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KOLUMNOWA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA
W ROZDZIELANIU | ANALIZIE PEPTYDOW
| BIALEK

Szybka ekspansja zastosowar peptyddw i biatek w biochemii i w medycynie,
stymuluje ogromny wzrost zainteresowania metodami rozdzielania peptydow. Elek-
troforeza Zzelowa i kapilarna to najcze$ciej dotychczas wykorzystywane metody roz-
dzielania peptydow i biatek, w celach identyfikacyjnych i analitycznych. Metody te nie
sg jednak przydatne do otrzymywania uZytkowych iloSci tych substancji. Obecnie
HPLC jest najistotniejszg metodgq oczyszczania i otrzymywania peptyddw i biafek.
Ponadto techniki HPLC znajdujg coraz wieksze zastosowanie w rozwijajgcej sie pro-
teomice. W pracy dokonano przeglgdu najwazniejszych technik chromatografii cie-
czowej, metod oraz procedur stosowanych do rozdzielania peptydow i biafek jak
réwniez obecnych trendow w tym obszarze

Stowa kluczowe
Peptydy, biatka, proteomika, chromatografia cieczowa, rozdzielanie

WPROWADZENIE

Peptydy i biatka majg ogromne znaczenie w organizmach zywych jako
enzymy, hormony, przeciwciata i inne sktadniki komérek, tkanek i ptynéw fi-
zjologicznych. Niektére peptydy wykazujg takze aktywno$¢ antybiotyczng
oraz jako zrédto antybiotykéw peptydowych znajdujg sie¢ w obszarze zainte-
resowan badaczy w ostatnich latach [1-4].

Potrzeba uzupetniania brakéw okre$lonych peptydow i biatek w orga-
nizmie, albo stosowania antybiotykéw lub innych lekéw peptydowych, pocia-
ga za soba konieczno$¢ otrzymywania tych substancji w formie biologicznie
aktywnej. NajczesSciej, wymagana jest rownoczes$nie, bardzo wysoka czy-



sto$¢ izolowanych substancji. Peptydy i biatka mozna otrzyma¢ w sposob
tradycyjny, wyodrebniajac je z tkanek zwierzecych (w tym ludzkich), a nie-
kiedy z roslin. W ostatnich latach ro$nie znaczenie chemicznych, a szcze-
golnie biotechnologicznych metod syntezy peptydow i biatek.

Dobor metody rozdzielania peptydéw i biatek od zanieczyszczen,
a nastepnie takich warunkéw wyodregbniania, ktére zapewniajg otrzymanie
produktu o najwyzszej aktywnosci biologicznej, stanowi z reguty trudny pro-
blem rozdzielczy i technologiczny. Najczesciej tatwiejsze jest opracowanie
metodyki oznaczania zawartosci izolowanych substancji w poszczegolnych
etapach syntezy, czy biosyntezy. Jednak, rozwigzanie kazdego z tych pro-
bleméw wymaga z reguty znacznego naktadu pracy eksperymentalne;.

Wsréd réznych metod rozdzielania peptydéw i biatek, dominujace
znaczenie identyfikacyjne oraz analityczne posiadajg metody elektrofore-
tyczne [5]. Wazne i rosnace znaczenie posiada tez wysokosprawna chroma-
tografia cieczowa (HPLC). Dla przyktadu kolumnowa chromatografia cie-
czowa bardzo czgsto stosowana jest w przemysle farmaceutycznym do
izolowania peptyddw i biatek na duzg skale.

Obecnie, do rozdzielania biatek i peptydow metodami chromatografii
cieczowej wykorzystywane sg praktycznie wszystkie uktady chromatogra-
ficzne. Stosowana jest chromatografia zelowa (GPC - gel permeation chro-
matography, albo SEC — size exclusion chromatography) [6,7], chromatogra-
fia jonowymienna (IEC — ion exchange chromatography) [8,9], z chro-
matografig wykluczania jonowego (ion exclusion chromatography), wiacznie.
Chromatografia w uktadzie faz odwréconych (RP-HPLC) jak i chromatografia
oddziatywan hydrofobowych (HIC) sg bardzo czesto stosowane do rozdzie-
lania biatek o wysokiej masie molekularnej. Nawet chromatografia adsorp-
cyjna w uktadzie faz normalnych (NP-HPLC — normal phase high perfor-
mance chromatography), szczegdlnie, z chemicznie zwigzang faza
stacjonarng w uktadzie oddziatywan hydrofilowych (HILIC). W dodatku, sze-
rokie zastosowanie znajdujg metody chromatografii powinowactwa (Affinity
Chromatography — AC), jako odrebna grupa metod separacyjnych o szcze-
golnie wysokiej selektywnosci i specyficznosci [10,11].

W literaturze mozna znalez¢ wiele procedur dotyczacych rozdzielania
konkretnych peptyddw, biatek i innych substancji, stanowiacych zanieczysz-
czenia. Nie opracowano, jednak, dotgd takich uogdlnionych regut, ktére
umozliwiatyby dobdr optymalnych warunkéw rozdzielania zaleznie od pierw-
sz0- i wyzej - rzedowej struktury peptydow i biatek. Analiza literatury, prezen-
tujacej procedury rozdzielania peptyddw i biatek z zastosowaniem chroma-
tografii cieczowej, pozwala zauwazy¢ pewne dominujace kierunki
postepowania i uogdlnione zasady doboru najkorzystniejszych warunkow
rozdzielania tych substanciji.

W pracy przedstawiono najczgs$ciej stosowane sposoby wptywania na
selektywnos$¢ i sprawnos¢ uktadu w przypadku najwazniejszych metod roz-
dzielania peptydow i biatek z wykorzystaniem elucyjnej chromatografii cie-
czowej.
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Publikacja opisuje zjawiska, efekty oraz oddziatywania towarzyszace proce-
som chromatografii cieczowej oraz mozliwosci wptywania na retencje pepty-
dow i biatek, jak réwniez na selektywno$¢ rozdzielania. Przedstawiono row-
niez odpowiednie przyktady procedur rozdzielania.

Peptydy i biatka sa, jak wiadomo, kwasami i zasadami. W strukturze
czagsteczki ztozonej z ‘n’ aminokwaséw wystepuje n-1 wigzan peptydowych.
Czesto w czgsteczkach tych substancji wystepujq tez czesto tzw. mostki di-
siarczkowe oraz wewnetrzne wigzania wodorowe, determinujgcych drugo-
i trzecio- rzedowg strukture molekuty. Obecno$¢ aminokwaséw zawieraja-
cych hydrofobowe fragmenty wptywa na wzrost ogélnej hydrofobowo$ci cza-
steczki peptydu lub biatka. W zaleznosci od pH rozpuszczalnika czasteczki
peptydow i biatek moga ulega¢ kilku waznym procesom. W pH wyzszym od
punktu izoelektrycznego moze mie¢ miejsce dysocjacja protonu od ze-
wnetrznej grupy karboksylowej. Co wiecej, w pH ponizej punktu izoelek-
trycznego moze mie¢ miejsce protonowanie n-terminalnej grupy aminowe;.
Przy pH bliskim punktowi izoelektrycznemu nastgpuje szczegdlnie silne ob-
nizenie rozpuszczalno$ci peptydu.

W zaleznoéci od pH eluentu i jego kompozycji (np. modyfikatory elu-
entu powodujgce powstanie par jonowych, sole, modyfikatory) peptydy
i biatka podlega¢ nastepujgcym procesom:

- dysocjacji elektrolitycznej,

- tworzeniu par jonowych z innymi peptydami oraz z jonowymi
dodatkami do eluentu,

- pozornemu spadkowi hydrofobowosci peptydow i biatek na cze-
Sci powierzchni przy stezeniu soli bliskiemu ,punktu wysolenia”,

- solwatacji przez akceptory protonéw lub kwasy,

- formowaniu sie agregatow biatek (dimeréw i trimeréw).

Wszystkie te zjawiska maja wptyw na zachowanie si¢ czgsteczek pep-
tydéw i biatek w roztworach oraz na ich oddziatywania z fazg stacjonarng
w réznych uktadach chromatograficznych.

