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Tenkovrstva nebo téZ planarni chromatografie (TLC) se neustéle rozviji, i kdyz pomalej$im tempem nez jeji mocné;jsi
pfibuzni — kapalinové a plynovéa chromatografie. Pfedstavuje totiz neustale velice jednoduchou alternativu k témto meto-
dam bez naroku na slozitou pfistrojovou zakladnu. To ovSem neznamena, ze TLC nelze spojit se sofistikovanymi detekénimi
metodami jako je MS, ¢i provadét ji v nékolika dimenzich. K tomu, aby TLC byla pouzitelna v Sir§im méfitku, je neustale
zdokonalovan jeji separacni potencial. Proto jsou vyvijeny vrstvy s novym chemickym slozenim a inovativni postupy
vedouci k vrstvam umoziujicim dosud nepopsané aplikace. Tento referat se vénuje pouziti monolitickych vrstev
z poréznich organickych polymerd vyvinutych ke spojeni s hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci bez
Ucasti nizkomolekularni matrice ¢i pfipravé vrstev s netradi¢nimi formaty pro separace ve dvou dimenzich. Pozornost je
také cilena na dosud neobvyklé piistupy, v nichz je TLC realizovana v mikrofluidnim prostiedi.
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1. Uvod
Pfedchozi pojednédni, uvedené v tomto Casopise

a tykajici se pocatkd monolitické tenkovrstvé chromato-
grafie (thin layer chromatography, TLC) v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii (mass spectrometry, MS), na-
znacilo, ze monolitické vrstvy vnesly na pocatku tohoto
stoleti do této oblasti novou kvalitu'. Bylo ukazano, Ze
typické vrstvy o tloust’ce 100-250 pm nejsou pfili§ vhodné
pro kombinaci TLC s MS detekei. Prvni vlastovkou
k napravé byly komer¢ni ultratenké 10 um silné monolitic-
ké vrstvy z porézniho oxidu kiemicitého — siliky* . Ty se
vSak pfili§ neujaly a jejich vyroba byla zahy ukoncena.
Alternativnim  produktem  byly  vrstvy  vytvofené
z nanovladken pfipravenych elektrostatickym zvlakiiova-
nim®* ', Jinym pfistupem, jenz se objevil ve stejné dobé,
byly tenké vrstvy vytvorené z poréznich monolitickych
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polymert ziskané in situ polymerizaci v jednoduché formée
sestavajici ze dvou sklenénych desticek oddélenych od
sebe teflonovymi pasky, které definovaly tloustku vrst-
vy'>. Poté byla demonstrovéana fada separaci jak malych,
tak i velkych molekul s pomoci téchto vrstev, ukazanych
v predchozim referatu’, i jinde'®. Pouziti MS detekce pak
umoznilo charakterizaci molarni hmotnosti latek v separo-
vanych skvrnach. Piestoze se pfiprava tenkych monolitic-
kych vrstev pivodné jevila jako banalni zalezitost, bylo
nutné vyiesit nékteré neocekavané problémy a teprve poté
byly ziskany tenké vrstvy vhodné pro pozadované separa-
ce. Tato prace popisuje pokrocilé porézni polymerni tenké
vrstvy a jejich pouziti v sofistikovanych aplikacich, jakoz
i nové pristupy k témto vrstvam.

2. Pfima MALDI detekce z monolitické vrstvy

Jak bylo uvedeno v minulém ¢lanku, pro detekci
s pouzitim hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci
a ionizaci za ucasti matrice (matrix-assisted laser desorpti-
on/ionization, MALDI) byly jako prvni pouzity nizké
monolitické terée z poly(butyl-methakrylatu-co-ethylen-
dimethakrylatu). Hydrofobni porézni povrch téchto mono-
lith umoznil pfenos dostateného mnozstvi energie na
zkoumané latky tak, aby se vyvolala desorpce a ionizace
pred MS (cit."7).

Desorpéni/ionizaéni schopnost samotnych monolitic-
kych materidli zavisi na nékolika faktorech. Dulezitou
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proménnou je napiiklad pouzity vykon laseru. Horni panel
na obr. 1 zobrazuje hmotnostni spektrum ziskané ozafenim
monolitu na bazi methakrylath pfi vykonu laseru o néco
vy$$im, nez se obvykle pouziva pro ionizaci s tradicnimi
matricemi. Jakykoliv jesté vy$si vykon laseru ov§em vedl
k degradaci samotného monolitu a byly pozorovany piky
typické pro produkty rozkladu methakrylatového polyme-
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Obr. 1. Hmotnostni spektra laserové desorpce/ionizace prazd-
ného mista porézniho poly(butyl-methakrylat-co-ethylendi-
methakrylatového) monolitu (horni panel), 2,5-dihydroxy-
benzoové kyseliny aplikované pifimo na MALDI podlozku
(prostfedni panel) a spektrum kofeinu desorbovaného/
ionizovaného z povrchu porézniho monolitu na bazi butyl-
methakrylatu ziskané bezprostiedné po aplikaci vzorku
a spektrum téhoZ monolitu zaznamenané po tiech tydnech'’
(dolni panel). Hodnoty m/z jsou stejné pro oba horni obrazky
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ru. Pro srovnani je na prostifednim panelu ukazano nizko-
energetické hmotnostni spektrum 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny (DHB), ktera je béznou MALDI matrici, ziskané
pfi typickém vykonu laseru za pouZiti standardni podlozky
znerezové oceli. Tato matrice vytvaii velké mnoZstvi
pikd, zejména v oblasti odpovidajici hodnotdm m/z niz§im
nez 600. U matrice DHB pocet i intenzita nezadoucich
pikt prevySovaly hodnoty pozorované u relativné bezpfti-
znakovych spekter naméfenych z monolitické matrice.
Kupodivu, i pfes tento zndmy problém, se DHB matrice
stale bézn¢ pouziva pro detekci malych molekul. Neni
tteba dodévat, Ze méfitka os intenzit piki na obou pane-
lech se 1i8i o dva fady, coz znamena, Ze pfi b€zném pouziti
monolitické porézni polymerni matrice nelze pozorovat
74dné vyznamné interference'’.

