7. Chromatografia odwroconej fazy (reversed phase chromatography — RPC)

W technice RPC, podobnie jak i w HIC, podstawa separacji makromolekut jest
oddziatywanie hydrofobowych obszarow makromolekut z ligandem, trwale umocowanym na
powierzchni no$nika. W praktyce jednak obie techniki zasadniczo si¢ r6znia. Ztoza dla RPC
posiadaja znacznie gesciej rozmieszczone hydrofobowe ligandy na powierzchni nosnika. Dla
poréwnania, w technice HIC stosuje si¢ ligandy o gestosci powierzchniowej rzedu 10 — 50
Mmoli na mililitr zelu, podczas gdy w technice RPC gesto$¢ powierzchniowa ligandow jest
rzedu wielu setek pmoli/ml. W technice RPC prawie wylacznie stosuje si¢ ligandy alkilowe
o dtugosci tancuchéw 4-18 atomow wegla (Cq — Cig). Zarowno duza gestos¢ powierzchniowa
ligandow, jak 1 ich dlugos$¢, jest przyczyna wielopunktowego wigzania makromolekut.
W zwiazku z tym wiazanie makromolekul z nieruchomymi ligandami jest bardzo silne. To
z kolei wymaga stosowania niepolarnych solwentéw do ich elucji, co w przypadku
biomolekut moze by¢ przyczyna nieodwracalnych zmian w ich aktywnosci biologiczne;.
Wzgledy te decyduja o ograniczonym zakresie stosowania techniki RPC do preparatywne;j
chromatografii enzyméw i receptorow biatkowych. W odniesieniu do niskoczasteczkowych
zwiazkow organicznych metoda ta ma bardzo szerokie zastosowania praktyczne, tak w skali

analitycznej, jak 1 w preparatywne;.

7.1. Podstawy teoretyczne chromatografii odwroconej fazy

Ztoza do techniki RPC wykonywane sa gtownie w odmianach przeznaczonych dla
chromatografii wysokocisnieniowej (HPLC). Kolumny wypetnione tymi zlozami moga
pracowac¢ zaréwno w technice izokratycznej, jak i w gradientowej. W technice izokratycznej
system pomp, lub pojedyncza pompa, dostarcza na kolumng solwent o skladzie nie
ulegajacym zmianie w czasie rozdzialu. Natomiast w technice gradientowej sktad solwentu
ulega zmianie w trakcie trwania rozdzialu, przy czym zmiana ta jest doktadnie kontrolowana.
W zaleznos$ci od zastosowanej techniki uzyskuje si¢ rézne wyniki separacji makromolekut.
Powodowane jest to nieco odmiennymi procesami zachodzacymi w obregbie kolumny
chromatograficznej w trakcie rozdziatu.

Proces rozdzialu biomolekul metoda gradientowa mozna podzieli¢ na dwa etapy.
W pierwszym etapie zachodzi sorpcja makromolekul na hydrofobowym ligandzie. Warunki
sorpcji  dobierane sa zawsze tak, aby zapewni¢ najlepsza ekspozycje hydrofobowych

obszarow na powierzchni separowanych makromolekut. W przypadku molekut biatkowych
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kolumna jest zwykle rownowazona zakwaszona woda. Nastepnie przemywa si¢ kolumneg
solwentem startowym celem usunigcia nieswoiscie zaadsorbowanych czasteczek. W drugim
etapie system pomp dostarcza eluent o narastajacym stezeniu niepolarnego rozpuszczalnika
organicznego (metanol, acetonitryl 1 inne). W wyniku tego faza ruchoma staje si¢ bardziej
atrakcyjnym $rodowiskiem dla zaadsorbowanych na unieruchomionym ligandzie czasteczek
1 dochodzi do zmiany preferowanej przez separowane czasteczki fazy — z fazy nieruchome;j
na fazg ruchoma. Proces ten nazwano odwracaniem fazy. Selektywnos$¢ eluowania czasteczek
z kolumny =zalezy bardzo silnie od szybko$ci narastania gradientu st¢zenia solwentu
niepolarnego. Im wolniejszy proces formowania gradientu, tym selektywno$¢ rozdziatu jest
lepsza. Niestety, wiaze si¢ to réwniez z wydluzeniem czasu trwania separacji. W celu
polepszenia selektywnosci, przy niezmienionym czasie trwania rozdziatu, stosuje si¢ metodg
z gradientem nieliniowym lub metode ze zrdznicowana szybkoscia zmian gradientu
w réznych odcinkach czasu. Zaleta metody gradientowej jest mozliwos¢ tatwego uzyskania
informacji o st¢zeniu niepolarnego solwentu niezbednym dla elucji z kolumny interesujace;j
nas czasteczki. Po wuzyskaniu tej informacji program chromatografii mozna tak
zmodyfikowa¢, aby w mozliwie krotkim czasie uzyskac st¢zenie nieco ponizej niezbednego
dla elucji, a nastgpnie bardzo wolno dochodzi¢ do warunkéw wymywania danej czasteczki
z kolumny.