Na retencje i stopien rozdzielenia peptyddw i biatek ma wplyw szereg
parametréw uktadu chromatograficznego, takich, jak: typ powierzchni sorp-
cyjnej i uboczne oddziatywania na powierzchni sorbentu, rodzaj ligandu
zwigzanego z sorbentem, powierzchnia wtasciwa fazy stacjonarnej, wielko$¢
i porowato$¢ ziaren wypetienia kolumny, a takze, skfad, pH, temperatura,
predkos¢ przeptywu eluentu, oddziatywania dodatkowych sktadnikow eluen-
tu np. stezenie soli w eluencie, przebieg programu elucji i inne parametry,
w tym nawet ciSnienie podczas rozdzielania [12].

W tabeli 1 przedstawiono przyktady czesto wykorzystywanych warun-
kow stosowania chromatografii cieczowej do rozdzielania peptydow / biatek
w réznych uktadach chromatograficznych. Dane te mogg by¢ przydatne dla
wstepnego doboru warunkéw przy rozwigzywaniu problemdéw rozdzielczych,
dotyczacych peptyddw i biatek.

Najczesciej stosowane sg uktady faz odwréconych oraz chromatogra-
fia jonowymienna. Jednakze, wstepna separacja wykonywana jest z wyko-
rzystaniem chromatografii zelowej (GPC) lub chromatografia wykluczania

115



(SEC). Ostatnio, do tego celu wykorzystuje sie ,twarde” sorbenty typu DIOL,
szczegolnie te, ktérych struktura porowata bazuje ma ,matrycy” z porowate-
go di-tlenku cyrkonu, albo di-tlenku tytanu. Ponadto, HIC a w szczegdlnosci
AC stosowane sg do rozdzielania i izolowania peptyddw i biatek.

Dodatkowo, w przypadku rozdzielania biatek o duzej masie molekularnej
Janzen et al. [13] wprowadzili do uzytku sorbenty typu tentacle. Takie sor-
benty chronig przed zbytnim zaburzeniem struktury rozdzielanych biatek
i obnizeniem aktywno$ci (trwata, nieodwracalna denaturacja)

Tabela 1. Przyktady praktycznego zastosowania HPLC do rozdzielania pep-

tydow i biatek wraz z warunkami chromatograficznymi

Lp. |Uklad chromatograficzny Warunki rozdzielania Substancje rozdzielane Uwagi Literatura
1 Kolu[nna C-18 300A 250x4,6 mm (1,6 pm),
T=20°C, v=0,6 ml/min,
Eluenty: A —0,1% TFAw H,0, interferon y IFNy i jego analog
B - 0,1% TFA w AcCH, T R L S e 1141
Program elucji: 0-48 min — 39-45% B,
Detekcja UV 220-280 nmy;
Kolumna C-4 300A (15um},
T=36C, v=2 mlimin, bovine pancreatic trypsin | Warunki oddzialywan
Eluenty: A - bufor fosforanowy pH 7 +|inhibitor BPTI w  grupie | hydrofobowych (HIC)
odpowiednia sdl, modelowych peptydéw - dodatek réznych soli [15]
. B -30% iPrw A, do eluentu A (NaCl,
Uklad faz odwraconyeh | program efucji: 0-40 min — 0-100% B, NaAc, (NH,);S0.)
" Detekcja UV 280 nm;
‘ Kolumny C-8 150x4,6 mm (5um) + C-18 250x4,6 | F-g-Alai p-Ala
“;i;";zrl’a!;‘sx’:r'. e o (), T aet o | AR
Eluenty: A — 9% MeOH + 70 mM AcNa, pH 5,75,
hydrafobowych (HIC) | 5" ge; MeOH, 8,2% H20, 1,8% iPr, E;i‘c column R 6l
Program elucji: 0-15 min 10-40% B,
15-35 min 40-80% B,
Detekcja FLD, wzb. 330 nm, em. 450 nm;
Kolumna C-18 300A 160x4,6 mm (Sum), T=40"C,
wv=1,0 ml/min, Rozdzielanie peptyddw |W celu dokonywania
Eluenty: A—0,1% TFA w HzO, zawierajgcych  tryptofan  lub | oznaczen ilogciowych
B - 0,085% TFA w AcCN, tyrozyne od peptyddw nie | dodatek trypsyny |[17]
Program elucji: start od 5% B, predkosc|zawierajacych aminokwasow (Trp), jako standardu
przyrostu stezenia od 1% do 3%/min, wewnetrznego
Detekcja UV 280 nm; (internal standard)
Kolumna C-4 300A 150x2,1 mm (5um], Oznaczenie jakogciowe i
T=40°C, v=0,25 mlimin, iloéciowe biatek w mleku
Eluenty: A — 10% AcCN + 0,1% TFA w Hz0,
B - 10% Hy0 + 0,1% TFA w AcCN
Program elucji: 0-7 min - 26,5-28,6% B, ——— 18]
7-17 min - 28,6-30,6% B,
17-28 min — 30,6-36,1% B,
28-46 min — 36,1-43,3% B,
Detekcja UV 214 nm;
3 Kolumny EMD SO,, EMD COO, Spherodex, |lysozyme, o peinogen | C grafia
Sepharose, 60x10 mm, A, cytochrome C, kationowymienna -
T=5°C, v=2 mlimin, pordwnanie
Eluent: 0,3M NaCl w 10 mM NasPO,, pH 7, selektywnosci 1e]
Chromatografia Detekcja UV 280 nm; rognych  kationitow
jonowymienna wobec biatek
Kelumna DEAE 50x7,5 mm, v=1 ml/min, peptydowe kwasy nukleinows —
Eluenty: A — 0,05 M Tris HCl w H;O, pH 8, PHAs
B —0.05 M Tris HCI + 0,5 M NaCl w H,0, Chromatografia
pH 8, anionowymienna [20]
Program elucji: 0-60 min — 0-100% B,
Detekcja UV 260 nm;
3 Kolumna: Superose 6, 300x10 mm, Thyroglebin, immunoglobulin
temperatura pokojowa, v=0,5 ml/mil G, ovalbumin, myoglobulin Biatka o wysokich
Eluent: 200 mM NaCl + 15 mM Tris HCl w H;0, masach 211
pH 7.4, czasteczkowych
Chromatografia zelowa |Detekcja UV 280 nm;
Kolumna Superdex 200, §1,5x7,5 ci Rozdzielanie polimerow
Temperatura pokojowa, v=44 ml/mi immunoglobilin G od | .
Eluent: 40 mM NazHPO, NaHzPO, + 0,2M NaClw | monomerdw Ciagla chromatografia | (55)
Ha0;
Kolumna TSK gel Amide-80 250x4,6 mm, FY, FGGF, FLEEI, DYMGWMDP-
. T=40°C, v=1 miimin, NH,  NFTYGGF,  AGSE,|Badanie  wblywu
Uktady faz normainych | EMENtY: A= ACCH-H.0 97:3 + 0,1% TFA, WAGGDASGE, (04% TFL—
B — AcCN-H,0 55:45 + 0,1% TFA, YGGFMTSOKSQTPLVT, CA SRR [23]
Program elucji: 0-70 min — 0-100% B, ASTTTNYT D|2°.&1TFA+D’2°.-?TEAIJ
2 2% , 2%
Detekcja UV 215 nm;
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ROZDZIELANIE PEPTYDOW | BIALEK W UKLADACH
FAZ ODWROCONYCH

Metody RP-HPLC sa powszechnie stosowane do rozdzielania pepty-
dow i biatek w szczegdlnosci do celow analitycznych, a takze w proteomice.
Rozdzielanie peptyddéw i biatek w uktadach faz odwr6éconych odbywa si¢ na
powierzchni fazy stacjonarnej o okreSlonym stopniu hydrofobowosci [18],
z zastosowaniem sorbentéow typu C18, C8, C4 (C5, C6), C2, fenyl, alkilofe-
nyl, alkilonitryl i inne. Z reguty rozdzielanie peptyddéw i biatek przeprowadza
si¢ w warunkach elucji gradientowej. Faza ruchoma bardzo czgsto zawiera
wode i acetonitryl z dodatekiem kwasu trifluorooctowego (TFA), zaréwno
w eluencie A (nizsze stgzenie acetonitrylu 5 — 25%) jak i w eluencie B (wyz-
sze stezenie acetonitrylu 75 — 95%).