Pii desorpci a ionizaci hraje roli také velikost port
monolitické vrstvy. Nastésti, dalsi vyhodou téchto vrstev
je snadna kontrola poréznich vlastnosti prostfednictvim
zmény sloZeni polymerizacni smési, kterd umoziuje snad-
nou optimalizaci velikosti porti pro pozadovanou aplikaci.
Byl také pozorovan vliv rozpoustédla pouzitého pro pii-
pravu vzorku, pravdépodobné kvili rozdilim ve smaceni
povrchu monolitu.

Na rozdil od mnoha nizkomolekularnich MALDI
matric nepfedstavuje vystaveni porézniho polymerniho
monolitu piisobeni vzduchu problém, protoZze neobsahuje
na povrchu zadné funkéni prvky citlivé na kyslik, které by
zpusobily ztratu jeho ioniza¢ni G¢innosti. Dolni ¢ast obr. 1
porovnava hmotnostni spektrum kofeinu zaznamenané
bezprostiedné po naneseni vzorku na monolitickou vrstvu
s hmotnostnim spektrem ziskanym pfi pouZiti téhoZ vzor-
ku na monolitu, poté co byl ponechan bez ochrany ve
standardni chemické laboratofi po dobu tii tydnd. Spektra
jsou prakticky identicka. To dokazuje, ze jak monoliticka
matrice, tak vzorek obsazeny ve vrstvé se ani po dlouhé
dobé nezménily. Neni proto tfeba uplatiiovat Zadna zvlast-
ni opatieni, aby se zabranilo kontaktu s okolnim prostie-
dim. Toto zjisténi rovnéz naznacuje, Ze monolitické vrstvy
lze pouzit pro skladovéani a archivaci pfinejmensim neté-
kavych vzorki.

Jedna z dalSich vyhod monolitd spociva v jejich neut-
ralnim chemickém sloZeni. Je dobie znamo, Ze mnoho béz-
nych nizkomolekularnich matric pouzivanych v MALDI ma
kysely charakter. To ztéZuje pouziti této ionizacni metody
pro analyzu latek nestabilnich v kyselém prostiedi, proto-
ze se mohou rozkladat jiz pfed desorpci a ionizaci. Napii-
klad komplexni, na kyseliny citlivy, N,N-bis-
trifluoroacetyl-di-(2-aminoethoxy)-[4-(1,4,7,10-tetraoxa-
undecyl)fenyl] methan s molekulovou hmotnosti 564 nepo-
skytl po aplikaci zadné bézné nizkomolekularni matrice
pouzitelné MALDI spektrum pfi pouziti MS s detektorem
doby letu. Naproti tomu ionizace z monolitické vrstvy
vedla k dobrému spektru, které zahrnovalo piky pro mole-
kulovy ion, jakoZ i sodikové a draslikové adukty'’. Tento
vysledek jasné ukazal, ze monolitické vrstvy mohou
usnadnit ionizaci sloucenin, které by bylo velmi obtizné ¢i
nemozné analyzovat pomoci konvenénich technik
s typickou MALDI matrici.
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3. MALDI detekce z tenké vrstvy se
zabudovanou matrici

Jakkoliv samotné monolitické polymerni vrstvy
umoziuji ionizaci a desorpci analytii po jejich TLC sepa-
raci, toto pravidlo neplati obecné a nékteré latky nebylo
mozné v médu MALDI detegovat. Jednalo se pfedevsim
omolekuly s vyssi molarni hmotnosti, napf. peptidy
a bilkoviny. Jak bylo uvedeno diive, tento problém byl
uspésné vyfeSen rozprasenim nizkomolekularni matrice na
povrch vrstvy'. Nicméng, tento piistup vyzadoval pro uzi-
vatele o jeden krok navic v TLC analyzach. Pfimocarost
jednoduché piipravy tenkych vrstev prostou polymerizaci
ve form¢ ovSem poskytuje dal$i moznost, ktera do dnes-
nich dnd je$t¢ nebyla pouzita, a to modifika-
ci polymerizovatelnou matrici. Syntéza podobné matrice
miZze byt velmi jednoduché. Jak na ptfikladech ukazuje
obr. 2, aminoskupinu 1-aminoanthracenu lze esterifikovat
chloridem akrylové kyseliny a ziskat 1-anthrylakrylamid.
Alternativné je mozné hydroxylovou skupinu o-kyano-4-
-hydroxyskoticové kyseliny prevést obdobnou reakci
snadno na oa-kyano-4-methakryloylskoficovou kyselinu
(CMCA). Podobné je mozné modifikovat i dal§i matrice
napf. sinapovou nebo 2,5-dihydroxybenzoovou kyselinu.

Vlastni kopolymerizaci CMCA komonomeru s butyl-
methakrylatem a ethylen-dimethakryl-atem 1ze uskutecnit
jak s pouzitim termalni iniciace, tak i po iniciaci UV svét-
lem. Vzhledem k aromatické povaze CMCA a jeji absorp-
ci UV zéfeni je vsak prvni metoda upfednostnéna, i kdyz
samotnd polymerizace trva déle.

Obr. 3 ukazuje relativné rychlé, 7 min trvajici, déleni
smési fluorescentné znacenych peptid ve vrstvé obsahuji-
ci 30 hm.% CMCA a jejich detekci pomoci MALDI MS.
Tak vysoky obsah je nutny, aby této slouceniny byl dosta-
tek na povrchu vrstvy, kde se odbyva pozadovana desorp-
ce aionizace. Je ziejmé, ze tak velké mnozstvi dalSiho
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Obr. 2. Reakéni schémata syntéz 1-anthrylakrylamidu
a a-kyano-4-methakryloyl-skoficové kyseliny
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Obr. 3. Separace peptidii na vrstvé pripravené kopolymeriza-
ci  butyl-methakrylatu, a-kyano-4-methakryloylskoficové
kyseliny a ethylendimethakrylatu s pouZitim smési acetonitri-
lu a 10 mM triethylammonium fosfatového pufru (60:40
0bj.%) jako mobilni faze. Skvrny: pas (a) oxytocin (OX), (b)
dipeptid lys-val, oxytocin, leu-enkephalin (LE), (c) dipeptid lys-
val, (d) viz (b), ale s dvojnasobnou koncentraci v aplikovaném
vzorku. V MALDI spektrech jsou obsazeny piky peptidd, jejich
fluorescencné znacenych derivatti a adukti (nepublikované vy-
sledky)

