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Vysokoucéinna kapalinova chromatografie - vstup pro syntézu

oligonukleotidd, kontrola Cistoty

CIL ULOHY - ovétit si pfi feSeni praktického ukolu vlastnosti kapalinové chromatografie.

Podminky:
B zikladni znalosti teorie HPLC (pisemny test)
B znalost tlohy (pisemny test)
B |aboratorni plast, prezivky

B ob&d pouze jeden po druhém ;-)

Formulace feSeného analytického problému

Syntéza oligonukleotidu je dnes béznou soucasti praxe molekularni biologie. K tomuto slouzi
jednoucelova zafizeni, syntezatory, které z vychozich latek, zde nukleotidd, syntetizuji pozadované
fetézce.

Zakladnim pozadavkem pro kvalitni syntézu je Cisty vstup. Jakékoliv pfimési, schopné
reagovat podobné&, mohou zplisobit snizeni vytéZzku. Proto je dilezité mit moznost dopfedu zjistit
kvalitu vstupl. Vzhledem k chemické povaze nezadoucich pfimési, jedna se o izomery, je jedinou
moznosti separace pomoci HPLC:

vhodny vstup: obsah izomert < 3 %

nevhodny vstup: obsah izomer( > 3 %

Formulace ukolu

Pomoci HPLC stanoveni procentualniho obsahu pfimési (necistoty) ve vzorku guanosin 5'-
monofosfatu.

Vzorky

Standardy bazi nukleotidli: guanosin-5’-monofosfat (5-GMP),
guanosin-2’-monofosfat (2-GMP),
guanosin-3’-monofosfat (3-GMP).

Knihovna UV-VIS spekter purin, pyrimidinG, nukleosidd a nukleotid{.

Vzorek guanosin-5-monofosfatu

Mobilni faze: 25 mM fosfatovy pufr, pH 7.0



Pfistroje a zafizeni

HPLC systém 10 AVP fy SHIMADZU (odplyriova¢ GT-154, systémova fidici jednotka SCL-
10AVP, 2x pumpa LC-10AVP, picka CTO-10ASVP, PDA detektor SPD-M10AVP, Fidici software
Class-VP 5.02), kolona 2x100x4.6 mm, Onyx C18, monoliticka, velikost pord: 13 nm mezopéry, 2 um
makropory.

PRACOVNI POSTUP
Analyza vzorku 5-GMP

1. Chromatograficka analyza roztoku vzorku vstupu 5-GMP.

Analyzy standard
1. Chromatograficka analyza standardniho roztoku 5-GMP
2. Chromatograficka analyza standardniho roztoku 2-GMP

3. Chromatograficka analyza standardniho roztoku 3-GMP

Identifikace sloZek, kvantifikace a stanoveni rozsahu metylace

1. Identifikace jednotlivych slozek vzorku pomoci retenénich Casli standardd a pomoci
knihovny UV-Vis spekter.

2. Vybranou kvalifikaéni metodou stanovit procentualni obsah necistoty.

3. Na zakladé takto ziskanych udaji urcit vhodnost vstupu pro syntézu.

4. Komentar k vysledku pro FeSeni analytického problému.