Rozdzielane czasteczki peptyddéw i biatek sg ztozone z ré6znych ami-
nokwasow (hydrofobowych lub hydrofilowych), utozonych w zréznicowanej
kombinacji. Retencja zalezy od wynikowej hydrofobowos$ci rozdzielanych
czgsteczek, albo ich solwatdw, tzn. zaréwno od struktury i rozktadu hydrofo-
bowosci w czgsteczkach, jak i od hydrofobowos$ci solwatéow istniejacych
w réwnowadze ze sktadnikami eluentu.

Podczas rozdzielania duzych czasteczek polipeptydéw i biatek
w uktadach faz odwréconych dos¢ czesto obserwowane sg niekorzystne
przypadki zmian konformacyjnych tancucha aminokwasowego [24] i w kon-
sekwencji denaturacja produktu [25]. Nie polarna faza stacjonarna, orga-
niczna faza ruchoma i kwasne, albo alkaliczne dodatki do fazy ruchomej
(kwas trifluorooctowy (TFA) lub inny, albo amina) — to czynniki majace po-
tencjalne dziatanie denaturujgce, a nawet hydrolityczne. Denaturacja obja-
wia sie najczesciej zmiang, retencji substancji, a hydroliza - zwiekszeniem
ilosci pikéw. Aby uniknaé hydrolizy trzeba kontrolowa¢ pH i temperature roz-
dzielania [26]. Denaturacji mozna, takze unikng¢ przez dodatek do eluentu
soli stabilizujgcych strukture biatka (np. NaCl, AcNa, (NH,),SO,). Trzeba sie,
jednak, liczy¢ sie z tym, ze taki dodatek czesto modyfikuje retencje substan-
cji [15].

Najczesciej do rozdzielania peptyddw i biatek w uktadach faz odwro-
conych sg stosowane sorbenty siloksanowe modyfikowane grupami alkilo-
wymi, fenylowymi i difenylowymi Wsréd grup alkilowych najcze$ciej wyko-
rzystuje sie grupe butylowg (C4), kolejno pentylowg (C5) i oktylowg (C8).
Wiele jest tez zastosowan oktadecylowych (C18) faz stacjonarnych. Rys. 1
przedstawia przyktad rozdzielania 9 biatek w kolumnie wypetnionej sorben-
tem typu C5, [27], a chromatogram na rys. 2 to przyktad rozdzielania 8 pep-
tydow i biatek z wykorzystaniem kolumny C8.
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Rys. 1. Rezultat rozdzielania mieszaniny peptydow z zastosowaniem kolumny C5 Discovery®
BIO Wide Pore, 150x4,6 mm(5um). Eluenty: A-H,O :AcCN :PFPA (kwas penta fluoropropiono-
wy) 81:19:0,1, B-H,O :AcCN :PFPA 62 :38 :0,1. Program elugji: 0-19 min 0-100% B,
v=1,0 mi/min, T=30°C. Detekcja UV 215 nm; 1 - Arg8-Vassopressin, 2 - Bradykinin fragment 1-5,
3 - Oxytocin, 4 - Met-Enkephalin, 5 - Luteinizing Hormone, 6 - Leu-Enkephalin, 7 - Bradykinin,
8 - Bombesin, 9 - Substancja P [34]

pm—m—- 50%CH3CN

20%CH3CN -—--"

h 10 20 10 40 min.

Rys. 2. Przyktad rozdzielania peptydéw i biatek z zastosowaniem kolumny C8. Kolumna: YMC8
Octyl S-5 120A column, 250x4,6 mm (5um); Eluent: A-0,1% TFA, B-AcCN; Program eluciji:
0-30 min 20-50% B, v=1,0 ml/min; Detekcja UV 200 nm; Rozdzielane substancje: 1 - Bradyki-
nin, 2 - Met-Enkephalin, 3 - Angiotensin |, 4 - Leu-Enkephalin, 5 - Substance P, 6 - Insulin,

7 - Lysozome, 8 - Myoglobin [35]
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Gtéwnym ograniczeniem stosowania kolumn z chemicznie modyfiko-
wanym wypetieniem siloksanowym jest ograniczone pH fazy ruchome;.
Stosowane pH powinno by¢ bezpieczne dla wigzan grup funkcyjnych z ze-
lem krzemionkowym i nie powoda¢ ich hydrolizy (typowo 2 - 8.5, a skrajnie
1,5-10, w przypadku specjalnie opracowanych faz stacjonarnych [28]).

Okazjonalnie stosowane sg wypetnienia polimerowe oparte o kopoli-
mer styrenu-diwinylobenzenu, albo poli-metakrylan alkilu. Do powierzchni
sorpcyjnej najczesciej dodatkowo zwigzane sg czgsteczki oktadekanu (C18)
[29, 30]. Ostatnio, mimo wysokiej ceny, ro$nie znaczenie polimerowych sor-
bentéw. Powodem jest ich trwato$¢ w szerokim zakresie pH od 0,8 — 13,5.
Brak wolnych grup siloksanowych poprawia symetri¢ pikow i w konsekwencji
sprawnosc¢ rozdzielania [29, 30]. Wadg kolumn wypetnionych polimerowymi
sorbentami sg niskie predkosci przeptywu, jakie powinno sie stosowac pod-
czas rozdzielania substancji o wysokich masach czgsteczkowych. Zbyt duze
predkosci przeptywu prowadzg do otrzymywania nadmiernie poszerzonych
pikow, szczegolnie, pikdow substancji silnie hydrofobowych i w szczegolnosci
0 wysokiej masie molekularnej. Jest to wynikiem niekorzystnej kinetyki pro-
cesdw sorpcji / desorpcji spowodowanej tendencjg do rozpuszczania sie
czgsteczek rozdzielanych substancji w powierzchniowej warstwie niepolar-
nego sorbentu i bardzo matej dyfuzji duzych molekut.

Sporadycznie stosowane sg inne wypetnienia, np. sorbenty siloksa-
nowe modyfikowane réwnoczesnie grupami C8 i hydrofilowymi grupami —
COOH, pochodzacymi z nienasyconych kwasoéw karboksylowych, albo spe-
cyficznie modyfikowane sorbenty siloksanowe o podwyzszonej stabilnosci
mechanicznej i chemicznej [31].

Dtugo$¢ tancucha alkilowego ma istotny wplyw na selektywno$¢ roz-
dzielania peptyddéw i biatek. Z jednej strony River i wspétpracownicy [32]
stwierdzili, ze krotkie kolumny wypetione polisiloksanem modyfikowanym
C4 sprawdzajg sie najlepiej w rozdzielaniu duzych peptyddéw i biatek. Nato-
miast Hartman i wspotpracownicy [33] udowodnili przydatno$¢ kolumn silok-
sanowych modyfikowanych C8 do rozdzielania naturalnych i syntetycznych
peptydéw oraz niewielkich biatek posiadajacych charakter hydrofilowy.
W przypadku polipeptyddw, szczegdlnie, jeSli zawierajg w tancuchu pier-
Scienie aromatyczne, skuteczne okazujg sie kolumny siloksanowe modyfi-
kowane grupami difenylowymi [32].

Kolumny siloksanowe modyfikowane grupami oktadecylowymi (C18),
o0 matych Srednicach poréw, sg najskuteczniejsze do rozdzielania matych,
hydrofilowych peptyddéw i fragmentéw biatek ztozonych z 2-10 aminokwasow
[32]. Przy czym do rozdzielania peptydéw w zastosowaniu do proteomiki
stosuje sie, coraz czeéciej, tzw. kolumny mikropakowane (o $rednicy
1-1,5 mm) lub sorbent typu CSP (Core Surface Particles) jak rowniez czesto
stosowane sg kolumny monolityczne. Kolumny te zapewniajg bardzo wyso-
kg sprawnos¢ i szybkos$€ rozdzielania (do 350 tys. pd&tek teoretycznych na
metr dlugo$ci wypetnienia kolumny).

Fazy stacjonarne, zawierajgce krotkie alifatyczne tancuchy, umozliwia-
ja skuteczne rozdzielanie silnie hydrofobowych peptydéw i biatek, a posiada-
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jace dtugie tancuchy alkilowe, sg odpowiedniejsze do rozdzielania czgstek
o charakterze mniej hydrofobowym [34].