monomeru, v jinak tradi¢ni smési, méni jeji vlastnosti
analezeni optimalniho sloZeni porogennich rozpoustédel
vyzadovalo jistou pozornost. Vrstvu s pozadovanymi
vlastnostmi, napf. s vétsim mémym povrchem az 43 m*g ",
se podafilo vytvofit teprve pii pouziti smési dimethylfor-
mamidu a 1-dodekanolu. Velky obsah CMCA také méni
chemickeé vlastnosti povrchu diky pfitomnosti hydrofilnich
karboxylovych skupin, které nejsou zadouci v materialu
uréeném pro separaci v obracené fazi. A konetné, velky
obsah je téz plytvanim potencialné vzacnym monomerem.
K ptekonani vySe uvedenych kvantitativnich problémui
byly pouzity dva pristupy, které umoznily funkcionalizaci
pouze povrchu port, ,,click® reakce a roubovani.
Monovalentni soli médi katalyzovana azid-alkynova
cykloadice byla poprvé popsana jiz vroce 1967 (cit.'®).
Ackoliv nejprve piehlédnutd, stala se posléze vychodis-
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Obr. 4. Reakéni schémata pripravy vrstvy sthiolovymi skupinami reakcemi poly(glycidyl-methakrylat-co-ethylendi-

methakrylatového) monolitu

kem k soucasné ,.click chemii Siroce rozvinuté Barry
Sharplessem'’, ktery za jeji vyzkum ziskal v roce 2021
Nobelovu cenu. Jim prokazana uzitecnost této reakce pod-
pofila zajem o dalsi reakce, které rovnéz vykazuji rysy
puvodniho ,,click” procesu. K nim patii i reakce thiol-
alken. Na rozdil od ¢etnych ptikladd pouziti azid-alkynové
cykloadice pfi pfiprave a funkcionalizaci separa¢nich mé-
dii pro chromatografii®’, bylo pouZiti ,,click* reakci zahr-
nujicich thioly vyrazné méné Casté a produkty byly povét-
inou pouzity v kapilarni elektrochromatografii’’ **. Na
priklad skupina Wolfganga Lindnera ve Vidni pfipravila
monolity s thiolovymi skupinami reakci poly(glycidyl-
methakrylat-co-ethylendimethakrylatového)  monolitu
s hydrogensulfidem sodnym. Reakce je znazornéna na
obr. 4a. Jak jsme vSak sami zjistili, obsah thiolovych sku-
pin v monolitu (pouhych 0,58 mmol g') byl nevalny>*.
Vétstho mnozstvi thiolovych skupin (1,05 mmol g') bylo
dosazeno pii pouziti cysteaminu jako ¢inidla**. P¥itomnost
dvou nukleofilnich skupin thiolové a primarni aminové
v cysteaminu vSak vedla k reakci obou z nich
s epoxidovym cyklem a snizil se obsah volnych thiola
(obr. 4b). Proto jsme nakonec zvolili reakci epoxidovych
skupin s cystaminem, tedy dimeru spojujiciho dvé mole-
kuly cysteaminu prostfednictvim disulfidového mustku,
zobrazenou na obr. 4c, ktera poskytla az 2,84 mmol g
thiolovych skupin®. Na rozdil od piedeslych dvou jed-
nostupiiovych reakci, je tento vysledek dosazen dvéma
reakcemi, reakei s cystaminem nasledovanou rozstépenim
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disulfidového mistku prostfednictvim tris(2-karboxy-
ethyl)fosfinu®®. Nebylo Zadnym piekvapenim, Ze vrstva
obsahujici pouze thiolové skupiny neumoznila ionizaci
zadnych latek, jak dokazuje obr. Sa.

Le¢ zpét k piipravé TLC vrstev obsahujicich zabudo-
vanou MALDI matrici. Jelikoz CMCA obsahuje vinylové
skupiny, je vcelku snadné navazat tuto matrici na thioly
obsahujici monolit prostiednictvim thiol-alken ,,click®
reakce. Vrstva byla proto napusténa methanolickym rozto-
kem monomeru a fotoinicidtoru 2,2-dimethoxy-2-fenyl-
acetofenonu a ,,click® reakce probéhla pii pokojové teplo-
té a pusobeni UV zafeni o vinové délce 360 nm po dobu
30 min. Ackoliv reakci 1ze kontrolovat casem a koncentra-
cemi monomeru a iniciatoru, mnozstvi navazanych mole-
kul CMCA nemuze piekrocit pocet thiolovych skupin
v monolitu. Jejich funkce je vSak patrna z tripeptidu val-
tyr-val ve spektru generovaném z této vrstvy (obr. 5b).
Jakkoliv tento postup vedl k pozadovanému cili, svoji
slozitosti se diky nékolika reakénim stupnim ukazuje jako
méné efektivni. Krom¢ toho, takto modifikovana vrstva
nespliiovala ani pozadavek dostate¢né hydrofobicity tolik
potiebné pro separace v obracené fazi.

Vychodiskem se ukazalo prosté fotoroubovani poly
(butyl-methakrylat-co-ethylendimethakrylatové) vrstvy.
Tento postup byl pfed lety vyvinut Thomasem Rohrem
jako prosttedek pro kontrolu chemie povrchu pora
v monolitickych strukturach?’. Je vskutku jednoduchy.
Pory vrstvy se naplni roztokem CMCA a benzofenonu
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Obr. 5. MALDI spektra tripeptidu val-tyr-val ziskana z vrstvy s pouhymi thiolovymi skupinami (a), z vrstvy pfipravené thiol-
alken ,,click* reakci (b) a z vrstvy pripravené UV iniciovanym roubovanim polymerizovatelné matrice v pfitomnosti benzofenonu

(¢) (nepublikované vysledky)

v dimethylformamidu a vrstva se ozafuje UV svétlem. Jiz
po 15 min bylo pokryti pérd tvofené kovalentné navazany-
mi fetézei polyCMCA dostate¢né, aby umoznilo desorpci
a ionizaci peptidd, jak doklada obr. Sc.

Za zminku stoji, Ze v obou pfedchozich ptistupech je
vyznamné potlacen rozpad samotné matrice. To samo
0 sob¢ je povzbuzujicim faktorem. I kdyby se pouziti mo-
nolitickych vrstev se zabudovanou matrici neshledalo
vhodnym pro tucely TLC separace, i samotné vrstvy mo-
hou nalézt pouziti pfi MALDI analyze malych molekul,
nebot’ fragmenty této polymerni matrice interferuji daleko
mén¢ s piky malych molekul ¢i kratkych peptida.

