (1999)
415.

J. Randon, S. Huguet, A. Piram, G. Puy, C. Demesmay, J.-L. Rocca,
J. Chromatogr. A, 1109 (2006) 19.

J. Nawrocki, C. Dunlap, A. McCormick, P.W. Carr, J. Chromatogr. A, 1028

(2004) 1.

83



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]
[42]
[43]

[44]

[45]
[46]
[47]
[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

G. Guiochon, J. Chromatogr. A, 1168 (2007) 101.

F. Svec, E.C. Peters, D. Sykora, J.M.J. Fréchet, J. Chromatogr. A, 887 (2000)
3.

F. Svec, E.C. Peters, D. Sykora, C. Yu, J.M.J. Fréchet, J. High Resol.
Chromatogr., 23 (2000) 3.

F. Svec, T.B. Tennikova, Z. Deyl (editors), Monolithic materials —
preparation, properties and applications, Elsevier Science B.V., Amsterdam,
2003, ISBN: 0-444-50879-1, first edition.

http://www.merck.cz/ (29. 4. 2009)

http://www.phenomenex.com/home.aspx (29. 4. 2009)
http://www.dionex.com (29. 4. 2009)

A. Podgornik, M. Barut, J. Jan¢ar, A. Strancar, J. Chromatogr., A 848 (1999)
ol.

T.B. Tennikova, F. Svec, B.G. Belenkii, J. Lig. Chromatogr., 13 (1990) 63.
http://www.biaseparations.com/ (29. 4. 2009)

http://www.home.agilent.com/ (29. 4. 2009)

O. Nufiez, K. Nakanishi, N. Tanaka, J. Chromatogr. A, 1191 (2008) 231.

H. Minakuchi, K. Nakanishi, N. Soga, N. Ishizuka, N. Tanaka, Anal. Chem.,
68 (1996) 3498.

K. Nakanishi, H. Minakuchi, N. Soga, Journal of Sol-Gel Science and
Technology, 8 (1997) 547.

K. Nakanishi, H. Shikata, N. Ishizuka, N. Koheiya, N. Soga, J. High Resol.
Chromatogr., 23 (2000) 106.

I. Gusev, X. Huang, C. Horvath, J. Chromatogr. A, 855 (1999) 273.

F. Svec, J.M.J. Frechet, J. Chromatogr. A, 702 (1995) 89.

84



[54]

[55]
[56]
[57]
[58]
[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

A.S. Zalusky, R. Olayo-Valles, C.J. Taylor, M.A. Hillmyer, J. Am. Chem.
Soc., 123 (2001) 1519.

E.C. Peters, M. Petro. F. Svec, J.M.J. Fréchet, Anal. Chem., 70 (1998) 2288.
E.C. Peters, M. Petro. F. Svec, J.M.J. Fréchet, Anal. Chem., 70 (1998) 2296.
S. Xie, F. Svec, J.M.J. Fréchet, J. Chromatogr. A, 775 (1997) 65.

S. Caglio, P.G. Righetti, Electrophoresis, 14 (1993) 554.

X.D. Feng, X.Q. Guo, K.Y. Qiu, Makromol. Chem., 189 (1988) 77

M. Grasselli, E. Smolko, P Hargittai, A. Safrany, Nucl. Instr. Meth. Phys.
Res. B, 185 (2001) 254.

Ch. Ericson, J.-L. Liao, N. Nakazato, S. Hjertén, J. Chromatogr. A, 767
(1997) 33.

M. Petro. F. Svec, J.M.J. Fréchet, Anal. Chem., 69 (1997) 1331.

D. Sykora, F. Svec, J.M.J. Fréchet, J. Chromatogr. A, 852 (1999) 297.

M. Zhang, Y. Sun, J. Chromatogr. A, 912 (2001) 31.

Q. Luo, H. Zou, Q. Zhang, X. Xiao, Z. Guo, L. Kong, X. Mao, J. Chromatogr.
A, 926 (2001) 255.

E. Vlakh, A. Novikov, G. Vlasov, T. Tennikova, J. Pept. Sci., 10 (2004) 719.
P. Pruim, M. Ohman, Y. Huo, P.J. Schoenmakers, W.T. Kok, J. Chromatogr.
A, 1208 (2008) 109.

G.S. Chirica, V.T. Remcho, J. Chromatogr. A, 924 (2001) 223.