Wskazane jest, aby sorbenty o modyfikowanej chemicznie powierzch-
ni sorpcyjnej byly zabezpieczone przed oddziatywaniem resztkowych grup
hydroksylowych z fazg ruchoma, tzn. aby miaty tzw. ,end-capping” - zasta-
pienie wolnych grup OH grupami OCHjs, albo poprzez silanizacje. Polepsza
to symetrie pikow, a stad stopien rozdzielenia w przypadku mniejszych pep-
tydoéw i umozliwia wysoki stopien odzysku w przypadku biatek [35].

Szeroko badany byt wptyw rozktadu wielkoSci ziaren i porowato$ci
wypetnienia kolumny na rozdzielanie peptydow i biatek [36]. Stwierdzono
wplyw takich parametrow jak rozmiar i ksztatt ziaren, $rednica i ksztatt poréw
oraz powierzchnia wymiany masy. W zaleznosci od wielkoSci rozdzielanych
peptyddw i biatek, dobiera sie ztoze o odpowiednich Srednicach poréw. | tak,
dla matych peptydéw (do 10 aminokwasow) Krstulovic i Brown [37] zalecajg
kolumny z wypetnieniem o $rednicy poréw do 60A. Dla $rednich peptydow
(10-30 aminokwasow) i matych biatek najskuteczniejsze sg kolumny o $red-
nicy porow 100A, 120A i 150A. Natomiast dla wiekszych peptydéw (ponad
30 aminokwaséw) i dla biatek polecajg sorbenty o porach 300A i wigkszych.

Tweeten i Tweeten [29] stwierdzili w przypadku kolumn wypetnionych
makroporowatym poli -styrenem-diwinylobenzenem, ze dalszy wzrost wiel-
kosci poréw (do 1000A) nie wptywa na polepszenie retencji biatek o duzej
masie czgsteczkowej (do 335 kD). W celu maksymalizacji sprawno$ci ko-
lumny do zastosowan analitycznych wykorzystuje sie sorbenty o matych
ziarnach (o $rednicy 5 i 3 um), a nawet coraz cze$ciej, wspomniane wyzej,
nieporowate sorbenty o Srednicy ziarna 1 um. Wtedy stosowane kolumny
mogg mie¢ nawet tylko 10 mm dtugosci [21]. Jednakze, najczeSciej stosuje
si¢ kolumny o dlugosciach 125, 150 i 250 mm. Przy czym, im mniejsza wiel-
koS¢ ziaren sorbentu, tym krotsza moze by¢ kolumna. Obecnie duze zainte-
resowanie budza tzw. monolityczne kolumny o porowatym wypetnieniu zaj-
mujgcych catg objetos¢ kolumny. Charakteryzujg sie one szczegdlnie niskimi
wartosciami tzw. impedancji rozdzielania [38]. Bez watpienia w najblizszym
czasie kolumny monolityczne bedg powszechnie stosowane.

ELUENTY, MODYFIKATORY ELUENTU | PROGRAMY ELUCJI
STOSOWANE W UKLADACH FAZ ODWROCONYCH

W ukfadach faz odwréconych gtéwnym czynnikiem wptywajacym na
retencje jest zawartoS¢ organicznych skfadnikow w eluencie, takich jak ace-
tonitryl (AcCN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), izopropanol (iPrOH), tetra-
hydrofuran (THF), czy dioxan (DX) [39]. Dodatkowo, w celu optymalizacji
warunkoéw rozdzielania nalezy wptywac na retencje substancji o charakterze
zarowno kwasnym jak i zasadowym, do ktérych nalezg peptydy i biatka, po-
przez dodatek kwasnego lub zasadowego modyfikatora do eluentu.

Rozdzielanie peptyddéw i biatek najczeéciej przeprowadza sie w wa-
runkach elucji gradientowej. Program zmian stezenia organicznego skfadni-
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ka eluentu (AcCN, MeOH) ustala si¢ w zakresie od 10-25% v/v do 75-90% v/v,
dodajgc do eluentu A i B modyfikatora zmieniajgcego pH eluentu i cofajgce-
go dysocjacje kwasowo-zasadowg, w konsekwencji modyfikujgcego hydro-
fobowos$¢ i polarnos¢ czgsteczek peptydow / biatek.

NajczesSciej wykorzystywanym organicznym sktadnikiem eluentu jest
acetonitryl. Powodem tego jest jego wysoka transparentno$¢ przy niskich
dtugosciach fali w zakresie UV. Ponadto jego niska lepko$¢ oraz wysoka lot-
no$¢, kidra utatwia dalszg izolacje produktu [40]. Rozpuszczalno$¢ pepty-
dow i biatek jest, takze lepsza w acetonitrylu niz w innych organicznych
skfadnikach eluentu, stosowanych w RP-HPLC.

Znacznie rzadziej wykorzystywane sg alkohole. Niekiedy stosuje sie
izopropanol, aby zwigkszy¢ rozpuszczalno$¢ w fazie ruchomej solwatéw du-
zych peptydow i biatek [41]. Uzycie izopropanolu lub jego mieszaniny z ace-
tonitrylem (w proporcji od 1:2 do 2:1) jest uzasadnione w przypadku rozdzie-
lania peptydéw i biatek stosunkowo bardzo hydrofobowych. lzopropanol,
jako rozpuszczalnik o wyzszej sile elucyjnej w uktadach faz odwréconych od
AcCN, silniej oddziatuje z centrami alkilo - siloksanowymi sorbentu [42] niz
np. metanol.

Najczesciej stosowang szybkoscig narostu objeto$ciowego udziatu
skfadnika organicznego do rozdzielania peptyddéw i biatek jest 2-5%/min.
Zbyt wolny narost stgzenia hydrofobowego skfadnika eluentu moze powo-
dowac zbytnie rozcieficzenie otrzymywanych frakcji eluatu [43]. Koncowe
stezenie rozpuszczalnika organicznego w programie elucji nie powinno pro-
wadzi¢ do catkowitego usuniecia wody z kolumny. Utrudniatoby to doprowa-
dzanie fazy stacjonarnej do rownowagi z poczatkowym eluentem. To moze
prowadzi¢ do braku powtarzalnosSci retencji peptydéw i biatek, szczegdlnie
wczesnie eluowanych substanciji. Najczesciej nie przekracza sie 95% sub-
stancji organicznej w eluencie.

Natezenie przeptywu fazy ruchomej przez kolumne klasycznie pako-
wang o $rednicy 4-4,6 mm jest rzedu 0,8-2,0 ml/min oraz dla kolumny mono-
litycznej az do 5 ml/min. Od natezenia przeptywu zalezy sprawno$¢ rozdzie-
lania oraz ciSnienie na wlocie do kolumny. Bylina i wspotpracownicy
zauwazyli wplyw ciSnienia panujgcego w kolumnie na retencje podczas roz-
dzielania insuliny w warunkach izokratycznych [12]. Wzrost ci$nienia w ko-
lumnie o 1 bar powodowat wzrost czasu retencji biatka o 1-5 s. Ostatnio Gu-
iochon i wspotpracownicy [44] potwierdzili wystgpowanie tych efektow
i podjeli proby ich wyjasnienia. Najwazniejsze modyfikatory fazy ruchomej,
stosowane w uktadach faz odwréconych, zestawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Modyfikatory fazy ruchomej najczesciej stosowane w uktadach faz