4. Vrstvy pro separace ve dvou dimenzich (2-D)

Diky svému planarnimu charakteru je TLC snadno
pouzitelna pro dvourozmérné separace, coz vyrazn¢ zvy-
Suje kapacitu zon. Nejjednodussi dvourozmérné provedeni
zahrnuje naneseni vzorku v blizkosti jednoho rohu vrstvy,
vyvolani separace v jednom sméru pomoci prvni mobilni
faze, vysuseni vrstvy a vyvolani druhou mobilni fazi po
otoceni o 90°. Poole popsal n€kolik technik pro vytvofeni
ortogonality v 2-D TLC (cit.?®). Snadny pfistup pouziva
dvé rizna rozpoustédla s komplementarni selektivitou.
Nalezeni systému dvou skuteéné ortogonalnich rozpousteé-
del vSak miZe byt naro¢ny tkol.

Dulezita je také detekce nutna pro vizualizaci vysled-
ka separace v 2-D TLC. Zatimco ,,klasické* metody de-
tekce, jako je stinovani vrstvy nebo UV znaceni latek,
poskytuji informace tykajici se polohy skvrny a retardac-
niho faktoru Ry, MS pfidava separaci dalsi rozmér tim, ze
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identifikuje izotopickou hmotnost separovanych sloucenin
a poskytuje fadu informaci o jejich struktuie. Zadouciho
zvySeni citlivosti bylo dosaZeno zavedenim desorpéniho
elektrosprejového  ionizacniho  rozhrani  (desorption
electrospray ionization, DESI)®, které bylo také pouzito
pro piimou detekci sloucenin z komerc¢nich TLC vrstev
vyrobenych z &astic*®".

Pii ptiprave vrstev pro 2-D TLC je tieba zvazit néko-
lik faktorti. Mezi n€ patii hydrofobnost, porézni vlastnosti,
separaéni schopnost a mechanicka pevnost optimalizované
tak, aby odpovidaly pozadavkim zamyslené aplikace.
Napfiklad hydrofobicita, ktera je vyzadovana pro separaci
peptidd v rezimu obracené faze, byla definovana vybérem
chemie poly(butyl-methakrylat-co-ethylendimethakrylatové)
monolitické vrstvy a nastavenim jejich poréznich vlastnos-
ti kontrolou podilu porogennich rozpoustédel v polymeri-
zaéni smési*”.

Pro vyvoj formatu 2-D TLC vrstvy, umoziiujici sepa-
raci pomoci dvou riznych mechanismi, byla s vyhodou
vyuzita superhydrofobicita tenké vrstvy reprezentovana
kontaktnim tthlem pro vodu vy$im nez 150° (cit.*>**). Pi
jedné hrané takovéto superhydrofobni polymerni tenké
vrstvy na sklenéné podlozce byl vytvofen virtudlni hydro-
filni kandlek s iontové vyménnymi skupinami. Separace
v prvnim rozméru pak probihala v mechanismu iontové
vymény v hydrofilnim kanalku, zatimco hydrofobni zby-
tek desky byl poté pouzit ve druhém rozméru pro separaci
v obréacené fazi.

Pro vytvofeni iontoménicového kanalu bylo pouzito
fotoiniciované roubovani. Za timto Gcelem byly pory celé
superhydrofobni vrstvy vyplnény smési 2-akrylamido-2-
-methyl-1-propansulfonové kyseliny, 2-hydroxyethyl-
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methakrylatu a benzofenonu rozpusténého ve smé-
si 2-methylpropanolu a vody. Poté byla UV zéafenim, pies
jednoduchou laboratorné vyrobenou masku, iniciovana
polymerizace, aby se v celé tloust'ce vrstvy vytvofil troj-
rozmérny kanalek o $ifce 0,6 mm. Jak demonstruje obr. 6,
byla v ném pak vodna faze zadrzovana povrchovym napé-
tim na rozhranich se superhydrofobni ¢asti, které ji branilo
proniknout do ptilehlych oblasti monolitické vrstvy.
Ptipravené 2-D vrstvy byly nasledné pouzity pro se-
paraci fluorescenéné znacenych peptidi leucin enkefalinu,
bradykininu, angiotenzinu II a val-tyr-val. Vodny roztok
smési peptidi opatienych UV znackou byl nanesen v bliz-
kosti za¢atku roubovaného hydrofilniho kanalku. Separace
v prvni dimenzi pak byla docilena s pouzitim mobilni faze

Hydrofobni
monolit

Hydrofilni
kanalek

Hydrofobni
monolit

e e e

Bradykinin Angiotensin I

y rozmer

Leucine
enkephalin

Druh

Val-Tyr-Val

Prvni rozmeér

Obr. 6. Opticky mikroskopicky snimek iezu superhydrofobni
monolitickou vrstvou se zabudovanym hydrofilnim kanilkem
s iontovyménnymi skupinami naplnénym vodnim roztokem
cerveného barviva (horni ¢ast) a separace fluorescaminem
UV znadenych peptidi ve dvoudimenzionalnim provedeni
kombinujicim iontové vyménnou separaci v prvni dimenzi
a separaci s obracenou fazi ve druhé (dolni tast)?
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nasavané kapilarni silou z pfiloZzeného filtraéniho papiru
nasyceného roztokem acetonitrilu ve vodném roztoku
octanu amonného, ktery mél pH 7. Pro separaci ve druhém
rozméru ortogonalné k té v prvnim rozméru byla pak pou-
zita mobilni faze obsahujici 0,1 % trifluoroctové kyseliny
(TFA) ve vodném acetonitrilu. Po dokonceni dvourozmér-
né separace byla desticka vysuSena na vzduchu
a rozdelené peptidy byly detegovany v UV svétle. Zajima-
vé bylo, ze val-tyr-val se oddélil ve dvou skvrnach. MS
analyza tohoto komeréniho tripeptidu ukazala, Ze obsahuje
molekuly s oéekdavanou molekulovou hmotnosti 380
a dimer s hmotnosti 760, ¢imZz se vysvétlil puvod dvou
skvrn.

