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Polymern{ lonex pro kapalinoveu chromatogra=
fil a zplisob jehe plipravy ’

Vyndlez popisuje vlastnostl, zpfisob pﬁpravy '
a zplsob pouliti nového polymeru ienexového |
typu, ktery je zalo¥en na kopolymeru ethylmeta-
kryldtu a ethylenglykeldimetakryldtu (vytébénéhe {

‘ jako Separon H nebo Spheren).
Polymerni anex se pHpravi jednoduchou reakef l
. & meziproduktu, ktery je pfedmé&tem samostatné |
- pHhldiky. Reakce probfhd s vysokou konversi
a bez mimofddnych ndrokd na chemikdlle a zat{ze-
- ni a poskytuje materidl s vhodnymi parametry pro f
. vysoke tlinnou kapalinovou chromatografil, é
Poullit{ je dokumentevine vysokou délfcf schop-
nosti smds{ phrozenych litek ze skupiny sloZek
- nukleovych kyselin a slibuje praktickou aplikaci
v oboru biochemie a klinickyeh analyz.

(54) Polymernf lonex pro kapalinovou chromatografil a spiisob joho pHpravy
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Vynilez se tyk4 polymerniho ionexu pro kapali-
novou chromatografii a zpiisobu jeho piipravy.

Polymerni materidly ionexového charakteru se
pouzivaji pro analytické a preparativni déleni
smési anorganickych a organickych sloucenin.
Zv14§tni v§znam maji v posledni dobé ionexy pro
tzv. vysokot¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC), ktera umoZiiuje ve spojeni s vhodnymi
citlivymi detektory rychlou a G&innou analysu
smé&si. PouZity polymerni materidl musi pro tento
el splifovat jedté daldi podminky, napf. homo-
genni zrnéni, malou stlaitelnost pfi vysokych
provoznich tlacich, malou objemovou zménu pfi
zmé&né iontové sily, polarity a pH eluentu a kone¢-
n& musi byt chemicky stabilni v extrémnich pod-
minkéch. Tyto parametry zédvisi jednak na vlast-
nostech zdkladni polymerni matrice, jednak na
vlastnostech a zplisobu vazby skupin na této
matrici vazanych. C

R

Vhodnym polymerem pro pi?pravu takovych '

ionexd je makroporesni glykol-metakryldtovy gel.
tj. kopolymer 2-hydroxyethylmethakrylatu a ethy-

CH2

CI‘IB-'-C--'-COOCH2 2 9

i

Podstatou ptipravy thoto ionexu je, Ze se 1-(4-
-chlormethylfenyloxy)-2-hydroxy-3-propylether
kopolymeru 2-hydroxyethylmetakryltu a ethy-

CH2

CH3——C—C00CH

s

neché reagovat s dimethylaminem bez rozpoustéd-
1a nebo v prostfedi dioxanu, methanolu, ethanolu,
chloroformu, dimethylformamidu nebo vody a pfi
teplotich 20°C aZ 100°C, nateZ se vysledny
produkt odfiltruje a promyje, pfipadné susi.
Vychozi polymerni slougenina vzorce II je snad-
no dostupnd ze Separonu H. postupné reakci
s fenylglycidyletherem a chlormethyletherem (&s.
autorské osvédéeni &. 209267) a obsahuje praktic-
ky viechny substituovatelné funk&ni skupiny ethe-
rifikované ligandem s chlormethylskupinou, ktera
je dostatedné stdld v nepfitomnosti silnych nukleo-
filnich &inidel, je viak dostate¢né reaktivni vici
‘amoniaku a aminéim. Proto probihd reakce latky
: obecného vzorce II s dimethylaminem za pomé&rné
mirnych podminek. Dimethylamin miZe byt pro
reakci pouZit v bé%né& dostupném koncentrovaném
vodném roztoku, pfipadné pfimo jako rozpoustéd-
* lo se snadnou moZnosti regenerace nebo miiZe byt

" lenglykoldimethakrylatu (Separon H mnebo- téZ -

Spheron) viz dile jen Separon H, jehoZ matrice
obsahuje chemicky stabilni jednotky typu 2-hydro-
xyethylestert karboxylovych kyselin (&s. autorské
osvédéeni 150 819).

