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.:” Lr W chromatografii fazy odwrdoconej podstawa jest
oddzialywanie hydrofobowych obszarow czasteczek bialkowych oraz ligandu, ktére trwale

sa umocowane na powierzchni odpowiedniego nosnika. Hydrofobowe ligandy stosowane
w technice RPC sa znacznie gesciej rozmieszczone na powierzchni nosnika, niz w ztozach
do chromatografii oddzialywan hydrofobowych (HIC) [1], [12].

W technice RPC zazwyczaj wykorzystuje sie ligandy alkilowe, ktorych tancuchy zbudowane sa z 4 do
18 atomoéw wegla (C4 - C18). W konsekwencji zastosowania wlasnie takich ligandéw dochodzi do
bardzo silnego i wielopunktowego wigzania biatek. Do elucji biatek wymagane jest zastosowanie
niepolarnych rozpuszczalnikow, co niestety moze by¢ przyczyna zajscia nieodwracalnych zmian
aktywnosci biologicznej duzych czasteczek biatkowych. Tak wiec, chromatografia fazy odwrdcone;j
ma ograniczone zastosowanie, a mianowicie nie uzywa sie jej do preparatywnej chromatografii
enzymoOw i receptorow biatkowych, z kolei metoda ta znalazta bardzo szerokie zastosowanie
praktyczne w przypadku matoczasteczkowych zwiazkow organicznych (zaréwno w skali analityczne;
jak i w preparatywnej), [1], [12].

Zloza do chromatografii fazy odwrdconej

Ztoza do RPC wykonywane sa w odmianach przeznaczonych dla chromatografii HPLC
(wysokocisnieniowej). Kolumny wypelnione tymi zlozami moga procowaé¢ albo w technice
izokratycznej, albo w gradientowej.

Technika izokratyczna polega na dostarczaniu przez system pomp solwentu, ktéry nie ulega zmianie
w czasie rozdziatu. W technice gradientowej sktad solwentu ulega zmianie w trakcie trwania
rozdzialu, przy czym kazda zmiana jest bardzo doktadnie kontrolowana. W zaleznosci od
zastosowanej techniki (gradientowej czy izokratycznej) otrzymuje sie rézne wyniki separacji
makromolekut, na co wplyw majg odmienne procesy zachodzace w obrebie kolumny
chromatograficznej w trakcie rozdziatu. Metode gradientowa mozna podzieli¢ na dwa etapy:

- w pierwszym zachodzi sorpcja makromolekut na hydrofobowym ligandzie, a warunki sorpcji
dobierane sa w taki sposéb, by zapewnic¢ najlepsza ekspozycje hydrofobowych obszaréw na
powierzchni separowanych makromolekut. W przypadku biatek kolumna zazwyczaj zréwnowazona
jest za pomoca zakwaszonej wody. W dalszym etapie przemywa sie kolumne za pomoca solwentu
startowego (co ma na celu usuniecie nieswoiscie zaadsorbowanych czasteczek).

- w drugim etapie metody, system pomp dostarcza eluent charakteryzujacy sie narastajacym
stezeniem niepolarnego rozpuszczalnika organicznego. W tym celu mozna zastowac¢ m.in. :
metanolu lub acetonitryl. Na tym etapie, faza ruchoma staje sie bardziej atrakcyjnym srodowiskiem
dla zaadsorbowanych na unieruchomionym ligandzie czasteczek - dochodzi do zmiany
preferowanej przez separowane czasteczki fazy : z fazy nieruchomej na ruchoma. To wtasnie ten
proces okreslono : ,odwracaniem faz” [12].



Selektywnos¢ eluowania czasteczek zalezy od szybkosci narastania gradientu stezenia solwentu
niepolarnego: im wolniej zachodzi proces formowania gradientu, tym selektywnos$é¢ rozdziatu
czasteczek jest wieksza. Automatycznie dochodzi do wydtuzenia czasu trwania procesu separacji.
W celu poprawy selektywnosci (bez zmiany czasu trwania catego rozdziatu) stosuje sie metode z tzw.
gradientem nieliniowym badZ metode ze zréznicowana szybkoscia zmian gradientu w réznych
odcinkach czasu. Do zalet metod gradientowej nalezy mozliwos¢ tatwego uzyskania informacji
o stezeniu niepolarnego solwentu (co jest niezbedne do elucji z kolumny interesujacej nas czasteczki)
[12].

Gdy znamy stezenie niepolarnego solwentu mozemy tak ustawi¢ program chromatografii, by
w mozliwie krétkim czasie uzyskac stezenie bedace nieco ponizej stezenia niezbednego do elucji, a w
dalszym etapie procesu bardzo powoli dochodzi¢ do warunkéw wymywania danej czasteczki
z kolumny [12].

Zalety chromatografii fazy odwroconej(RPC):

- w technice gradientowej nie ma ograniczen co do objetosci probki nanoszonej na kolumne, a takze
co do stopnia rozcienczen danej probki

- mozliwo$¢é znacznego skrdcenia czasu rozdziatu (praca w technice izokratycznej)

- technika chromatografii fazy odwroconej pozwala na odsalanie i zatezanie probki

- technika charakteryzuje sie wysoka rozdzielczoscia i selektywnoscia [2].