Pewnym przyblizeniem takiego podejscia jest metoda izokratyczna. Znajac stgzenie
niepolarnego solwentu, konieczne do elucji interesujacej nas czasteczki, mozna prowadzic¢
rozdzial chromatograficzny stosujac solwent o ustalonym st¢zeniu tego rozpuszczalnika. Po
zréwnowazeniu kolumny chromatograficznej odpowiednio dobranym solwentem, nanosi si¢
na nia separowang probkg. W trakcie przeptywu przez kolumng dochodzi, na calej jej
dtugosci, do oddziatywan hydrofobowych tych molekut z hydrofobowymi tancuchami
liganda. Czasteczki hydrofilowe przeptyna przez kolumne bez oddziatywan. Hydrofobowe
molekuty oddziatuja z ligandem, przez co ich ruch begdzie spowalniany. Im silniej
hydrofobowe sa molekuly tym wolniej przemieszczaja si¢ wzdluz kolumny. Molekuty
charakteryzujace si¢ bardzo wysoka hydrofobowoscia zostana zwiazane przez ligand i1 nie
opuszcza kolumny w tak zdefiniowanych warunkach. W celu ich usunigcia, po zakonczeniu
rozdzialu, nalezy kolumng przemy¢ eluentem o wysokim stgzeniu niepolarnego solwentu. Po

tej operacji kolumng mozna uzy¢ ponownie.
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Zalety i wady chromatografii odwroconej fazy
Zalety:

- w technice gradientowej nie ma ograniczen natozonych na objeto$¢ nanoszonej na
kolumng probki ani na stopien rozcienczenia rozdzielanych substancji;
- mozliwos¢ pracy w technice izokratycznej, pozwalajacej znacznie skroci¢ czas
trwania rozdziatu;
- technika RPC pozwala odsala¢ i wielokrotnie zatezac probki;
- charakteryzuje si¢ wysoka selektywnoscia oraz rozdzielczoscia;
Wady:

- technika RPC wymaga stosowania kosztownych, organicznych solwentéw
0 najwyzszej czystosci,

- solwenty te moga denaturowac biomolekuty;

- wybor solwentow jest ograniczony;

7.2. Z}oza stosowane w chromatografii odwrdconej fazy

Ztoza przeznaczone do chromatografii RPC w technice HPLC charakteryzuja si¢ duza
wytrzymatos$cia mechaniczng i chemiczna. Wykonane sa w postaci zelu silikonowego o mate;j
srednicy ziaren oraz stosunkowo matej porowatos$ci. Powoduje to znaczne opory przeptywu
solwentoéw, co skutecznie eliminuje te ztoza z technik niskoci$nieniowych. Jest to powodem,
dla ktérego producenci proponuja gotowe kolumny wypelnione odpowiednimi ztozami. W
handlu mozna spotka¢ duza roéznorodno$¢ kolumn o zblizonych wlasciwosciach,
produkowanych przez roéznych producentow. Niniejsze opracowanie nie pozwala na
szczegbtowe omowienie kolumn poszczegdlnych producentow, ale umozliwia pokazanie, ze
zloza o réznych rozmiarach ziaren i porowato$ci, posiadajace ligandy o réznej dtugosci

hydrofobowych tancuchow, przeznaczone sa do réznych celow.