Dosavadni price uvad&ly piipravu nékterych
ionext na bazi Separonu H (karboxymethyl sulfo-
nyl fosforyl dimethylaminoethylderivit) (O. Mi-
ke$, J. ZbroZek, J. Coupek: J. Chromatogr. 119,
339 (1976): O. Mike%, P. Strop, J. Coupek: J.
Chromatogr. 153, 23 (1978)). K dosaZeni dosta-
teénd vysokého stupné modifikace zédkladniho

~ polymeru bylo viak nutno reakci provadét opako-
vané a s pouZitim méné& snadno dostupnych nebo
ndkladnych &nidel. Tyto nevyhody odstrafiuje
pfedmétny vyndlez nového polymerniho ionexu,
ktery dosahuje maximdlni substituce polymerniho
materidlu a to v jedné reakci a za mimych
podminek. j

Podstatou vyndlezu je novy polymerni ionex pro
kapalinovou chromatografii, jehoZ strukturni jed-
notka mé obecny vzorec I

@

CH _.OCH CH(I:HZO-O-CHZN/CHB/Z
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" lenglykoldimethakrylatu, jehoZz strukturni jednot-
ka ma obecny vzorec 11
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‘kone¥né Fedén dal¥imi, vG&i né€mu inertnimi
rozpoustédly (methanol, ethanol, chloroform, dio-
xan, dimethylformamid a dal¥i). Reakce probihd
s vyhodou pfi mirn& zvy¥ené teploté, &mZ se
reakéni doba zkracuje. Vzhledem k tékavosti
dimethylaminu je také vhodné reakci provadét
v uzavfené nadobé, pfipadné v tlakové nddobé.
Po skongeni reakce se polymerni materiél pro-
myje k odstranéni rozpoustédel a soli zfedénou
kyselinou chlorovodikovou, vodoua vodu odnima-
jicimi rozpoustédly. Ziskany polymerni jonex na:
bézi Separonu H vzorce I je v.chloridovém cyklu.
Obsah dusiku, ktery uréuje pfitomnost dimethyla-
" minoskupiny, odpovid4 plné konversi chlormet-
hylskupin v ldtce vzorce II na dimethylaminomet-
~ hylskupiny. o
Charakter takto pfipraveného polymerniho io-
nexu vzorce I je uréen pfitomnosti kovalentng
(etherov&) vézangch skupin nesoucich tercidrni
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aminoskupinu typu benzyldimethylaminu:v latka
vzorce I je ‘stfedné basicky anex s hodnotou pK

v oblasti 7.7 (titradni k¥ivka je uvedena na obr.’1).

Proto miize byt s vihodou pouZit pro vzijemné
déleni latek ze’p’s,é.dit}"ch, neutrdlnich a stfedné
kyselych. Proto¥e tento materidl dile obsahuje

- aromatické skupiny fenyletherové, mohou byt pro ;

déleni vyuZity i neiontové interakce se sloZkami

délenych smé&si. Koneéné, vzhledem k markopo- |

- ~ -

resnimu charakteru nosi¢e mizZe byt vyuZitaikapa- .

cita ionexu vzorce I k déleni latek na zdklad€ jejich

molekulovych hmotnosti.
Pfi reakci latky vzorce II s dlmethylammem se

neméni vyznamné fyzikalni parametry pro pouZziti :

pti chromatografii a zvla§t€ HPCL (velikost Céstic,
relativni rychlost pritoku apod.) ve srovndni se
zékladnim (nesubstituovanym) Separonem H. Io-
nex je staly ve vodnych roztocich pufrd, ve zfedé-
nych anorganickych a organickych kyselinich
a v roztocich zdsad, déle v organickych rozpoustéd-
lech (napt. ethanol, methanol, aceton, 2-propanol,
dioxan, dimethylformamid, ether). Pfi zméné tla-
ku, iontové sily, pH roztoku nedochézi na kolonach

. s nositem wzorce 1 k podstatnym objemovym

zmé&nam. Jeho regeneraci Ize provadét 2N kyseli-

nou chlorovedikovou a 2N hydroxxdem sodnym

nebo draselnym.