Pro MS detekci stejnych le¢ neoznacenych peptidi
bylo pouzito jednosmémé DESI skenovani v pruzich po-
psané v literatufe jiz dive®. Sklenéna destitka s porézni
vrstvou byla umisténa na x/y pohyblivém stolku. Prvni
pruh byl skenovan pohybem stolku ve sméru rovnobéz-
ném s osou X, coz predstavuje smér 1-D, t.j. od nizkého
k vys§imu Ry. Na konci skenu prvniho pruhu byla vrstva
posunuta zpét na zacatek osy x a rovnéz o trochu ve sméru
osy y a byl skenovan dalsi pruh. Osa y predstavuje smér
separace ve 2-D. Tento postup se opakoval, dokud nebyla
naskenovana cela vrstva. Hmotnostni spektra odpovidajici
jednotlivym peptidim jsou vyrazné Cist§i, coz potvrzuje
zlepSeni rozliSeni po separaci ve druhém rozméru. Také
vzdalenost detegovanych peptidii od startu se zménila
a byla odlisna od potadi pozorovaného v prvni dimenzi.
Obrazek demonstrujici tuto separaci byl prezentovan
v jedné z predeslych praci v tomto asopise™*.

Zatimco vySe bylo roubovani pouzito k vytvofeni
virtudlniho kanéalku, Iva Urbanova tuto techniku pouzila
ipro pfipravu vrstev s gradientem hydrofobicity rovnéz
ur&enych pro 2-D separace®”. Vychozi monoliticka porézni
vrstva nanesena na sklenéné podlozce byla pfipravena
z glycidyl-methakrylatu a ethylendimethakryldtu a poté
hydrolyzovana pomoci zfedéné kyseliny sirové za vzniku
tenké  vrstvy  poly(glycerol-methakrylat-co-ethylendi-
methakrylatu). Ackoli tato reakce zvysila hydrofilitu vrst-
vy, ta nebyla dostate¢na k tomu, aby zcela zabranila ad-
sorpci nékterych hydrofobnéjsich latek. Proto byl povrch
poéri nejprve roubovanim pokryt poly(ethylenglykol)-
methakrylatem, ¢imz vznikl povrch, ktery vykazoval kon-
taktni uhel pro vodu blizky 0°, coz znamena, ze celd vrst-
va se stala superhydrofilni. Tato hydrofilizovana monoli-
tickd vrstva byla pak pokryta roztokem benzofenonu ve
smési lauryl-methakryldtu a ethanolu a zakryta tenkou
kifemennou deskou. Na horni povrch této desky byla pfilo-
zena maska nepriithledna pro UV svétlo. Vytvofeni diago-
nalniho gradientu bylo velmi jednoduché. Maska byla
posouvana konstantni rychlosti diagonalné pfes formu
v pribéhu 5 min. Pfitomnost gradientu byla potvrzena
méfenim kontaktniho uhlu vody v riiznych mistech po-
vrchu. Levy dolni roh byl nejhydrofilngjsi ¢asti s kontakt-
nim uhlem 0°, zatimco nejhydrofobnéjsi ¢ast v pravém
hornim rohu vykazovala kontaktni uhel 135° (obr. 7a).
Profil gradientu byl také vizualizovan v UV svétle po
oznaceni vrstvy roztokem 1-anilinonaftalen-8-sulfonové
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Obr. 7. Schematické ztvarnéni gradientu hydrofobnosti na monolitické TLC vrstvé rostouci ve sméru Sipky spolu s navrZenymi
sméry separaci v prvnim (1-D) a druhém rozméru (2-D) (a), vizualizace gradientu hydrofobnosti pouZitim fluorescen¢niho znace-
ni 1-anilinonaftalen-8-sulfonovou kyselinou (b). Svétla oblast v levém dolnim rohu piedstavuje nejvice hydrofilni ¢ast a tmava
vpravo nahore nejhydrofobnéjsi ¢ast. Separace leucin enkefalinu, gly-tyr, val-tyr-val a oxytocinu na monolitickych vrstvach: poly
(glycidyl-methakrylat-co-ethylendimethakrylat) (c), tyZ monolit ale s hydrolyzovanymi epoxidovymi skupinami (d), vrstva celo-
plosné homogenné fotoroubovana poly(ethylenglykol)-methakrylitem (e) a predchozi vrstva s hydrofilizovanym povrchem foto-
roubovana diagonilnim gradientem poly(lauryl-methakrylatu) (d). Separace za pouziti mobilni faze obsahujici 0,1 % trifluoroctové
kyseliny v 30% acetonitrilu ve vod& v prvnim rozméru a 0,1 % trifluoroctové kyseliny v 50% vodném methanolu ve druhém rozméru**

kyseliny (obr. 7b). Pozitivni Gfinek TLC s gradientem
poly(lauryl-methakrylatu) ve srovnani s vrstvami v pied-
chozich reakénich stupnich byl dokumentovan separacemi
peptidi gly-tyr, val-tyr-val, leucin enkefalinu a oxytocinu
(obr. 7d—f). Prvni dva peptidy nebyly v prvni dimenzi
rozdéleny vibec pii pouziti roztoku TFA ve vodném ace-
tonitrilu. Po otoceni desticky o 90° a jejim vyvolani ve
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druhé dimenzi roztokem TFA ve vodném methanolu vSak
byly od sebe jasné oddéleny, pfi¢emz val-tyr-val mél vétsi
hodnotu Ry.

Proveditelnost MS detekce byla poté demonstrovana
s leucin enkefalinem a oxytocinem, jak ukazuje obr. 8.
Tyto dva neznacené vétsi peptidy byly smichany v ekviva-
lentnich mnozstvich a jejich separace provedena za pod-
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Obr. 8. MALDI-MS spektra ziskana ze skvrn leucin enkefalinu a oxytocinu ziskané po ionizaci s pouzitim hydroxyskoficové kyse-
liny jako matrice z vrstvy, na niZ byly rozdéleny v prvni (levé panely) a druhé dimenzi (pravé panely)*

minek aplikovanych se znacenymi peptidy v pfedchozim
experimentu. Po dokonceni separace v obou rozmeérech
byl monolit postfikan roztokem matrice, vysusen a skvrny
detegovany pomoci MALDI MS.