Tabela 7.1.

Poréwnanie zt6z stosowanych w technice RPC przeznaczonych do prac w systemach HPLC.
Dane zaczerpnigto z katalogoéw firmy Amersham Pharmacia Biotech (1999 r. 1 2000 r.)

Rozdziat Rozdziat matych Rozdziat peptydow i Rozdziat biatek
nukleotydow i molekut oligonukleotydow
aminokwasow organicznych
Dlugos'é liganda Clg Cg C4-Cg C4
Srednica ziarna no$nika 2-10 5-15 5-20 5-20
(Hm)
Rozmiar poréw (nm) 8-10 10-15 10-30 10-30
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Jednym z ostatnich osiagnie¢ technologicznych jest wprowadzenie zt6z typu SOURCE,
charakteryzujacych si¢ bardzo niska wartoScia ciSnienia zwrotnego. Zastosowanie
zmodyfikowanych ziaren, wykonanych z polistyrenu sieciowanego z dwuwinylobenzenem,
pozwolito uzyska¢ niezwykla stabilno$¢ 1 odporno$¢ mechaniczna ztoza przy znacznie
obnizonym oporze przeptywu. Rozwiazanie to pozwolito wprowadzi¢ ztoza dla techniki RPC
w zakresie niskich i §rednich ci$nien przy utrzymaniu pozadanych parametrow selektywnos$ci

i rozdzielczo$ci metody.

7.3. Przyklady zastosowan techniki RPC

Przyklad 7.1.

Frakcjonowanie standardéw peptydowych (1)

Wprowadzenie:

Enzymatyczne trawienie biatka prowadzi do powstania licznych fragmentéw rozpadu,
wsrod ktorych znajduja sie krotkie peptydy o zrdznicowanych wiasciwosciach. Skiad
1 wilasciwosci tych peptydow moga by¢ okreslone tylko wtedy, gdy zostana one
wyodrgbnione z mieszaniny. Procedura izolowania krotkich peptydow zawiera zwykle dwa
etapy. W pierwszym etapie dokonuje si¢ wstgpnego frakcjonowania hydrolizatu biatka
1 wybiera si¢ te frakcje, ktore zawieraja peptydy o oczekiwanej masie czasteczkowe;.
W drugim etapie peptydy frakcjonuje si¢ wykorzystujac roznice w ich hydrofobowosci.

Ponizej przedstawiony jest przyktad separacji standardow peptydowych.

Material:
1. standardy peptydowe: bradykinina, insulina i pepstatyna

Aparatura:
1. System HPLC AKTAexplorer 10 z kolektorem frakcji FRAC-900.
2. Kolumna HPLC Sephasil Peptide C;s (4,6x250 mm).
3. Waga analityczna pozwalajaca przygotowa¢ odwazki 1 mg.
4. Wir6éwka laboratoryjna (10 000 x g).

Odczynniki:

1. Solwent A - 0,1% TFA w wodzie, pH okoto 2,0.

2. Solwent B - 0,1% TFA w acetonitrylu.
Uwaga! Bufory i probki stosowane w chromatografii HPLC musza by¢ filtrowane przed
uzyciem (filtry o porowatosci 0,45 um).

3. Woda do HPLC lub dejonizowana woda filtrowana w systemie MILLI Q.
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Przygotowanie probki:

Przygotowa¢ odwazki peptydow po 1,0 mg kazdego.
Rozpusci¢ odwazki w 1 ml Solwentu A
Odwirowa¢ mieszaning (10 min, 10 000 x g, RT).

Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficzne;j:

Rys 7.1.

y oy

Podtaczy¢ kolumng Sephasil Peptide C;s do systemu, uwazajac aby nie
wprowadzi¢ powietrza do wejscia kolumny.
Przygotowac 1 litr wody oraz 1 litr acetonitrylu. Do obu solwentow doda¢ TFA do
koncowego stgzenia 0.1%.
Poniewaz system AKTAexplorer 10 wyposazony jest w ogranicznik przeplywu
(flow restrictor), nie ma potrzeby odpowietrzania solwentéw, ale nalezy je
przefiltrowac (filtr o porach 0.45 pm).
Wodg z dodatkiem 0.1% TFA poda¢ do pojemnika oznaczonego jako Solwent A.
Acetonitryl, rowniez z dodatkiem 0.1% TFA, poda¢ do pojemnika przeznaczonego
dla Solwentu B.
Uruchomi¢ pompy i manualnie przepusci¢ przez system okoto 10 ml mieszaniny
(1:1) Solwentéow A i B, wykorzystujac "bypass" (pozycja 1) omijajacy
zamontowana kolumneg .
Zmieni¢ kompozycj¢ solwentoéw na 0% B, przepusci¢ przez kolumng 5 ml
Solwentu A.
Przygotowa¢ program chromatograficzny, bazujac na gotowym wzorze programu
UNICORN, wprowadzajac nastgpujace parametry:

a) predkos¢ przepltywu 1,4 ml/min,

b) detekcja w 214 nm,

¢) frakcje 2 ml,

d) 0% B w czasie 5 min.,

e) iniekcja probki,

f) 0-60% B w czasie 25 min.,

g) 60-0% B w czasie 5 min.,

h) 0% B w czasie 5 min.,

0,6
2
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= ’ 3 . ——OD w214 nm
< ! - = = % solwentu B
b ’
N 04 H .
2 kolumna: Sephasil Peptide C18
g L przeptyw: 1,4 ml/min.
N 0,3 P prébka: 1. bradykinina
g 4 2. insulina
e .’ 3. pepstatyna
(] 02 . gradient: 0-60% do 25 min.
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g or | L AL
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czas retencji (min.)

Przyktadowa separacja standardow peptydowych w technice chromatografii odwréconej fazy z zastosowaniem
systemu AKTAexplorer 10.
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Przebieg doswiadczenia:
- Przy pomocy strzykawki wyposazonej w filtr (0,45 pm) nanie$¢ do petli zaworu
iniekcyjnego 200 pl przygotowanej mieszaniny peptydow.
- Uruchomi¢ przygotowany program chromatograficzny.

Oczekiwane wyniki:

W warunkach silnego zakwaszenia srodowiska wszystkie trzy peptydy przejawiaja silne
wiasciwosci hydrofobowe. W zwiazku z tym do$¢ tatwo zwiaza si¢ z kolumna. Usunigcie ich
z kolumny wymaga dostarczenia znacznych ilosci acetonitrylu. Jako pierwsza eluowana

bedzie bradykinina (okoto 25% B), insulina (32% B), a na koncu pepstatyna (39% B).

Regeneracja i przechowywanie kolumny:
Po zakonczeniu programu kolumna jest gotowa do ponownego uzycia. Jesli jednak przez
czas dhuzszy niz kilkanascie godzin kolumna nie bgdzie uzywana, nalezy ja zrownowazy¢

20% acetonitrylem lub metanolem i przechowywa¢ w temperaturze pokojowe;.

Uwagi:

1. Zawsze nalezy filtrowa¢ solwenty stosowane w chromatografii HPLC
Probki powinny by¢ przed naniesieniem odwirowane (10 000 x g), a nastgpnie
przepuszczone przez filtr o porowato$ci nie wigkszej niz 0,45 pm.

3. Stosujac system z rodziny AKTA nie ma potrzeby odgazowywania solwentow.
W innych systemach, pozbawionych ogranicznika przeptywu lub automatycznego
odgazowywania solwentow, nalezy bardzo doktadnie odpowietrzy¢ wszystkie
ptyny przed uzyciem. W przeciwnym razie w celce detektora moga pojawic si¢
pecherzyki powietrza, skutecznie zaktocajace odczyt.

4. Nalezy pamigtaé, ze im wolniejszy jest przeptyw przez kolumng RPC, tym lepsza
jest jej rozdzielczos$¢, natomiast selektywnos$¢ jest tym lepsza, im wolniej zmienia
si¢ stezenie rozpuszczalnika polarnego.