odwroconych
Modyfikator [ Dziatanie (korzystne i niekorzystne) [ Literatura
Kwasne
Kwas tréjchloro- | - Eliminuje jonizacje ewentualnych wolnych grup siloksano- | [44-46]
octowy (TFA) wych;
- Cofa dysocjacje grupy karboksylowej na ,C-koncu” amino-
kwasu, co zwieksza hydrofobowo$¢ tej czesci peptydu;
- Powoduje wzrost polarnosci czasteczki przez tworzenie
kationu R-NH;" na ,N-koricu” peptydu [52];
- Dostarcza anionéw CF3;COQ’, ktére stanowig przeciwjon
dla ,N-koricowego” kationu amoniowego tworzgc z nim pare
jonowa;
- Powoduje solwatacje wigzan peptydowych, co ma zna-
czenie szczegolnie przy duzych peptydach i biatkach;
- Podwyzsza absorpcje swiatta przez eluent przy niskich
diugosciach fali swiatta w przypadku detekcji UV [53] - po-
garsza granice oznaczalnosci zwigzku;
- Najczesciej stosowane stezenie 0,05 - 0,13% (v/v), steze-
nie ponizej 0,075% moze prowadzi¢ do poszerzenia pikow i
obnizonej retencji peptydow, a powyzej 0,1% do hydrolizy
wigzan fazy stacjonarnej z powierzchnig zelu krzemionko-
wego;
H3PO, i jego so- | - Obnizenie retencji peptydéow (w poréwnaniu do dodatku | [40]
le (np. TFA, czy do braku H3PO4 lub jego soli);
(NH4)sPO,)
HFBA (kwas - Dziatanie podobne do TFA, jednak mniej selektywne; [41], [47]
heksa fluoro bu-
tyrowy)
HCOOH, - Dziatanie podobne do TFA, jednak mniej selektywne; [46]
CH;COOH, - Kwas solny powoduje jedynie protonowanie grupy karbok-
HCI sylowej ,C-konca” peptydu bez tworzenia pary jonowej na
.N-kofcu” zwiazku;
- Pewne podwyzszenie retencji, ale wptyw na retencje
mniejszy niz H3POy;
Zasadowe
NH;HCO; - Podwyzsza pH i zmienia nieco hydrofobowo$¢ peptydu /| [41]
biatka;
CH3;COONH,4 - Dziatanie podobne do NH,HCO; [50, 51]
Troéjetyloamina - Dodawana jednoczeénie z H3PO4 lub HCOOH w celu | [52, 53]
(TEA) zmiany pH;
- Blokuje wolne grupy hydroksylowe sorbentu, co moze
przyczyni¢ sie do polepszenia ksztattu pikow;

Wszystkie modyfikatory wymienione w tabeli 2 zmieniajg pH eluentu
i hydrofobowo$¢ czgsteczek rozdzielanych substancji przez solwatacje i two-
rzenie par jonowych. Modyfikatory kwasne majg na celu zmniejszenie stop-
nia kwasnej dysocjacji peptydu, a dodatki zasadowe eliminujg protonowanie
terminalnych grup NH; i powodujg dysocjacje grupy karboksylowe;j.
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ROZDZIELANIE PEPTYDOW | BIALEK
W UKLADACH JONOWYMIENNYCH

W chromatografii jonowymiennej jest zasada, ze substancje posiada-
jace tadunek elektryczny sg rozdzielane na kolumnie, ktéra ma na po-
wierzchni sorpcyjnej odwrotny tadunek elektryczny do substancji rozdziela-
nych. Grupy jonowe wymieniacza jonowego sg kowalencyjnie wigzane
z powierzchnig sorbentu i ich tadunki elektryczne sg kompensowane przez
jony obecne w eluencie (buforze). Po wprowadzeniu prébki do kolumny cen-
tra jonowe stabo zwigzane z eluentem, ulegajg wymianie na jony substanc;ji
rozdzielanych. Wykorzystuje si¢ okolicznosc¢, ze peptydy i biatka moga po-
siada¢ zaréwno tadunek dodatni, jak ujemny w zaleznoSci od pH buforu.
Podczas stosowania buforow o charakterze kwasnym, peptydy wystepuja
w postaci kationdw (zahamowanie dysocjacji grup karboksylowych i sproto-
nowanie grup aminowych oraz najbardziej polarnych grup NH, w potgcze-
niach peptydowych). W przypadku stosowania buforéw zasadowych, pepty-
dy i biatka wystepujg w postaci anionéw (sprotonowane grupy aminowe sg
zasadami wigzgcymi grupy hydroksylowe, a grupy karboksylowe sg zdyso-
cjowane, albo tworzg pary jonowe ze sprotonowanymi kationami zasado-
wych dodatkéw). Netto dodatni lub ujemny elektryczny tadunek peptydu /
biatka umozliwia jego zwigzanie z odpowiednimi centrami fazy stacjonarne;.
Z zastosowaniem gradientu soli lub niekiedy, dodatkowo zmiany pH buforu,
powoduje sie stopniowg elucje substancji zwigzanych z powierzchnig wy-
mieniacza jonowego.

Na retencje peptyddw i biatek w warunkach chromatografii jonowy-
miennej wptywajg gtéwnie cztery czynniki: sita jonowa eluentu, jego pH i po-
wierzchnia wtasciwa wymieniacza jonowego (gestoS¢ obsadzenia moleku-
tami wymieniacza jonowego), a takze rozktad wielkoSci poréw adsorbentu.
Zwiekszajac site jonowg eluentu obnizamy retencje peptydéw i biatek
w przypadku obu wymieniaczy, kationowych i anionowych. Zwigkszajac pH
buforu obnizamy retencje na kationitach, a podwyzszamy na anionitach
i odwrotnie - zmniejszajac pH buforu podwyzszamy retencje na kationitach,
a obnizamy na anionitach. Poszerzenie zakresu $rednic poréw w stosunku
do hydrodynamicznej Srednicy czgsteczek rozdzielanych biatek przyczynia
si¢ do podwyzszenia retencji w przypadku stosowania kationitéw [19]
i prawdopodobnie takze w przypadku anionitow.

Wzrost stopnia obsadzenia powierzchni jonitu grupami jonowymien-
nymi wptywa, oczywiscie, na wzrost retencji w konkretnych warunkach roz-
dzielania. Jednak, do rozdzielania peptyddw i biatek w warunkach chroma-
tografii elucyjnej nie sg zalecane wymieniacze jonowe o bardzo wysokim
stopniu nasycenia powierzchni sorpcyjnej grupami jonowymiennymi, w prze-
ciwienstwie do chromatografii jonowymiennej w warunkach selektywnej
sorpcji — desorpcji jonowymiennej, gdy pojemno$¢ jonowa wymieniacza jo-
nowego powinna by¢ mozliwie jak najwyzsza.

W zaleznoSci od wiasciwosci rozdzielanych peptydow / biatek, dobiera
si¢ odpowiedni wymieniacz jonowy. Stosuje si¢ wiele rodzajow kolumn jo-
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nowymiennych, réwnorzgdnie kationowymienne i anionowymienne. Oba
wymieniacze jonowe mogg by¢ stosowane w wariantach stabym i mocnym.
W przypadku mocnych wymieniaczy jonowych wszystkie grupy funkcyjne sg
w szerokim zakresie pH w postaci zjonizowanej i powinowactwo jonowe ko-
lumny jest mato zalezne od pH eluentu, ale retencja peptydéw od pH eluentu
zalezy silnie, poniewaz w zaleznosci od pH ich czasteczki sg w réoznym
stopniu zjonizowane.

Jako kationity stosowane sg kolumny ze zwigzanymi na powierzchni
sorpcyjnej ligandami alkilo-, albo arylo- sulfonowymi: R-SO;  (mocne wymie-
niacze, np. Fractogel SO;, Cellufine sulfate, SP), karboksylowymi R-COO
(stabe wymieniacze, np. Fractogel COO, Toyopearl), a takze inne polimery
o stabo kwasnych grupach funkcyjnych, takie, jak Sepharoza czy Spherodex
[19,55,56]. Na rys. 3 przedstawiono przyktad rozdzielania 6 peptydéw z za-
stosowaniem kolumny kationowymienne;.