Pouzitelnost polymerniho ionexu vzorce I pro-

déleni smési organickych latek je dokumentovina
analysami smési sloZzek nukleovych kyselin (hete-

. rocyklickych basi, ribonukleosidi, 2’-deoxyribo-
. nukleosidii a jejich nukleotidovych derivatit), ja-

koz i n&kterych jejich derivati (viz obr. 2). Tento
priklad analysy ma vyznam v oblasti chemie
a biochemie nukleovych kyselin, molekularni ge-
netiky a v klinické biochemii. Uvedené hodnoty
elucnicl ast (tabulka 1) a diagramy déleni nékte-
rych smési (obr. 2) dokazuji vysokou délici schop-
nost pfipraveného ionexu vzorce I, zvlisté pfi
pouziti boritového eluniho roztoku, v némz se
uplatiiuje jako dalsi faktor tvorba kyselych kom-

- plexti s latkami obsahujicimi cis-diolové seskupeni.

Tyto idaje dokumentuji vhodnost ionexu vzorce

- I pro uéely mikroanalysy smési z pfirozeného

materidlu i pro G&ely enzymové kinetiky.
V dal§im je pfedmét vynalezu osvétlen ‘na

T ptikladech provedent piipravy a pouZiti, aniZ se tim
t jakkoliv omezuje.

Piiklad 1

Smés 20 g latky obecného vzorce I1 (pnpravene
ze Separonu H-40) (10—15 p), 100 ml dioxanu
a 40 g bezvodého dimethylaminu se zahfiva v tla-
kové nadobé 6 hodin na 70 °C, pak se ponecha stit
pfes noc pii teploté mistnosti, vznikla suspense se
odsaje a produkt na filtru promyje postupné
(2 X 100 ml) dioxanem, smési vody a dioxanu
(1:3), vodou a ponecha stat 2 hodiny v 2N
kyseliné chlorovodikové. Pak se znovu odsaje,
promyje vodou do neutrdlni reakce filtratu a pone-
cha stat 1 hodinu s 2 N hydroxidem sodnym. Po
promyti vodou do neutralni reakce se postup s 2N
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kyselinou chlorovodikovou opakuje, nakonec se
promyje vodou do neutrdlni reakce, acetonem,
etherem a susi se nad kyslicnikem fosfore¢nym ve
vakuu. Ziské se 20 g latky I v chloridovém cyklu.
Obsah dimethylaminoskupin 1,9 mekv/g suché
hmotnosti.

Priklad 2

Smés 2 glatky obecného vzorce II (pfipravené ze
Separonu H-1000) (25—63 p) a 20 ml 2 M rozto-
ku dimethylaminu v methanolu se zpracuje stejné
jako je uvedeno v Pfikladu 1. Zisk4 se 2,0 g latky
vzorce I v chloridovém cyklu, obsah dimethylami-
noskupin 1,95 mekv/g suché hmotnosti.

Priklad 3

Smés 2 glatky obecného vzorce Il (pfipravena ze
Separonu H-1000) (25—63 u) a 20 ml bezvodého
dimethylaminu se ponecha stat v uzaviené nadobé
48 hod. pfi teploté€ mistnosti. Pak se dimethylamin
oddestiluje a zbytek se zpracuje stejné jako je
uvedeno v Pfikladu 1. Ziska se 2 g latky vzorce
I v chloridovém cyklu, obsah 1,87 mekv. dimethyl-
aminoskupin/g suché hmotnosti.

Priklad 4

Smés 2 glatky obecného vzorce II (pfipraveného
se Separonu H-40) (10—15 p);, 20 ml chloroformu
a 5 g dimethylaminu se zahfiva v tlakové nadobé
8 hodin na 50 °C a zpracuje stejné jako je uvedeno
v Prikladu 1. Ziska se 2 glatky vzorce I s obsahem
1,92 mekv. dimethylaminoskupin/g suché hmot-
nosti.

Déle je uveden priklad vyuZiti polymernich
ionext podle vynalezu pro dé€leni latek na koloné,
ktera je naplnéna latkou vzorce I. Kolona
0,8 X 10,5 cm byla plnéna suspensni metodou
z 15% suspense nosice pfipraveného podle Pfikla-
du 1 v 1 M pufru kyselina boritd-hydroxid sodny
pH 8,60 a eluce provedena timtéZ pufrem (koncen-
trace uvedena v tab. 1 a obr. 2) (pritok
124 ml/hod). Pracovni tlak 1 MPa (proporcionalni
programové mikrocerpadlo PPM 68005, Vyv.
dilny CSAV), teplota 20 °C + 0,1 °C, ndstiik 10 aZ
20 ul. Detekce byla provadéna na pfistroji UV 111
Monitor 1203 (LDC, USA) pfi 257 nm; citlivost
0,256 a 0,512 absorbacnich jednotek na rozsah
stupnice, s pouZitim zapisovate TZ 21 S (rychlost
posunu 12 cm/hod). Udaje eluénich &ast jsou

* uvedeny v tabulce 1, diagramy nékterych délenych

smési na obrazku 2.