Przyklad 7.2.

Analityczna metoda oznaczania zawartosci salicylanow w plynach fizjologicznych (2)

Wprowadzenie:

Salicylany, szczeg6lnie w formie acetylowanej (acetylosalicylany), sa obecnie najczgscie]
stosowanymi lekami przeciwbolowymi, przeciwzapalnymi i antyptytkowymi. Lek ten
wchtania si¢ droga jelitowa i wiaze si¢ z licznymi biatkami osoczowymi. Efektywne stezenie
salicylanow w osoczu nie powinno przekroczy¢ wartosci 2.5 mM. Kumulacja leku
1 przekroczenie stgzenia efektywnego moze by¢ przyczyna powaznych zaburzen

metabolicznych oraz niekontrolowanych, lokalnych krwawien. Lek ten mozna stosunkowo
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fatwo ekstrahowac z osocza, stosujac mieszaning chlorku metylenu i propanolu (9:1), 1 w ten

sposob okresli¢ jego stezenie osoczowe. Powyzsza metoda ekstrakcji nie jest swoista dla

salicylanow. Wraz z nimi ekstrahuja si¢ i1 inne leki, przyktadowo paracetamol czy teofilina.

Leki te sa czesto przyjmowane przez pacjentdow w terapii skojarzonej i nalezy oczekiwac ich

obecnosci w trakcie prowadzonej analizy. Ekstrahowany material rozdziela si¢ technika

odwréconej fazy, stosujac kolumne C;g, pracujaca w systemie izokratycznym. Identyfikacje

salicylanu dokonuje si¢ na podstawie czasu retencji, natomiast okreslenie jego ilosci mozliwe

jest dzigki zastosowaniu wewnetrznego standardu, w tym przypadku 8-Cl-teofiliny.

Material:

1. Osocze ludzkie wolne od lekow

2. Osocze pochodzace od chorego przyjmujacego aspiryng.
Aparatura: )

1. Zestaw HPLC AKTADbasic z autosamplerem.

2. Kolumna HPLC Sephasil Peptide C;g (4.6x100 mm).
Odczynniki:

1. Solwent A - 13% metanol (v/v), 0,75% kwas octowy (v/v), 0,02 M octan sodu.

2. Salicylan.

3. 8-Cl-Teofilina (wewngetrzny standard)

4. 1 M HCL

5. Chlorek metylenu /2-propanol (9:1).

6.

Gazowy azot.

Uwaga! Bufory i probki stosowane w chromatografii HPLC musza by¢ filtrowane
(filtry o porowatosci 0,45 pm) przed uzyciem.

Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficzne;j:

Poniewaz system AKTAbasic wyposazony jest w ogranicznik przeptywu (flow
restrictor), nie ma potrzeby odpowietrzania solwentow, ale nalezy je przefiltrowaé
(filtr o porach 0,45 pm).
Przygotowany solwent poda¢ do naczynia oznaczonego jako Solwent A.
Uruchomi¢ pompy i przepusci¢ przez system okoto 10 ml Solwentu A.
Uruchomi¢ pozostate sktadniki systemu (detektor UV oraz autosampler).
Podiaczy¢ kolumng Sephasil Peptide C;s do systemu uwazajac, aby nie
wprowadzi¢ powietrza do wejscia kolumny.
Przepuszczaé przez kolumng solwent A przy szybko$ci przeptywu 1 ml/min, az do
uzyskania stabilnej linii bazowej w 280 nm.
Zatrzymac¢ system do momentu naniesienia probki.
Przygotowa¢ program chromatograficzny (pod UNICORNEM) wprowadzajac
nastgpujace parametry:

a) predkos¢ przeptywu 1,0 ml/min,

b) detekcja w 280 nm,

¢) 0% B (przeptyw izokratyczny)

d) iniekcja probki po czasie S min. od startu,

e) czas separacji 20 min. od momentu iniekcji
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Przebieg doSwiadczenia:
a) Przygotowanie probek do chromatografii.