Dtivodem lepsi separace na diagonalné roubované
vrstvé byly nasledujici skutecnosti. Na desce roubované
Llinearnim®“ zptisobem prichazeji peptidy do kontaktu se
stejnou hydrofobnosti v prvnim i druhém rozméru. Proto
jsou vSechny skvrny sefazeny podél diagonaly (viz obr. 3).
Naproti tomu vrstva roubovana diagonalné poskytuje bé-
hem separace gradient hydrofobicity v obou rozmeérech
aumoziuje jemné vyladéni separace. Oxytocin se tak
oddélil do dvou dalSich skvrn. MS analyza komer¢niho
nonapeptidu ukazala, ze obsahuje molekuly s ocekavanou
molekulovou hmotnosti, jakoZ i molekuly jeho dimeru,
¢imz se opét objasnil ptivod dvou skvrn. Za zminku stoji,
ze separace ve druhém rozméru byla dokoncena za méné
nez 3 min. Pomér signal/Sum byl dobry jiz po separaci
v prvni dimenzi, pfi¢emz v separovanych skvrnach nebyl
pozorovan zadny signal druhého peptidu. Nicméné, spek-
tra obou peptidil ziskana po dvourozmérné separaci byla
Cistsi, protoze hlavni skvrna byla oddé€lena od nedistot
obvykle obsazenych v uméle vyrobenych peptidech.
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Zheng a spol. pouzili pro ptipravu vrstev pro 2-D
TLC odlisny pfistup. Namisto polymer-analogickych reak-
ci vedoucich k chemicky modifikovanym vrstvam uvede-
nym vyse, které se jim zdaly pfili§ slozité, zvolili dvé od-
délené polymerizace v jedné formé™. Nejprve pfipravili
200 pm silnou porézni monolitickou poly(glycidyl-
methakrylat-co-ethylendimethakrylatovou) vrstvu postu-
pem jako v pfedeslém ptipadé. Po rozebrani sklenéné for-
my byla ¢ast monolitu zhruba do poloviny odskrabana tak,
aby jeho ¢elo mélo 15° sklon vuéi delsi strané sklicka.
Poté formu znovu sestavili, naplnili polymerizacni smési
obsahujici hydrofobni butyl-methakrylat a ethylendi-
methakrylat a fotopolymerizovali ji pfes masku, kterd
brénila tvorbé polymeru v pfedchozi vrstvé. Koneéna faze
ptipravy vrstvy spocivala v hydrolyze epoxidovych skupin
glycidyl-methakrylatovych jednotek na hydrofilni diolové
skupiny. Na rozdil od autord se mi tento vicestupiiovy

manualni zruénost a velmi pfesné postupy zarucujici, ze se
pfi druhé polymerizaci nezaplni pory vrstvy prvni a také
mezi vrstvami nevznikne mezera, coz by ovlivnilo opako-
vatelnost procesu.
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Obr. 9. 2-D TLC separace polarniho 4-aminoazobenzenu
(pAB) a methyl ¢ervené (MR), jakoZ i hydrofobni malachito-
vé zelené (MG) a rhodaminu R6G (R6G) s pouzitim monoli-
tické vrstvy sloZené z tandemu dvou typi polymerd, poly
(butyl-methakrylat-co-ethylendimethakrylatu) a poly(glyce-
rol-methakrylit-co-ethylendimethakrylitu) (upraveno z cit.*).
Mobilni fazi v prvni hydrofobni dimenzi byl ethyl-acetat/ethanol/
voda (4:5:9), ve druhé 10 mM NaCl v methanolu. Chromatogra-
ficky zaznam byl vytvofen z denzitogramu potizené¢ho TLC ske-
nerem

Vhodnost této vrstvy pro 2-D separace byla demon-
strovana rozdélenim smési Ctyf malych molekul barviv
vyznamn¢ se liSicich polaritou. Aplikace smési byla pro-
vedena na hydrofobni vrstvu, v niz byly nepolarni moleku-
ly v mobilni fazi sestavajici z ethylacetatu, ethanolu
avody sice v mechanismu obracené fize rozd€leny, ale
jejich pohyb ve vrstvé byl diky retenci omezeny. Naproti
tomu nezadrzené hydrofilni molekuly se béhem 3 min
posunuly jako jedna skvrna do horni ¢asti vrstvy. Po vysu-
Seni byly tyto slozky smési rozdéleny ve druhé dimenzi
vmédu HILIC s pouzitim roztoku NaCl ve vod-
ném methanolu. Obr. 9 ukazuje kone¢ny vysledek.

5. Nové trendy v monolitické TLC

Predchazejici texty se soustfedily na popis TLC vrs-
tev, které, a¢ nové, byly formatem podobné jejich klasic-
kym pfedchidctim. Tedy relativné velka plocha porézniho
materialu, z niZ je pro ucely separace pouZita jenom mensi
¢ast, nebot’ jednotlivé drahy jsou od sebe oddéleny oblast-
mi nepouzitymi. Jakkoliv se tento pfistup osveédcuje jiz po
dobu témér 100 let, nelze se divit, Ze se, pravda jesté ziid-
ka, objevuji nové, odlisné formaty a vyrobni postupy. Me-
zi né napf. patii miniaturizace a pouziti nevsednich pro-
sttedki k piipravé TLC vrstev®.
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5.1. Monolitické mikropasy

Znamym problémem ,.klasické” TLC je potieba apli-
kovat relativné velké mnozstvi vzorku nutné k at’ jiz optic-
ké, ¢i hmotoveé spektrometrické detekci skvrn. Rovnéz
lateralni difuze pfestavuje obtiZ. Zavedeni ultratenkovrst-
vé chromatografie UTLC (cit.®)  blize popsané
v piedchozim referdtu' sice snizilo vzorkovou naroénost
typické TLC, nicméné€ ani tato metoda neumoznovala
analyzu extrémn¢ miniaturnich vzorkd, jako je napf. obsah
jedné bunky, ktera ma objem zhruba 1 pl. Bylo proto nut-
né vyvinout novou platformu. Tohoto ukolu se neddvno
ujala Nancy Allbritton se svou skupinou pracujici na uni-
verzité v Seattlu®® a vyrobili mikrocip pro pikolitrovou
tenkovrstvou chromatografii (pTLC), ktery se skladal ze
soustavy mikrokanalkli vyleptanych béznou metodou ve
sklenéné podlozce a zaplnénych poréznim monolitickym
pasem oxidu kiemicitého (siliky) navrZzenym tak, aby
mohl fungovat s nepatrnymi objemy vzorkd. Vyhodou
mikrokanalkového uspofadani je i omezeni nezadouci
lateralni difuze.