4

L8] minutes 40

Rys. 3. Przyktad rozdzielania matych peptydéw z zastosowaniem chromatografii jonowymien-
nej. Kolumna: Vydac 400VHP5410, 100x4,6 mm (5 pm); Eluenty: A — 20 mM TEAP in 50%
AcCN, pH 2; B - 100 mM NaClO, in A; Program eluciji: 0 - 50 min, 0 - 100% B, v=1,0 ml/min,
Detekcja: UV 220 nm; 1 - Oxytocin, 2 - Eledoisin related peptide, 3 - Neurotensin,
4 - Angiotensin Il, 5 - Bradykinin, 6 - Angiotensin | [56]

Jako anionity stosowane sg kolumny o ligandach w postaci grup alki-
lo-, albo arylo- amoniowych, np. mocny wymieniacz z grupami trimetyloami-
noetylowymi (TMAE), $rednio mocny wymieniacz z grupami dietyloaminoety-
lowymi (DEAE), oraz staby wymieniacz z grupami dimetyloaminoetylowymi
(DMAE) [55,57]. Ligandy jonowymienne najczesciej osadzone sg na matry-
cy, ktérg moze by¢ kopolimer styrenu-divinylobenzenu, zywica syntetyczna,
poliweglowodany, poliamidy, a niekiedy polimery nieorganiczne. Na rys. 4
zamieszczono przyktad wynikéw rozdzielania czterech biatek w kolumnie
anionowymiennej.
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Rys. 4. Przyktad rozdzielania biatek za pomocg chromatografii anionowymiennej Kolumna:
Vydac 300VHP575, 50x7,5 mm (5 pm); Eluenty: A- 10 mM kwas CHES-2-(-cykloheksyloamino)
etanosulfonowy / TEA, pH 9,53; B- 0,5 M NaCl w A; Program elucji: 0 - 20 min, 0 - 100% B,

1 - Bovine carbonic anhydrase (pl 7,3), 2 - Conalbumin (pl 6; 6,3; 6,6), 3 - Ovalbumin (pl 4,7),
4 - Soybean trypsin inhibitor (pl 4,5) [56]

W przypadku wigkszoSci komercyjnie stosowanych kolumn jonowy-
miennych, stosunkowo mate grupy jonowymienne znajdujg si¢ na po-
wierzchni sorbentu. W takim przypadku tylko pojedyncze, ewentualnie kilka
jonowych grup peptydu / biatka zostaje zwigzane ze zlozem, z powodu
ograniczen przestrzennych. W wymieniaczach jonowych o ruchomych ligan-
dach (tzw. ,tentacle”), faricuchy czgsteczek wymieniacza jonowego sg kowa-
lencyjnie zwigzane z matryca. Sg to liniowe ftancuchy polimerowe z roziozo-
nymi wzdiuz taficucha grupami jonowymiennymi. llo$¢ grup jonowymiennych
jest znacznie wigksza niz na powierzchni klasycznego® wymieniacza
i w konsekwencji znaczgco wzrasta pojemno$¢ takich wymieniaczy wobec
peptydow i biatek. Elastyczno$¢ ruchomych ligandéw wymieniacza powodu-
je dodatkowo, Ze mogg sie one wigza¢ do czasteczek biatek bez odksztat-
cenia czgsteczek tych ostatnich. Ma to szczegdlne znaczenie dla uniknigcia
denaturacji w trakcie rozdzielania biatek o duzych masach molekularnych.

Podczas rozdzielania peptyddéw i biatek z uzyciem chromatografii jo-
nowymiennej regutg jest stosowanie krotkich kolumn o duzych $rednicach.
Zalecane sg kolumny o dtugo$ciach od 5 cm (szczegolnie w metodach sorp-
cyjno - desorpcyjnych) do 25 cm (dla warunkéw jonowymiennej chromato-
grafii elucyjnej) i o Srednicach 5-26 mm lub wyzszych.
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UKLADY ADSORPCYJNE | ADSORPCYJNO-JONOWYMIENNE
FAZ NORMALNYCH

Uktady chromatograficzne faz normalnych nie znajdujg tak szerokiego
zastosowania do rozdzielania peptyddéw i biatek jak uktady faz odwrdconych
i jonowymienne. Yoshida i Okada [23] wykonali badania przydatnosci do
rozdzielania peptydow kilku réznych wypetnient w uktadach faz normalnych.
Stwierdzili przydatno$¢ kolumn wypetnionych zwigzanym z zelem krzemion-
kowym sorbentem amidowym i diolem w warunkach elucji gradientowej
AcCN - H;0, z rosngcym udziatem wody w trakcie programu elucji i z zasto-
sowaniem kwas$nych modyfikatoréw fazy ruchomej (TFA albo TFA+TEA),
zwiekszajacych retencje peptydéw (rys. 5 — poréwnanie rozdzielania 10 pep-
tydéw na kolumnie amidowej i diolowej z réznymi dodatkami do eluentu)
[23]. Odrzucili kolumny napetnione sorbentem aminowym (NH;) i nitrylowym
(CN) jako nieprzydatne do rozdzielania peptyddéw oraz kolumny z Zelem
krzemionkowym jako powodujgce obnizenie stopnia odzysku peptydéw [23].

Jednakze, nalezy zaznaczy¢, ze zastosowane warunki rozdzielania
w wyzej wymienionych badaniach uniemozliwiajg przewazanie efektu ad-
sorpcyjnego mechanizmu charakterystycznego dla NP-HPLC. Zastosowanie
bardzo polarnego eluentu prowadzi do mechanizmu rozdzielania charakte-
rystycznego dla Chromatografii Oddziatywan Hydrofilowych (HILIC).

Do rozdzielania biatek i peptydéw zastosowano tez z powodzeniem
kolumny wypetnione hydroksyapatytem, wykorzystujac jednocze$nie ad-
sorpcyjne i stabe jonowymienne oddziatywania.
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Rys. 5. Poréwnanie rozdzielania peptydéw na kolumnie aminowej (1) i DIOL (Il) z innymi dodat-
kami do eluentéw [23] Kolumna | - TSK gel Amide-80 250x4.6 mm, Kolumna Il — TSK gel OH-
120 250x4,6 mm; Eluent: (A) A - AcCN-H,0 97:3 + 0,1% TFA, B — AcCN-H,0 55:45 + 0.1%
TFA (B) A - AcCN-H,0 97:3 + 0.1% TFA+TEA, B — AcCN-H,0 55:45 + 0.1% TFA+TEA,
(C) A - AcCN-H,0 97:3 + 0.2% TFA+TEA, B — AcCN-H,0 55:45 + 0.2% TFA+TEA; Program
elucji: 70 min liniowo gradient H,O od 3 to 45% (0.6% H,O/min), T=40°C, v=1.0 ml/min.
Detekcja UV 215 nm; 1 - FY, 2-FGGF, 3 - FLEEI, 4 - DYMGWMDP-NH,, 5 - NFTYGGF,

6 - AGSE, 7 - WAGGDASGE, 8 - YGGFMTSQKSQTPLVT, 9 - ASTTTNYT,

10- VLS EGEWQLVLHVWAKVEAD\{AGHGQDILI-RLFKSHPETLEKFDRFKHLKTEAEM”

( )M-homoserine)
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CHROMATOGRAFIA ZELOWA

Chromatografia wykluczania (SEC), zwana réwniez chromatografig
zelowg (GPC), znajduje ogromne zastosowanie w separacji peptydéw
i biatek oraz do odsalania. Bazuje na wykorzystaniu réznicy wielkoSci
i ksztattu, a w konsekwenciji réznic w warto$ci efektywnego promienia hydro-
dynamicznego rozdzielanych substanciji. Molekuly o réznych rozmiarach
w réznym stopniu penetrujg pory sorbentu. Mate czgsteczki sg w wiekszym
stopniu zatrzymywane w kolumnie, a duze sg szybciej eluowane. SEC ma
zastosowanie do rozdzielania peptydéw i biatek o masie molowej w zakresie
2 do 1000 kDa. Technika ta moze by¢ stosowana do wyznaczania masy mo-
lowej biatek. Jednak nie tylko masa czasteczkowa, ale rowniez ksztatt cza-
steczki biatka oraz oddziatywania sorpcyjne, trudne do catkowitego wyelimi-
nowania majg wplyw na retencje, dlatego tez konieczna jest staranna
kalibracja przy uzyciu odpowiednich biatek kalibracyjnych.

Duzego znaczenia nabieraja, ostatnio, ztoza SEC wykonane w tech-
nologii ruchomych ligandow, ,tentacle” (podobnie jak w przypadku zt6z jo-
nowymiennych). Rozmiary pordéw i ich rozktad gwarantujg rozdzielenie biatek
zgodnie z wielkoscia i ksztattem czasteczek. ,Dynamiczne” ligandy uniemoz-
liwiaja matym czgsteczkom wnikniecie wewnatrz poréw, a wieksze molekuty
majg utrudniong gtebszg penetracje [57].