Do mieszaniny ekstrakcyjnej (chlorek metylenu/2-propanol, 9/1) doda¢ wewng-
trzny standard, 8-Cl-Teofiling (koncowe stezenie 7 mM).
Przygotowa¢ osocze wzorcowe, dodajac salicylan do osocza kontrolnego (1 ml)
(stezenie koncowe: 1 mM).
Prowadzi¢ réwnoczesna ekstrakcje trzech probek:
1) osocza wolnego od leku,
2) 0socza wzorcowego,
3) osocza zawierajacego nieznang ilos¢ leku.
Zmiesza¢ 0,5 ml osocza z 0,5 ml 1M kwasu solnego i doda¢ 5 ml mieszaniny
ekstrakcyjne;.
Miesza¢ przez 1 minutg, nastgpnie odwirowac (10 min, 10000xg).
Zebra¢ 1 przenies¢ 3 ml supernatantu (warstwa zawierajaca rozpuszczalniki
organiczne) do szklanej probowki.
Odparowa¢ w tazni wodnej (50°C) w atmosferze azotu.
Osad rozpusci¢ w solwencie A
Porcje po 200 pl nanie$¢ do amputek w autosamplerze.
Wydajnos¢ ekstrakcji dla badanych lekow przekracza 90%.

b) Analiza zawartoSci leku w probkach.

Rys. 7.2.

W programie zaznaczy¢ potozenie probek w autosamplerze.
Uruchomi¢ program z kontrolowanym podawaniem probek z autosamplera.
System wykona automatycznie wszystkie zaprogramowane rozdziaty.

0,024 -
- kolumna: Sephasil Peptide C18
# - 8-Cl-Teofilina przeptyw: 1 ml/min
£ S - salicylan probeki:
g 6019+ standard
8 —— 0sS0Cze Wzorcowe
= ———osocze badane
g 0,014 4 ! gradient: 100% A
N ! (przeptyw izokratyczny)
S I
a 0,009 - !
(] ’ ]ll ,'\\#
‘§ e JI L /’ \\—
- #
8 0,004 - /\
o) "
0,001 +— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30

czas retencji (min.)

Analiza zawartosci salicylanow w osoczu krwi ludzkiej. Pierwszy z chromatograméw przedstawia rozdziat
materiatu zawierajacego jedynie wewnetrzny standard (8-Cl-Teofilina). Srodkowy chromatogram reprezentuje
rozdzial osocza kontrolnego o znanej ilosci salicylanu. Natomiast trzeci z chromatograméw przedstawia
separacj¢ réznych substancji z osocza pacjenta. Ocena liczbowej zawartosci salicylanu podana jest w tekscie

ponize;j.
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Oczekiwane wyniki:

W prébce wolnej od lekow powinien pojawié si¢ tylko wewngtrzny standard (8-Cl-
Teofilina), przy czasie retencji okolo 19 minut. W prébce wzorcowej powinien pojawié si¢
dodatkowo pik odpowiadajacy salicylanowi (okoto 8 min.). Standard wewngtrzny powinien
pojawi¢ si¢ doktadnie w tym samym miejscu (okoto 19 min.), jak w przypadku osocza
wolnego od lekow. W probce badanej, o nieznanej zawartosci lekow, piki od poszczegolnych
lekéw powinny pojawi¢ si¢ przy roznych czasach retencji, ale pik od salicylanu powinien
znalez¢ si¢ w tym samym miejscu jak dla wzorca (okoto 8 minuty). Wysokos¢ piku zalezy od
stezenia leku w osoczu. W zakresie badanych stgzen oraz mierzonych przez detektor zmian
w gestosci optyczne] przeptywajacej cieczy mozna przyjaé liniowa zalezno$¢ mierzonej
gestosci optycznej od stezenia lekow. Uwzgledniajac warto$¢ absorbancji uzyskanych dla
wewngtrznego standardu w rozdziatach probki wzorcowej oraz badanej, mozna policzy¢

stezenie salicylanu w probce badanej, korzystajac ze wzoru:

C1=C w2z '(Alp/Alwz) . (Asth/Astp)

gdzie: ¢ ic,- oznaczaja stezenia badanego leku, odpowiednio w osoczu badanym i w osoczu wzorcowym;

A, i A, - oznaczaja zmierzone wartosci absorbancji maksymalnej w piku badanego leku,
odpowiednio w prébach badanej i wzorcowe;j;
Ay w, 1Ay, - oznaczaja zmierzone wartosci absorbancji maksymalnej w piku odpowiadajacym

standardowi wewngtrznemu, odpowiednio w probach wzorcowej i badanej.