Jak ukazuje obr. 10, samotné kanalky mély Sitku 60
az 80 pum a hloubku 13 pum fadové srovnatelnou s velikosti

200 pm —

()

Silica

Glass

Obr. 10. Mikroskopické snimky ¢ipu pro pTLC pfFi pohledu
shora pii malém (a) a velkém (b) zvétSeni, bo¢ni pohled (c),
SEM snimek porézni struktury silikového monolitu (d), foto-
grafie U-937 bunék obsahujicich lipidy znacené cervené 3,3-di-
oktadecyloxa-karbokyaninem a zelené 1,1'-dioktadecyl-
-3,3,3',3'-tetramethylindodikarbokyaninem (e) a ¢asovy pri-
béh jejich separace pri pouziti 1-pentanolu jako mobilni faze
(f) (upraveno z cit.*®)
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jednotlivych bunék. Pfed ptipravou monolitického sepa-
ratniho média byl cely <¢ip uzavien poly
(dimethylsiloxanovym) (PDMS) krytem. Silikové monoli-
ty v kandlcich byly pfipraveny béznou sol-gel technologii
z prekurzorové smési sestavajici  z tetramethyl-ortho-
silikatu, poly(ethylenglykolu), mocoviny a vodného rozto-
ku octové kyseliny, ktery byl vakuové nasat do kanalkd.
Po vzniku a zrani gelu byl PDMS kryt odstranén a monoli-
ty kalcinovany pii vysoké teploté na hotovou pTLC fazi.

Vzhledem k malym objemim vzorkil, se kterymi
bylo manipulovano, bylo jejich davkovani provadéno ko-
mer¢nim piezoelektrickym tiskovym vstfikovacem s pri-
mérem trysky pouhych nékolik desitek mikrometrti. Cip
byl umistén na desce obracené¢ho mikroskopu, aby bylo
mozné odspoda pozorovat déleni fluorescencéné znacenych
latek ukazané na obr. 10f. Na pocatek monolitické faze
byly naneseny velmi malé objemy desitek pikolitri rozto-
ki modelovych sloucenin, ty byly poté separovany a dete-
govany fluorescenci pomoci standardnich mikroskopic-
kych metod v atomolarnim mnoZzstvi. Separacni charakte-
ristiky a migrace analytu zavisely na velikosti makropord,
ktera byla nastavitelnd zménou obsahu porogenu poly
(ethylenglykolu) pouzitého ve smési béhem sol-gel proce-
su®’. Monolit s mensimi péry o velikosti 0,3 pm umoziio-
val rychlejsi a 0¢inngjSi separace ve srovnani se svym
prot&jskem s 2 um velkymi pory.

Obr. 10 také ukazuje buiiky, v nichz byly lipidy ozna-
¢eny dvéma riznymi barvivy. Heterogenita zabarveni byla
zpusobena rozdilnou rychlosti difuze barviv do jednotli-
vych bungk, kde reagovaly. Na kazdy monoliticky mikro-
pas byla vstiiknuta jedna bunka obsahujici lipidy obou
barev. Znacené lipidy z nich pak byly extrahovany a sepa-
rovany v 1-pentanolu v modu normalni faze. Migrace Cer-
ven¢ znacenych lipidi byla rychlejsi diky vyssi polarité
znaCky. Po pouhych 6 minutach separace bylo dosaZeno
perfektniho rozliSeni pti migraéni vzdalenosti méné nez
10 mm s pozoruhodnou ucinnosti 13 000 teoretickych
pater/m.

Uvedené vysledky ukazaly potencial pTLC pro apli-
kace v mnoha oblastech, kde jsou k dispozici pouze nepa-
trné vzorky a potieba vysoce U€inné paralelni analyzy. Ve
srovnani s jinymi analytickymi technikami pouzivanymi
pro jednotlivé buriky, jako jsou kapilarni a mikrofluidni
elektroforéza, je prednosti pTLC techniky jeji jednoducha
obsluha a snadnost paralelizace, coz ji ¢ini vhodnou pro
analyzu velkého poctu jednotlivych bunék na stejném
¢ipu. Jednoduchym odparenim rozpoustédla se separace
ukon¢i a jednotlivé skvrny se mohou kdykoliv detegovat.
Autofi zduraznili i moznost pouziti jejich metody
v oblastech, jako je diagnostika nemoci, analyza heteroge-
nity bun€k, monitorovani reakci v kapkach a detekce mini-
aturnich vzorkdl ze Zzivotniho prostfedi, potravin, jakoz
i vzorku forenznich a farmaceutickych.

5.2. T¥idimenzionalni mikrotisk

Ttidimenzionalni (3-D) tisk, neboli aditivni vyroba,
se pozvolna prosazuje i v separac¢nich metodach, jak doka-
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zuji zajimavé prace, jejichz pocatek se datuje do roku
kovanych referatech* ™. Neni proto divu, e 3-D tisk
pronikl i do oblasti TLC. Brett Paull se svou skupinou
v Tasménii prokazal, Ze 3-D tisk nabizi moznost pfimé
piipravy plandrniho substratu v relativné kratkém case
a pii nizkych nakladech, ktery byl vhodny pro separace

Pohyb 3D tisku paralelné s osou x

Trysky tiskarny

64 mm

(b) T - =
e = = tho 6G (+)
- ——ElLG).
L Rho B |
i 5 mm —

(€) Rnosc +)

@
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A.

1| /% RhoB

Flu (-)

Relativniintenzitapixeld

Vzdalenost, mm

Obr. 11. Navrh 3D ti§téného TLC ¢ipu se ¢tyFmi 64 mm dlou-
hymi poréznimi separa¢nimi vrstvami a misty uréenymi pro
aplikaci vzorkid. Vrstvy byly vytvoreny Fizenim tloust’ky
desticek (a). Fotografie zobrazujici ¢ip se separovanymi flu-
orescen¢nimi barvivy rhodamin 6G (Rho 6G), rhodamin B
(Rho B) a fluorescein (Flu) (b). Chromatogram vygenerovany
ze snimku v piechozi &asti (¢) (upraveno z cit.**). Separa¢ni
podminky: vzorek 0,5 pl, mobilni faze 0,2 M NaOH
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bez nutnosti dalSich uprav. Proces 1ze snadno prizpisobit
k vyrobé vrstev riiznych tlousték, délek i sifek® .