SEC jest szczegdlnie uzyteczna jako poczatkowy etap frakcjonowa-
nia, do izolacji duzych ilosci zanieczyszczen, lub jako koricowy etap rozdzie-
lania oczyszczonych biatek, tzw. ,polishing step”.

Nalezy tez zwr6ciC uwage na szczegolng przydatno$¢ chromatografii
zelowej do odsalania peptyddw i biatek. Do tego celu stosuje sie czesto, cia-
gle jeszcze, tzw. miekkie sita molekularne. Coraz wieksze znaczenie majg
s<twarde” wypetnienia kolumn w tych zastosowaniach, takie jak DIOL [58],
a takze szkta porowate o zdezaktywowanej powierzchni (rys. 6 — przyktad
analizy mieszaniny biatek z wykorzystaniem GPC-DIOL).

128



[95] 05149 eiuwinioy eu Natelq eulforiqiey emAZIy g "wu 08z AN efoyeleq ‘ulwy/jw G'0=m 'Z'/ Hd ‘|DBN INW 00E + *Od°HEeN
AW 0} :3uen|3 ((wrlg) ww g1X00E ‘052 101A - DdDOIF ‘BuUWN|OY ~JOIA SIUWN|0Y BU X3telq elue|aizpzol pepAzid v "9 sAy

{Nw) 3L
Py EF 2 B Oy & B £ 9
T T T T Y T T T — 0% g
ENERN
{NIw) 3L
o€ Sl (] [ 0
| | | |
8
-0v
t ¥
06 L
59 SRITY WNIPOS '8
00s'2 1 uigoiEoAp 2
3 000'st ulngeAs 9
000' 48 wSH 5
‘g 0o0'0s 1 (y0f) S| ¢
. 000’025 2SEPISOPREOY T
409 g € 000'589 uigafolAyL g
000'006  (snow] WA paylng |
[EU0yeq) WBEy RIS Apuap) jead
uBem (WU 057) AN HoREE]
ABIN28|0W S0 WYy Bunjeaacua]
U £ | 3l A04
54 HO ' pOdHZEN 70 B3Eud alInop
1 J 1 L | ] 1 1 H ol

129



CHROMATOGRAFIA ODDZIALYWAN HYDROFOBOWYCH
(HIC - HYDROPHOBIC INTERACTION CHROMATOGRAPHY)

Nalezy zwrdciC tez uwage na duze znaczenie chromatografii oddzia-
tywan hydrofobowych (HIC), zaréwno do wstepnego monitorowania sktadu
biatkowego badanego materiatu biologicznego, jak i do zastosowar prepara-
tywnych [59,60]. Proces rozdzielania opiera sie na hydrofobowych oddziaty-
waniach pomigdzy hydrofobowym ligandem zwigzanym z fazg stacjonarng
a niepolarnym regionem na powierzchni biomolekuty. Te hydrofobowe od-
dziatywania sg zwiekszane przez obecno$¢ soli w eluencie, powoduje ona
odstoniecie hydrofobowej czesci biatka przez zakiécenie utozenia czgste-
czek wody wokot biatka [61].

Fazy stacjonarne stosowane w chromatografii oddziatywan hydrofo-
bowych to sorbenty typu C3-, C4-, C5-, albo C6- wigzane najczeSciej z sie-
ciowang agarozg lub syntetycznym kopolimerem o odpowiednim zakresie
wielkosci poréw (300 A, albo wigksze). Proces rozdzielania wykonuje sig
przy malejagcym gradiencie stezenia soli podczas elucji (rys. 7). Rodzaj soli
i jej stezenie znaczaco wplywa na oddziatywania hydrofobowe pomiedzy
biatkiem a hydrofobowym adsorbentem.

Jednakze, stezenie soli stosowane podczas rozdzielenia powinno byé
nieznacznie nizsze od ,punktu wysalania” czasteczki biatka. Co wigcej sze-
reg Hofmeistera zestawia sole wedtug zdolnoSci wysalania biatka:
(NH,;).S0O4> KH,PO,> Na,HPO,> Na,SO,> CH;COOK> CH3;COONa> NaCl.

= 100
\ 3

o 4

E 2 "

<

uy

£

[FE)

= 450 %

= 32

[==]

("<

S

W

m

) L U b\\\
L | 1 | 1 1 ! o

o ) 26 36 a0

TIME (min)

Rys. 7. Rozdzielanie 1. Cytochromu c, 2. Mioglobiny, 3. B-Laktoglobuliny, 4. Rybonukleazy A,
5. Lizozymu, 6. a-Chymotrypsyny, 7. Chymotrypsynogenu A; na kolumnie YMC-Pack HIC
4,6x250 mm; Eluent: A— 2.0 M (NH4),SO4 + 0.1 M KH,PO4 pH 6,8; B— 0.1 M KH,PO,
pH 6,8; Program elucji: 0-100% B w 30 min; v=1.0 mil/min. Detekcja UV 254 nm; [60]

Temperatura i pH buforu rowniez wplywajg na oddziatywania biatek
z fazg stacjonarng. Ze wzrostem temperatury wzrasta retencja biatka [63],
wplyw pH na biatko jest bardziej ztozony. Przypuszczalnie oddziatywania
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hydrofobowe s3 silniejsze, gdy pH buforu znajduje sie blisko punktu izoelek-
trycznego biatka [64]. Gtdwng zaletg chromatografii oddziatywan hydrofobo-
wych (HIC) do rozdzielania biatek i peptydéw jest zachowanie aktywnoSci
biologicznej czgsteczek przez co rozdzielanie jest mniej destrukcyjne niz
w przypadku uktadu faz odwréconych (RP-HPLC). Jednakze, nie wszystkie
biatka obecne w badanej prébce zawsze zostajg rozdzielone, zatem nie
mozna metody HIC traktowaé jako ,panaceum separacyjne”. Nalezy zawsze
jg bra¢ pod uwage, gdy konieczne jest rozdzielanie biatek i peptydow o wy-
sokich masach molekularnych (powyzej 50 tys. Daltonow).

CHROMATOGRAFIA WIELOWYMIAROWA

Obecnie, identyfikacja i oznaczanie biatek w ztozonych mieszaninach
biatkowych jak w przypadku analizy proteomu komoérkowego jest czesto
osiggana poprzez potaczenie réznych metod separacyjnych takich jak SEC,
IEC, RP-HLC lub innych technik chromatograficznych [65, 66]. Wykorzysta-
nie jednego mechanizmu separacji jest bardzo czesto niewystarczajgce.
Sprawno$¢ separacji moze zosta¢ polepszona poprzez potaczenie réznych
rodzajow kolumn chromatograficznych badz poprzez wykorzystanie réznych
konfiguracji analitycznych. Najcze$ciej wielowymiarowa separacja obejmuje
dwie badz wiecej techniki rozdzielania podczas jednej analizy.

Podstawowe wymagania zostaty poczatkowo zasugerowane w pracy
Giddings’a na temat wielowymiarowej separacji biatek [67]. Dla dwuwymia-
rowej separacji mozna zastosowacC chromatografi¢ jonowymienng (zazwy-
czaj kationowymienng) [68, 69], SEC lub chromatografie powinowactwa [70,
71] w potaczeniu z RP-HPLC. Opiteck i inni [72,73] potaczyli chromatografie
z silnym wymieniaczem kationowym lub SEC z RP-HPLC by frakcjonowa¢
catkowite lizaty bakterii Escherichia coli. W przyblizeniu wyizolowano 450
biatek. ldentyfikacja 14 z nich byta przeprowadzona przy uzyciu spektrome-
trii mas (MS) i sekwencjonowania Edmana.

PROTEOMIKA

Proteomika jest nowo powstajgca dziedzing naukowsg. Jej celem sa
badania w duzej skali nad sktadem biafek, ich charakterystyka (na przyktad
modyfikacje posttranslacyjne) i oddziatywania pomiedzy biatkami (réwniez
z innymi biomolekutami takimi jak lipidy badz kwasy nukleinowe) w zywych
komérkach bgdz catych organizmach. W proteomice podczas badan ztozona
mieszanina biatkowa musi zostaé rozdzielona na pojedyncze biatka (lub
okre$lone grupy biatek) zanim zostanie strawiona do formy peptydéw w celu
umozliwienia identyfikacji MS (ryc. 8).