Regeneracja i przechowywanie kolumny:
Po zakonczeniu oznaczen, kolumng przemy¢ 20% metanolem (30 ml) 1 przechowywac
w temperaturze pokojowej, szczelnie zamknigta z obu koncow, lub podtaczona do systemu

HPLC.

Uwagi:

1. Zastosowanie maja wszystkie uwagi do przyktadu 7.1.

2. Zaprezentowany sposOb postgpowania mozna zastosowa¢ rowniez dla innych
lekoéw, takich jak teofilina czy paracetamol, ekstrahujacych si¢ z osocza w takich
samych warunkach. Wprowadzajac do osocza wzorcowego znane ilosci teofiliny i
paracetamolu, analiz¢ zawartosci tych lekow w osoczu mozna przeprowadzi¢
réwnoczesnie z analiza zawarto$ci salicylanu.
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Przyklad 7.3.

Ocena hydrofobowosci zwiazkow organicznych z zastosowaniem techniki RPC (3)

Wprowadzenie:

Jest dobrze udokumentowane, ze koniugaty S-glutationu, bedace produktem transferazy
S-glutationowej, sa usuwane z komorek z nakladem energii przez pompg wykazujaca
aktywnos¢ Mg®"-ATPazy. Wykazano, ze transport najwazniejszego produktu transferazy —
2,4-dinitrofenyl S-glutationu — hamowany jest kompetycyjnie przez szereg hydrofobowych
substancji, niekoniecznie bedacych koniugatami S-glutationu. Hamowanie to jest tym
silniejsze, im bardziej hydrofobowy jest kompetytor. W badaniach tych niezwykle istotnym
etapem jest doktadne uszeregowanie substancji w funkcji ich hydrofobowosci. Jedna
z uznanych metod poréwnania i oceny hydrofobowosci substancji jest chromatografia
cieczcowa wykorzystujaca hydrofobowe wlasciwosci ztoza. W ponizszym przyktadzie

zademonstrowana jest ocena hydrofobowosci kilku wybranych koniugatow S-glutationu.

Material:

1. Koniugaty S-glutationu:
- butyl-S-glutation (B-SG)
- nitrofenyl-S-glutation (N-SG)
- hexyl-S-glutation (H-SG)
- octyl-S-glutation (O-SG)

Aparatura:
1. Zestaw HPLC AKTApurifier.
2. Kolumna HPLC Sephasil Peptide Cs (4.6x100 mm).
3. Wiréwka laboratoryjna (10 000 x g)

Odczynniki:

1. Solwent A - 0.1% TFA w wodzie.

2. Solwent B - 0,1% TFA w acetonitrylu.
Uwaga! Bufory i probki stosowane w chromatografiit HPLC musza by¢ filtrowane
(filtry o porowatosci 0,45 pm) przed uzyciem.

3. Woda do HPLC lub dejonizowana woda filtrowana w systemie MILLI Q

Przygotowanie systemu i kolumny chromatograficznej:

- Podlaczy¢ kolumng Sephasil Peptide Cs do systemu, uwazajac aby nie
wprowadzi¢ powietrza do wejscia kolumny.

- Przygotowac 1 litr wody oraz 1 litr acetonitrylu. Do obu solwentow doda¢ TFA do
koncowego stezenia 0,1%.

- Poniewaz system AKTApurifier wyposazony jest w ogranicznik przeptywu (flow
restrictor), nie ma potrzeby odpowietrzania solwentéw, ale nalezy je przefiltrowac
(filtr o porach 0,45 pm).