Pro tisk pouzili komer¢ni smés Veroclear, kterd podle
vyrobce Materialise obsahuje fadu patentovanych slozek,
jako jsou akrylovy monomer, akrylovy oligomer, fotoini-
ciator, ester akrylové kyseliny a dal$i. Aby ziskali lepsi
prehled o slozeni této smési, analyzovali ji pomoci plyno-
vé chromatografie, jakoz i infracervené a Ramanovy spek-
troskopie. Jednotlivé komponenty charakterizovali jako
fotoinicidtor Irgacure 184, monomery isobornyl-akrylat
a 4-akryloylmorfolin, sitovadla glycerolpropoxylat-tri-
akrylat a tricyklodekan-dimethanoldiakrylat, a cyklicky
keton cyklohexanon. Samotny polymer vznikly UV inicio-
vanou fotopolymerizaci byl mirn¢ hydrofilni s kontaktnim
uhlem pro vodu 62,1°.

Jak ukazuje obr. 11, tisk byl provadén nanasenim
polymerizac¢ni smési linedrné uspofadanymi tryskami ve
vrstvi¢kach tenkych pouhych 16 pm, které byly priibézné
fotopolymerizovany. Celkové tloustka hotové transparent-
ni polymerni sestavy byla pak 200 um. Mezi vrstvickami
zustavaly mezery tvofici separacni kanaly. Vedlej$im, le¢
zadoucim produktem tisku, byla tvorba mustkd vytvareji-
cich propojenou sit’ napii¢ v meziprostorech mezi jednotli-
vymi tisténymi vrstvickami, ktera vedla ke vzniku pritoc-
nych port, ne nepodobnych poréznim monolitickym staci-
onarnim fazim. Ty pak poskytly vétsi povrch s potencia-
lem pro interakci separovanych latek.

K diikkazu aplikovatelnosti vytis§téného zafizeni autofi
pouzili nejprve separaci tfi fluorescencnich barviv rho-
daminu 6G, rhodaminu B a fluoresceinu liSicich se
v alkalické mobilni f4azi nabojem od pozitivniho pfes neu-
ralni az k negativnimu (obr. 11). Zatimco prvni z téchto
latek zistala pfi vyvolavani v misté aplikace smésného
vzorku, druha vykazala R¢ 0,07 a treti 0,59. Separace vét-
Sich molekul pak byla demonstrovana rozdélenim flu-
orescencné znacenych bilkovin lysozymu a myoglobinu
v 10 mM NaOH k némuz doslo na zéakladé jejich pl (6,8
a 11,35). Prvni z nich se za téchto podminek sotva pohnu-
la od startu s R¢ 0,03, zatimco myoglobin byl zadrzen
mnohem méné, coz se projevilo na Ry 0,71. Za povSimnuti
stoji reprodukovatelnost separaci v jednotlivych drahach
charakterizovana relativni standardni odchylkou (RSD)
pro pouzité proteiny s hodnotami 15 a 9,1 %.

Je jasné, ze zbyva jesté dostatek prostoru pro dalsi
zlepSeni. Nicméné, jiz prvni vysledky dosazené v tomto
vyzkumu jsou pozitivnim pfislibem na neddvno vzniklém
poli 3D tisku separacnich médii.

6. Zavéry

Predeslé tadky shrnuly pfipravu a pouziti monolitic-
kych vrstev v pokro€ilych planarnich separa¢nich techno-
logiich. Jakkoliv TLC ziistdva do zna¢né miry na okraji
zajmu o analytické separacni metody, jeji, byt i pomaly,
vyvoj pokracuje i nadale. Nelze totiz piehlédnout, Ze sepa-
raci v TLC se ¢asto docili pfi aplikaci velice jednoduchych
a snadno dostupnych prostiedki, aniz by bylo vyzadovano
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pouziti nakladnych sofistikovanych pfistroji. Monolitické
vrstvy pro TLC s neobvyklymi vlastnostmi zahrnujicimi
napi. vrstvy s vlastnostmi umoziujicimi piimou desorpci
a ionizaci ¢i se zabudovanou MALDI matrici pfedstavuji
novou kvalitu. Podobné, specificky chemicky upravené
vrstvy pfipravované s vyuZzitim metod polymerni chemie
zjednodusSuji separace ve dvou dimenzich. V posledni
dobé se vSak objevily zcela nové pfistupy k separa¢nim
vrstvam, a to jak jejich formovanim v mikrofluidnich ¢i-
pech nebo vyrobou s pouzitim 3-D tisku. I kdyz tento refe-
rat popsal fadu zajimavych pfistupil a aplikaci monolitic-
kych vrstev, dalsi, jako je plandrni elektrochromatogra-
fie*>* ¢&i vrstvy modifikované nanocasticemi’’, se do ngj
nevesly a bude o nich muset byt pojednano jinde.

Tento referat vznikl za podpory projektu STARSS
(Reg. No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/ 0000465) co-
financovaného ERDF.
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F. Svec (Department of Analytical Chemistry, Faculty
of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové, Czech
Republic): Neglected Applications of Monolithic Struc-
tures: Advanced Thin Layer Chromatography-Mass
Spectrometry Approaches

Thin-layer or planar chromatography (TLC) contin-
ues to evolve, albeit at a slower pace than its more power-
ful counterparts, liquid and gas chromatography. This is
easy to understand as TLC has always been a very simple
alternative to these methods without the need for complex
instrumentation. This does not mean, however, that TLC
cannot be combined with sophisticated detection methods
such as mass spectrometry or performed in multiple di-
mensions. To make TLC more widely applicable, its sepa-
ration potential is constantly being improved. Therefore,
layers with new chemical compositions and innovative
processes are being developed leading to layers that ena-
ble applications not yet described. This review describes
the use of monolithic layers formed from porous organic
polymers developed for use in mass spectrometry with
laser desorption and ionization without the participation of
a low molecular weight matrix or for the preparation of
layers with unconventional formats for separations in two
dimensions. Attention is also given to so far unusual ap-
proaches where TLC is realized in microfluidic environ-
ments.

Keywords: thin layer chromatography, planar chromatog-
raphy, monolithic layers, separation, mass spectrometry
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