W badaniach w proteomice czg¢sto stosowana jest dwuwymiarowa
elektroforeza zelowa jako wstepna technika do frakcjonowania, jak rowniez
do okreSlania masy molekularnej i punktu izoelektrycznego rozdzielonych
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zwigzkéw. Potaczenie elektroforezy kapilarnej z chromatografia w uktadzie
faz odwrdconych jest rowniez wazne. Chromatografia cieczowa jest uzywa-
na gtdéwnie w celu identyfikacji i oznaczania peptydéw o matej masie, ktore
bardzo trudno rozdzieli¢ za pomoca elektroforezy zelowej. Co wigcej do roz-
dzielania peptydow i biatek za pomocg HPLC czesto wykorzystuje sie pota-
czenie z spektrometrem mas (HPLC-MS) badz z tandemowym spektrome-
trem mas (HPLC-MS/MS). Techniki te sg wykorzystywane w proteomice do
identyfikacji biatek i oznaczania ich struktury. Okreslenie struktury badz iden-
tyfikacja danego biatka jest osiagana poprzez trawienie trypsyng w doktad-
nie kontrolowanych warunkach (tworzenie map peptydowych po trawieniu
trypsyna), a nastepnie przez ustalanie rodzaju wygenerowanych w ten spo-
s6b peptydéw i ich wzajemnych proporciji.

BIOLOGICAL

SPECIMENT

« N

PROTEIH AFFIHITY
EXTRACTIOH PURIFICATIOH
COMPLEX PROTEIN MULTIPROTEIN
MIXTURE COMPLEX
EHZYMATIC
DIGESTION
v
PEPTIDES
LC gradient elution
or LCAC
MASS
SPECTROMETRY
DATA *
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< > DATA
AHALYSIS
PROTEIH
IDENTYFICATION

Rys. 8. Ogolny schemat przedstawiajgcy przebieg procesu analizy
w proteomice materiatu biologicznego
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Rozdzielanie chromatograficzne strawionych peptydéw jest prowa-
dzone z zastosowaniem kolumnowej chromatografii cieczowej w warunkach
elucji gradientowej. Tak zwane wielowymiarowe ukfady chromatograficzne
z systemem przetaczania kolumn sg czesto wykorzystywane. Na rysunku 9
chromatogram obrazuje przyktad rozdzielania peptydéw uzyskanych z kaze-
iny po trawieniu trypsyng [74]. Produkty strawienia stuzg jako ,odcisk palca”
analizowanego biatka.

Poprzez potaczenie stworzonych map peptydowych po trawieniu
trypsyna z odpowiednimi bazami danych biolodzy i biotechnolodzy niedawno
uzyskali bardzo skuteczne narzedzie identyfikacji oparte na technikach
HPLC i MS.

Lot Mo

; [ | | I |
10 20 0 40 min

Rys. 9. Przyktad rozdzielania peptydéw powstatych po trawieniu trypsyng kazeiny na kolumnie
Jupiter proteo 90 A column [72]

CHROMATOGRAFIA POWINOWACTWA
(AFFINITY CHROMATOGRAPHY)

Bardzo szerokie zastosowanie do rozdzielania biatek znajdujg szcze-
golnie selektywne metody chromatografii powinowactwa (Affinity Chromato-
graphy). Ta technika jest przede wszystkim wykorzystywana do specyficz-
nych zastosowan i do biatek o konkretnych wiasciwoSciach. Jedynie tzw.
chromatografia metalopowinowactwa [10,75] ma do$¢ ogdlne zastosowanie
do rozdzielania biatek i peptyddéw posiadajgcych atomy siarki w czgsteczce.
W innych zastosowaniach chromatografii powinowactwa metody postepo-
wania sg czgsto zalezne od enzymatycznych lub koenzymatycznych wtasci-
wosci wyodrebnianych biatek. Mimo stosowania nazwy ,chromatografia po-
winowactwa”, metody powinowactwa winny byé¢ raczej zaliczane do grupy
metod selektywnej chemisorpcji niz do metod chromatograficznych. Chroma-
tografia powinowactwa zostanie szerzej omoéwiona w nastepnej pracy.
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METODY DETEKCJI W CHROMATOGRAFII PEPTYDOW | BIALEK

Do oznaczania obecno$ci i stgzenia peptydow i biatek w eluacie wy-
ptywajacym z kolumny chromatograficznej wykorzystywane sg najczeSciej
detektory spektrofotometryczne w zakresie nadfioletu UV, albo w zakresie
widzialnym VIS. Oznaczenie biatek i peptydéow moze zostaé utatwione po
zastosowaniu tzw. derywatyzacji postkolumnowej ninhydryng. Detektory UV
stosuje si¢ w zakresie 215 nm, gdy rozdzielane peptydy zawierajq jedynie
chromofory pochodzace od wigzan peptydowych. Gdy w czasteczkach pep-
tydéw zwarte sg struktury aromatyczne, albo mostki disiarczkowe, wykorzy-
stuje sie wyzsze dtugosci fali (260-280 nm).

Gdy rozdzielane peptydy / biatka wystepuja w Sladowych stezeniach
wykorzystuje sie fluorescencje stosujac detektor fluoroescencyjny FLD. Zja-
wisko fluorescencji moze zosta¢ wykorzystane do oznaczania i identyfikaciji
peptyddw i biatek dzigki postkolumnowemu, albo prekolumnowemu zasto-
sowaniu odczynnika derywatyzujacego). Jako odczynniki derywatyzujace
stosuje si¢ rozne zwigzki lub mieszaniny zwigzkoéw, np. kwas jodooctowy
z aldehydem o-ftalowym i 2-merkaptoetanolem [76], 6-aminoquinolyl-N-
-hydroksysuccinimidyl carbamate, czy dialdehyd o-ftalowy [16]. Detektory
fluorescencyjne sg bardzo specyficzne wiele razy czulsze od detektoréw
spektrofotometrycznych.

Coraz powszechniej wykorzystywane sg spektrometry mas w potg-
czeniu z kolumnowg chromatografia cieczowa (LC-MS Ilub przewaznie
z tandemowym spektrometrem mas LC-MS-MS) szczegdlnie do detekciji
i oznaczenia masy molekularnej matych peptyddéw i fragmentéw biatek o ni-
skim stezeniu w badanej prébce [77], szczegdlnie w burzliwie rozwijajace;
si¢ proteomice. Zastosowanie w analityce Sladowych zawartosci peptydow
znajdujq tez detektory elektrochemiczne [78].

PODSUMOWANIE

Przez wiele lat wykorzystywania chromatografii cieczowej do rozdzie-
lania peptydow i biatek udato sie opracowac¢ szereg metod rozdzielania tych
substancji i roznych sposobdw wptywania na ich retencje. Dotychczas nie
sformutowano ogélnych regut racjonalnego doboru warunkéw rozdzielania
w zaleznosci od struktury czasteczek rozdzielanych peptydow i biatek. Elek-
troforeza zelowa nie jest odpowiedniag technikg do separacji peptydéw o ni-
skich masach molekularnych, a elektroforeza kapilarna nie jest do konca
wdrozona do zastosowan dla peptydow i biatek, a szczegdlnie nie jest przy-
datna do zastosowan preparatywnych.

W konsekwencji metody chromatografii cieczowej pozostajq jedyna
uniwersalng metodq rozdzielania wszystkich mieszanin peptydéw i biatek.
Metody chromatografii cieczowej sa szczegodlnie przydatnymi narzedziami
do rozdzielania i oznaczania peptydow i biatek, a szczegdlnie peptydow
0 niskich masach czasteczkowych, co wiecej sg nieocenione w procesie roz-
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dzielania tych substancji w skali preparatywnej i przy ich przemystowej pro-
dukgiji.
Jednakze z powodu skomplikowanej budowy biatek, ich zachowanie
podczas procesu rozdzielania bywa czesto dalekie od regut i pogladdéw.
Préba opracowania ogélnych regut zaleznoéci retencji tych substanc;ji
od warunkéw rozdzielania w wybranych uktadach chromatograficznych jest
przedmiotem aktualnie prowadzonych badarn autoréw niniejszej pracy.
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