- Wodg z dodatkiem 0,1% TFA poda¢ do pojemnika oznaczonego jako Solwent A.
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Acetonitryl, rowniez z dodatkiem 0,1% TFA, poda¢ do pojemnika przeznaczonego
dla Solwentu B.
Uruchomi¢ pompy i manualnie przepusci¢ przez system okoto 10 ml mieszaniny
(1:1) Solwentéw A i B.
Zmieni¢ kompozycje solwentéw na 0% B, przepusci¢ przez kolumng 15 ml
Solwentu A.
Przygotowa¢ program chromatograficzny, bazujac na gotowym wzorze programu
UNICORN, wprowadzajac nastgpujace parametry:

a) predkos¢ przeplywu 1 ml/min,

b) detekcja w 215 nm,

¢) 0% B w czasie 5 min.,

d) iniekcja probki,

e) 0 %B w czasie 5 min.,

f) 0-100% B w czasie 20 min.,

g) 100-0% B w czasie 5 min.,

h) 0% B w czasie 5 min.,

Przebieg doswiadczenia:

s 7

gestos¢ optyczna w 215 nm

Rys. 7.3.

Przygotowa¢ mieszaning (100 mM) koniugatéw S-glutationu w solwencie B.
Odwirowac przygotowana mieszaning (10 min, 10 000 x Q).

Rozcienczy¢ mieszaning dziesigciokrotnie w solwencie A.

Przy pomocy strzykawki wyposazonej w filtr (0,45 um) nanie$¢ 200 pl mieszaniny
do petli.

Uruchomi¢ program chromatograficzny.

07 - kolumna: Sephasil Peptide C8
przeptyw: 1 ml/min.

I OOD w215 nm Prébka: mieszanina koniugatow
0,6 1 % solwentu B S-glutationu
gradient: 0% B do 5 min.,
2 100% B 0-100% B w 20 min.,
057 ~ 100-0% B w 5 min.,

0,4 - . \

czas retencji (min.)

Ocena hydrofobowosci koniugatow S-glutationu dokonana metoda chromatografii odwroconej fazy. Kolejnosc
eluowanych koniugatow: butyl-S-glutation (1), nitrofenyl-S-glutation (2), hexyl-S-glutation (3), oktyl-S-
glutation (4).
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Oczekiwane wyniki:

Technika chromatograficzna RPC opiera si¢ na wykorzystaniu hydrofobowych
oddziatywan separowanych molekul z unieruchomionymi ligandami. Im bardziej
hydrofobowa jest mobilna molekuta, tym silniej oddzialuje z unieruchomionym ligandem.
W zwiazku z tym mozna powiedzie¢, ze najwczesniej kolumne opuszcza te substancje, ktore
sa najstabiej hydrofobowe, a najpdzniej te, ktore wykazuja wysoki stopien hydrofobowosci.
Biorac pod uwagg hydrofobowo$¢ i rozmiary zastosowanych koniugatow S-glutationu, nalezy
spodziewac sig, ze w pierwszej kolejnosci eluowany bedzie butyl-S-glutation, a nastepnie

fenyl-, hexyl- 1 oktyl-S-glutation.

Regeneracja i przechowywanie kolumny:
Po zakonczeniu programu, kolumna jest gotowa do ponownego uzycia. Jesli jednak
przez czas dluzszy niz kilkanascie godzin kolumna nie bedzie uzywana, nalezy ja

zrownowazy¢ 20% acetonitrylem lub metanolem i przechowywaé w temperaturze pokojowe;j.

Uwagi:

1. Zastosowanie maja wszystkie uwagi jak w przyktadzie 7.1.

2. Czesto identyfikacja zwiazkow eluowanych z kolumny nastrgcza powaznych
trudnosci. Mozna czgSciowo ominaé te klopoty okreslajac czasy retencji
poszczegbdlnych separowanych substancji i dokonywaé ich identyfikacji na tej
podstawie. Sposob ten jest jednak mozliwy tylko wtedy, gdy dobrze zdefiniowany
jest sktad probki. W innych przypadkach nalezy zawsze bra¢ pod uwage
prawdopodobne bledy wynikajace z mozliwosci wystgpowania tych samych
czasow retencji dla r6znych substancji.
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