Obrazek 2 (obr. 2) obsahuje Grafy ABCD, na
kterych je zndzornéno déleni smési latek na sloupci
polymermniho ionexu vzorce 1.

Graf A, eluent 0,0025 M pufr; Graf B, eluent
0,01 M pufr, v 8,5 min linedrni gradient 0,01 aZ
0,1 M pufr béhem 30 min. Graf C, eluent 0,001 M
pufr, v 10 min linearni gradient 0,01 az 0,05 M
pufr béhem 30 min, Graf D, eluent 0,15 M pufr.

DHPA znamenid 9-(2,3-dihydroxypropyl)ade-
nin. Ostatni zkratky uvedené v Grafech jsou
vysvétleny v tabulce 1.
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Tabulka ] »
Eluéni &asy nékterych slougenin. (Cas t v minutdch.)
Podminky viz pfiklad vyuZiti.

Koncentrace eliientu (x 107 M)

Litka

] 2,5 5 10 50 100 150 200
Cytosin (Cyt) 2,251 2,25 2,25
Uracil (Ura) 6,0 5,50 4,0
Thymin 5,25 4,0
Adenin (Ade) 11,50 | 10,50 | 10,50 | 9,5 7,25
Guanin (Gua) 8,0 70 6,0
Hypoxanthin (Hx) 17,50 | 13,50 [ 1,75 | 9,5 6,75 |
Xanthin (Xan) 23,75 ’ 15,0 9,50
Cytidin (Cyd) 5,50 4,50
Uridin (Urd) | 13,75 9,50 | 3,75
3-Methyluridin 10,0 ‘ )
Adenosin (Ado) : 8,0 9.0 8,50 7,25 4,00
Guanosin (Guo)
Xanthosin (Xao) 18,00
Inosin (Ino) 7,5
2’-Deoxycytidin 2,0
2’-Deoxyuridin 5,25
2’'-Deoxythymidin 4,5
2'-Deoxyadenosin 4,5
2'-Deoxyguanosin 8,0
1-(e-L-Lyxofuranosyl) uracil 4,25
1-(B-D-Lyxofuranosyl) uracil 3,50
.1-(B-D-Ribopyranosyl) uracil 3,25
1-(B-D-Xylofuranosyl) uracil 3,75
1-(B-D-Arabinofuranosyl) uracil 3,25
5-Brom-2'-deoxyuridin . 9,0
Cytidin-5'-fosfat (CMP) 15,50 | 7,50 | 6,50
Adenosin-5'-fosfét (AMP) 25,0 | 10,5 8,50
Guanosin-5'-fosfit (GMP) . 21,50 | 17,0
Uridin-5'-fosfdt (UMP) 33,0 | 16,25 | 13,50
Uridin-2',3’-cyklofosfat . . 7,0
Methylester uridin-3'-fosfatu . 5,5

PREDMET VYNALEZU

1. Polymerni ionex pro kapalinovou chromato-

grafii, jehoZ struktyrni jednotka mé vzorec I (L o L
.
CH3-— C( COOCHZCHZOCHZCHTHZO-OCHZN/CHQ/ 2
12 oH :

2. Zpilsob pfipravy polymernich ionexd podle hydroxyethylmetakryldtu a ethylenglykoldime-
bodu 1, vyznadeny tim, Ze se 1-(4-chlormethylfe- thakrylétu, jehoZ strukturni jednotka mé obecny
nyloxy)-2-hydroxy-3-propylether kopolymeru 2- vzorec 11

| \
an
- CH,
CH ;= c<coocuzcu2 ocuzclmcuzo cH,C1
"CH OH '

2
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nechd reagovat s dimethylaminem bez rozpoustéd- teplotich 20°C aZ 100 °C, naleZ se vysledny -
la nebo v prostfedi dioxanu, methanolu, ethanolu, produkt odfiltruje a promyje, pfipadné susi.

chloroformu, dimethylformamidu nebo vody a pfi

2 vykresy

&
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