A. Podgornik, M. Barut, J. Jancar, A. Strancar, J. Chromatogr. A, 848 (1999)
51.

B. Preinerstorfer, W. Lindner, M. Lammerhofer, Electrophoresis, 26 (2005)
2005.

Y. Li, J. Zhang, R. Xiang, Y. Yang, C. Horvath, J. Sep. Sci., 27 (2004) 1467.

85



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

P. Coufal, M. Cihék, J. Suchankova, E. Tesafova, Z. Bosakova, K. Stulik,
J. Chromatgr., A 1049 (2002) 99.

R. Wu, H. Zou, M. Ye, Z. Lei, J. Ni, Electrophoresis, 22 (2001) 544.

T. Jiang, J. Jiskra, H.A. Claessens, C.A. Cramers, J. Chromatogr. A, 923
(2001) 215.

B. Buszewski, M. Szumski, S. Sus, LC-GC Eur., 15 (2002) 782.

O. Nuifiez, T. Ikegami, W. Kajiwara, K. Miyamoto, K. Hoire, N. Tanaka,
J. Chromatogr. A, 1156 (2007) 35.

T. Qi, A. Sonoda, Y. Makita, H. Kanoh, K. Ooi, T. Hirotsu, J. Appl. Polym.
Sci., 83 (2002) 2374.

D. Horak, J. Labsky, React. Funct. Polym., 32 (1997) 277.

K. Deguchi, M. Ishikawa, T. Yokokura, I. Ogata, S. Ito, T. Mimura,
Ch. Ostrander, Rapid Commun. In Mass Spectrom., 16 (2002) 2133.

L.R. Zieske, Biochromatography, 3 (1988) 112.

Y.-F. Maa, S.-C. Lin, C. Horvath, U.-C. Yang, D.M. Crothers,
J. Chromatogr., 508 (1990) 61.

P.N. Nguyen, J.L. Bradely, P.M. McGuire, J. Chromatogr., 236 (1982) 508.
H. Oberacher, A. Krajete, W. Parson, Ch. G. Huber, J. Chromatogr. A, 893
(2000) 3.

M. Gilar, K.J. Fountain, Y. Budman, U.D. Neue, K.R. Yardley,
P.D. Rainville, R.J. Russell 11, J.C. Gebler, J. Chromatogr. A, 958 (2002) 167.
K. Suzuki, T. Doi, T. Imanishi, T. Kodama, T. Tanaka, Eur. J. Biochem., 260
(1999) 855.

R.l. Hogfrede, M.V. Vaghefi, M.A.Reynolds, K.M. Younf, L. J. Arnold Jr.,

Nucleic Acid Research, 21 (1993) 2031.

86



[87]

[88]
[89]

[90]

[91]

[92]
[93]

[94]

[95]

[96]
[97]
[98]
[99]
[100]
[101]
[102]
[103]
[104]

[105]

G.B. Belenkii, G.E. Kassalainen, D.G. Nasledov, J. Chromatogr. A, 879
(2000) 189.

C. Gelfi, M. Perego, P.G. Righetti, Electrophoresis, 17 (1996) 1470.

I.S. Krull, A. Sebag, R. Stevenson, J. Chromatogr. A, 887 (2000) 137.

M. Bunéek, V. Backovska, S. Holasova,H. Radilova, M. Safatova, F. Kunc,
Chromatographia, 62 (2005) 263.

C.P. Bisjak, R. Bakry, C.W. Huck, G.K. Bonn, Chromatographia, 62 (2005)
S31.

B. Mayr, G. Holzl, K. Eder, C.G. Buchmeister, Anal. Chem., 74 (2002) 6080.
A. Premsteller, H. Oberacher, Ch. G. Huber, Anal. Chem. 72 (2000) 4386.

M. Merhar, A. Podgornik, M. Barut, S. Jaksa, M. Zigon, A. Strancar, J. Liq.
Chromatogr., 24 (2001) 2429.

K. Kimata, K. lwaguchi, S. Onishi, K. Jinno, R. Eksteen, K. Hosoya,
M. Araki, N. Tanaka, J. Chromatogr. Sci., 27 (1989) 721.

H. Engelhardt, M. Jungheim, Chromatographia, 29 (1990) 59.

M.J. Walters, J. Assoc. Off. Anal. Chem. 70 (1978) 465.

S.V. Galushko, Chromatographia 36 (1993) 39.

D. Josic, A. Buchacher, A. Jungbauer, J. Chromatogr. B 752 (2001) 191.

J.-L. Liao, R. Zhang, S. Hjertén, J. Chromatogr., 586 (1991) 21.

A. Palm, M.V. Novotny, Anal. Chem., 69 (1997) 4499.

A.J. Alpert, J. Chromatogr., 499 (1990) 177.

B.-Y. Zhu, C.T. Mant, R.S. Hodges, J. Chromatogr., 548 (1991) 13.

A.A. Padmapriya, J. Tang, S. Argawal, Antisense Res. Dev., 4 (1994) 185.

F. Lesignoli, A. Germini, R. Corradini, G. Galaverna, A. Dossena,

R. Marchelli, J. Chromatogr. A, 922 (2001) 177.

87



[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

S.T Crooke, Antisense research and application, Berlin: Springer-Verlag,
1998.

M.P.  Henry, editor: W.S. Hancock: High-Performance Liquid
Chromatography in Biotechnology, New York: Willey, 1990.

