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Uvod
Separace biologicky vyznamnych polymertu se v dnesni dobé tési stale vétsi pozornosti a umoznuji zasadni prulomy v mnoha oborech, zejména v oblasti klinické biochemie. Oligonukleotidy nej¢astéji najdeme ve formé
kratkych sekvenci, primerQ ¢i sond, a jsou nenahraditelnymi slozkami pro fadu molekularnich metod (PCR, DNA sekvenovani apod.). Pfiprava dokonale presnych a Cistych oligonukleotidi byva casto zcela zasadni pro
uspésnost téchto metod, proto velmi zalezi na ucinnosti izolace cilové sekvence od neuplnych produktu syntézy Ci dalSich nechténych primési. Soucasné postupy zahrnuji mimo jiné i preparativni chromatografii, avsak
nezridka kdy mivaji standardné pouzivané postupy nedostatecné rozliseni. Koncept recyklacni chromatografie, kdy jsou analyty po vystupu z kolony navraceny zpét pro opakovany prichod kolonou, a tim je zlepSeno jejich
rozliseni, je znam od 60 let. V posledni dobé byl vSak predstaven zcela novy koncept, tzv. systému Repetto, kdy jsou segmenty separované smési sekvencné vraceny zpét na kolonu bez nutnosti pruchodu pumpou snizujici
ucinnost separace a s moznosti detekce mezi cykly, kdy na detektor nepusobi vysoky zpétny tlak (jako napf. pfi alternativni metodé tzv. prehazovani mezi dvéma kolonami). Hlavnim cilem predlozené prace byla optimalizace
podminek pro separaci smési oligonukleotidu liSicich se délkou sekvence ¢i obsahem vysoko-tajicich G a C bazi a nasledné prokazani vyrazného zlepseni rozliseni jejich separace pomoci vyse zminéného pristupu recyklacni

chromatografie.

HPLC systém pro optimalizaci metody a po zapojeni Repetto Recyklaéni chromatografie - Repetto

Z duvodu komercniho vyuziti metod pro separaci a purifikaci oligonukleotidi a nedostupného ,know-how* se Recyklaéni modul Repetto byl v neddvné dobé vyvinut A
faze optimalizace metody pro isokraticky mod stala velkou vyzvou. Pro vyuziti modulu Repetto bylo zasadni jako novy pfistup recyklaéni chromatografie. Na rozdil ) capiléra 1

zapojeni robustniho systému poskytujiciho malo rozmyté piky o stalych retencnich casech. Na obrazku Obr 1 je od vdech ostatnich pfistupl je v tomto zapojeni __g,\ﬂ\,i_, odpad
schéma systému HPLC po zapojeni modulu Repetto. Zasadni inovaci bylo zapojeni prepinaciho ventilu pro treti detektor umistén v bezpecné &asti systému a neni pumpa " kapilira 2

zasobnik mobilni faze v ramci vysokotlakého gradientu, umoznujici oplach kolony Cistym acetonitrilem, aby vystavovan vysokému tlaku. Recyklace probihd
nedochazelo k jejimu zanaseni, a také vyuziti prostorné skriné termostatu plynového chromatografu pro relativné rychlym pFepindnim ventill (1 pfepnuti za 2

zapoieni Repetto. které nam umoznilo teplotni kontrolu nad celou casti svstému, kde se pohyboval vzorek. vtefiny), které tvofi uzavienou smycku.

Tad Nejprve je vzorek vpustén na kolonu a poté putuje na

J — detektor. Jakmile se spusti recyklace, je vzorek po velmi

malych segmentech vracen na zacatek separacni 7N
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kolony. 7
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Na obrazku Obr 2 je schéma zapojeni tohoto modulu v pumpa f\,f
obou polohach prepinacich ventil (A a B). —

Obr 2: Schematické zapojeni recyklacniho
modulu Repetto. (A) Pozice 1. (B) Pozice 2.
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Obr 1: Schéma systému po zapojeni recyklaéniho modulu Repetto. (1) Zasobniky mobilni faze. (2) Degasser. (3) Prepinaci ventil pro selekci Recyklace SméSi Ol i gon u kleotid |:|

zasobniku mobilni faze. (4), (5) Cerpadla mobilni fafe. (6) Smésovac mobilni faze. (7) Chlazeny autosampler. (8) Plynovy chromatograf. (9) Nejlep§|'ch stIe dka recyklace smasi oligonukleo tid@ bylo dosa¥eno na koloné od spoleénosti
Kolona. (10) Repetto. (11) UV Detektor. (12) Datastanice. o 5 _ A _