M. Gilar, E.S.P. Bouvier, J. Chromatogr. A, 890 (2000) 167.
http://www.sequant.com (4.4.2009)

L. Percelay, P. Appriou, H. Handel et al, Anal. Chim. Acta, 209 (1988) 249.
M. Forsterova,l. Svobodova, P. Lubal, P. Taborsky, J. Kotek, P. Hermann,
I. Lukes, Dalton Transactions 5 (2007) 535.

A. Hamplova, Diplomova prace: Separace polykarboxylatovych derivati
cyklenu pomoci HPLC, 2007, Praha.

A. Hamplova, P. Coufal, Z. Bosadkova, F. Opekar, V. Kubi¢ek, Chem. Listy,

102 (2008) 194.

88



Seznam publikaci a prezentaci

Clanky:

P. Hold$vendova, P. Coufal, J. Suchankova, E. Tesafova, Z. Bosakova: Methacrylate
monolithic columns for capillary liquid chromatography polymerized using
ammonium peroxodisulfate as initiator, Journal of Separation Science 26 (2003),
1623-1628

P. Holdsvendova, J. Suchankova, M. Buncek, V. Backovska, P. Coufal:
Hydroxymethyl methacrylate-based monolithic columns designed for separation of
oligonucleotides in hydrophilic-interaction capillary liquid chromatography,
J. Biochem. Biophys. Methods 70 (2007) 23-29

Plakatova sdéleni:

P. Holdsvendova, J. Suchankova, Z. Bosadkova, E. Tesafovd, P. Coufal:
Methakrylatové monolity polymerizované peroxodisiranem amonnym pro kapilarni
kapalinovou chromatografii, Pokroky v modernich separacnich technikach,

Chiranal, Olomouc, srpen 2002

J. Grafnetter, P. HoldSvendova, P. Coufal, J. Suchankova: Zjednoduseni porogenni
smési pro piipravu methakrylatovych monolitickych kolon, X. konferencia-Sucasny

stav a perspektivy analytickej chemie v praxi, Bratislava, Slovensko, zaii 2002

J. Grafnetter, P. Holdsvendova, P. Coufal, J. Suchankova: Butyl methacrylate
monolithic columns for capillary liquid chrompatography, 5™ Balaton Symposium on

High Performance Separation Methods, Siofok, Mad’arsko, zaii 2003

89



P. Hold$vendova, M. Buncek, V. Backovska, J. Suchankova, P. Coufal: Monolithic
Columns for Separation of Oligonucleotides in Capillary Liquid Chromatography, 5"
Balaton Symposium on High Performance Separation Methods, Siofok, Mad’arsko,
zati 2003

J. Nejmanova, P. Hold$vendova, Z. Bosakova, P. Coufal, J. Suchankova,
I. Némcova: Utilizing of micellar electrokinetic chromatogramy for separation and
quantification of newly synthetized hydrophobic drugs, XllI. konferencia-Siucasny

stav a perspektivy analytickej chemie v praxi, Bratislava, Slovensko, zafi 2004

90



Zivotopis

Jméno: Petra HoldSvendova

Datum narozeni: 27. Cerven, 1978

Adresa: Sokolovské 1644, 250 88 Celékovice
Ceska republika

Email: Polarka_2000@email.cz

Vzdélani:

2001 - 2009

postgradualni studium na Katedfe analytické chemie, PfF UK v Praze
e disertacni prace na téma ,,Vyuziti monolitickych kolon v kapilarni
kapalinové chromatografii‘
e pulro¢ni staz v komercni laboratofi, firma Generi-Biotech s.r.o.,

Hradec Kralové

1996 - 2001
magisterské studium na Katedfe analytické chemie, PfF UK v Praze
e Vvroce 2001 obhijena Diplomova prace ,,Stanoveni flavonoidi

obsazenych v historickych textiliich metodou HPLC*
Praxe:
2006 - soucasnost

HPLC analytik na R&D oddéleni, Quinta-Analytica, s.r.0.

2004 - 2006
HPLC analytik na oddéleni QC analyz, Quinta-Analytica, s.r.0.

Jazykové znalosti:

Anglic¢tina (TOEFL)

91



Priloha

publikace:

P. Holdsvendova, P. Coufal, J. Suchankova, E. Tesarova, Z. Bosakova: Methacrylate
monolithic columns for capillary liquid chromatography polymerized using
ammonium peroxodisulfate as initiator, Journal of Separation Science 26 (2003),
1623-1628; IF = 2,108, citovano 29krat k 15.5.2009

P. Hold$vendova, J. Suchankova, M. Buncek, V. Backovska, P. Coufal: Monolithic
Hydroxymethyl methacrylate-based monolithic columns designed for separation of
oligonucleotides in hydrophilic-interaction capillary liquid chromatography,
J. Biochem. Biophys. Methods 70 (2007) 23-29; IF = 1,338, citovano 1lkrat
k 15.5.2009

92