Waters s oznacenim Xterra C18 o rozmeérech 50 x 4,6 mm s velikosti castic 2,5 um. Na Obr 7 je

znazornén chromatogram recyklace smési oligonukleotidi o délce 54, 55 a 56—mer se

. . zastoupenim GC v retézci asi 40%. Recyklace prokazala moznost snadno odstranit necistoty

Optimalizace metody eluujici pfed piky analyt( a tyto nedistoty jiZz nejsou po recyklaci na chromatogramu pfitomny. Po

recyklaci doslo ke zlepseni separace pika (2) a (3). Navysujici se zakladni linie je dusledkem

| systémovy pik Laboratorni teplota zanaseni kolony aminovymi zbytky z iontove parového cCinidla, protoze nebylo mozné délat

: e N VA A oplachy 100% ACN
>

Uvodni pokusy s délenim oligonukleotid(i se od poé&atku
potykaly s variabilitou v elucnich ¢asech a rozmytim piku.
Kromeé standardnich optimalizaci podminek jako jsou

0 Mlym po ulozeni (+4 °C)
prutok, teplota separace a zastoupeni organické slozky v o
. , , . . , v ev. v v v s , < 15 min rychlé chlazeni (-20 °C)
mobilni fazi bylo experimentalné zjisténo, ze lze nezadouci o :

jevy pikG zmirnit zchlazenim vzorku pred nastfikem na . Stabilni chlazeni (+4 °C)
kolonu. Domnivame se, Ze by tento efekt mohl byt
zpusoben adsorpci oligonukleotidd na kovovy povrch frit v ) i 0

koloné. Chromatogramy popisujici tento experiment jsou Obr 3: Efekt chlazeni vzorku
znazorneny na Obr 3.
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DalSim dullezitym bodem optimalizace bylo sestrojeni Van
Deemterovych krivek, které potvrdily, ze pfiCinu rozmyvani
piki musime hledat v mezimolekulové interakci neboli
,mass-transfer” a také ze zvysena teplota této interakci /
napomahd. Z tohoto poznatku vychdzela nutnost -
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termostatovat cely systém HPLC vCetné modulu Repetto. | | | necistoty Retencni &as, min

Linearni cast Van Deemterovy krivky je znazornéna na Ryehlost pritokizml/min 3 Obr 7: Chromatogram smési dlouhych oligonukleotidi (~40 % GC) po recyklaci na koloné Waters XTerra C18.
Obr 4. 060°C @55°C 40°C Experimentdlini podminky: kolona Waters XTerra C18, 50x4,6 mm, 100 A, 2,5 um, mobilni faze A (5% ACN v 0,1
mol/dm3 TEAA, pH 7), B (15% ACN v 0,1 mol/dm3 TEAA, pH7), C (100% ACN), A:B (50:50, v/v, 10 % ACN), 0,4
ml/min, oplach C 3 min (1 ml/min), ekvilibrace kolony 5 min (2 ml/min), teplota separace 60 °C,
nastrik vzorku 20 ul, UV detekce pri 260 nm.

Obr 4: Van Deemterova krivka
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Efekt recyklacni chromatografie na rozliseni piku a ucinnost separace
Hlavnim ucelem vyuziti recyklacni chromatografie je zlepseni rozliseni separace. To znamena moznost
rozdélit analyty, které bez recyklace (i pres optimalizaci metody) zustaly nerozdélené a také zvysit ucinnost
separace. Na Obr 5 a 6 jsou zndzornény grafy zavislosti parametri separace (rozliseni a poctu pater kolony na
metr) na poctu cykli pfi recyklaci. Pro ovéreni funkcnosti recyklace byla zmérena smés acenaftenu a
antracenu, které maji velmi blizké elucni Casy, ale separace probiha pomoci reverzni HPLC bez iontovée
parového modu. Poté byly pribéhy vyse zminénych zavislosti porovnany s hodnotami z iontové parového
systému separace oligonukleotidu. V obou systémech bylo patrné zlepseni rozliseni pikl i u¢innosti separaci.
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Vyuziti recyklaéniho pristupu umoznilo vyznamné zlepSeni separace oligonukleotidu. Efekt je
obzvlast patrny pro analyzu dlouhych oligonukleotidd, kde separace standardnimi metodami v
podstaté neni mozna — viz Obr. 6 prvni segment, kde piky 2 a 3 nejsou rozdélené. Tento vysledek je
tak nejvyznamnejsim dosazenym v tomto projektu. Na jeho zakladé lze predpokladat i brzke
zavedeni do priumyslové praxe.
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