Wady RPC:

- stosowanie bardzo kosztownych solwentéw charakteryzujacych sie najwyzsza czystoscia
- niektdre stosowane solwenty moga degradowac biomolekuty
. ograniczony wybdr solwentéw [2].

Rozdzial chromatograficzny krétkich peptydéw (wyodrebnianych z hydrolizatu fibrynogenu)
[31, [12].

Zasada metody:

Trawienie enzymatyczne biatek prowadzi do powstania licznych produktéw rozpadu. Wsréod tych
fragmentéw znajduja sie takze krétkie peptydy, dla ktérych okreslenie sktadu oraz wtasciwosci
mozliwe jest jedynie po ich wyodrebnieniu z otrzymanej po trawieniu mieszaniny. Metoda izolacji
krotkich peptydow zazwyczaj sktada sie z dwdch etapow:

- W pierwszym etapie za pomoca filtracji zelowej oddziela sie mate peptydy od tych wiekszych
(fragmentow tancuchéw polipeptydowych trawionego biatka).

- w drugim etapie za pomoca chromatografii fazy odwréconej mozliwe jest frakcjonowanie peptydow
wykorzystujac w tym celu réznice ich hydrofobowosci [3], [12].

Wykonanie:

Wszystkie bufory i probki stosowane w chromatografii HPLC musza by¢ filtrowane (filtry
o porowatosci od 0,45 do 0,6 pm) [3].



Trawienie fibrynogenu:

Fibrynogen (o stez. 10 mg/ml) nalezy podda¢ dializie wobec PBS w temperaturze 4st.C przez 3
godziny. Nastepnie, do prébki doda¢ plazmine - do koficowej aktywnosci 0,5U/ml. Prowadzi¢
inkubacje probki w temp. 37st.C przez kolejne 3 h. Trawienie nalezy zastopowa¢ poprzez dodanie
trasylolu (500 kU/ml). Uzyskany w ten sposéb materiat zastosowac nastepnie do filtracji zelowej [3],
[12].

Filtracja zelowa hydrolizatu fibrynogenu:

Nalezy odwazy¢ 4,5g ztoza Sephadex G-50 Fine, zala¢ woda i pozostawi¢ zel do napecznienia (ok. 30
minut). Po uptywie 30 min, zebra¢ supernatant znad napecznialego zelu, po czym ponownie zala¢ go
20 ml wody. Odczeka¢ ok. 10 min i zebra¢ supernatant wraz z zawiesing bardzo drobnych
fragmentow zelu. Czynnosc¢ te nalezy powtorzy¢ 3 razy, zamiast wody uzy¢ bufor PBS. Przygotowane
ztoze upakowaé¢ w plastikowej kolumnie o srednicy 1cm i dlugosci 60 cm. Nastepnie, na kolumne
nanies¢ ok. 1 ml strawionego wczesniej fibrynogenu (nie wiecej niz 3% objetosci kolumny). Po
wniknieciu probki w ztoze przez kolumne przepusci¢ bufor PBS- przez caly czas nalezy zbiera¢ 5 ml
frakcje, w ktérych za pomoca metody spektrofotometrycznej (przy A=280nm) nalezy monitorowac
zawartos$¢ biatka [3], [12].

Rozdzial nalezy prowadzi¢ az do momentu przepuszczenia przez kolumne ok. 500 ml buforu PBS (tj.
10-krotnej objetosci kolumny). PO rozdziale nalezy narysowac wykres zaleznosci gestosci optycznej
od objetosci elucji (wykres chromatograficzny), na ktérym nalezy zaznaczy¢ ostatni jego szczyt.
Wszystkie zebrane eluaty zawierajace nisko czasteczkowe peptydy polaczyé razem, nastepnie
rozdzieli¢ na 1-mililitrowe frakcje (porcje) i zamrozi¢. Na koniec przez kolumne chromatograficzna
przepusci¢ 100 ml buforu PBS z dodatkiem 0,01% azydku sodu. Kolumne przechowywac
w temperaturze pokojowej - pilnujac, by nie doprowadzi¢ do wyschniecia ztoza [3], [12].

Rozdzial chromatograficzny peptydow

Do witasciwego rozdziatu peptyddéw nalezy stosowa¢ gradientowy system wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Kolumne C18 zréwnowazy¢ woda z dodatkiem 0,1% TFA. Przeplyw
ustawi¢ na 1 ml/min, z kolei detektor ustawi¢ na A=280 nm. Material (probke), ktéra ma isc do
analizy nalezy przefiltrowac¢ przez filtr o srednicy poréw rownej 0,45 um, nastepnie naniesc 1 ml
filtratu. Program chromatograficzny przygotowac z liniowo narastajacym gradientem acetonitrylu
z dodatkiem 0,1% TFA w granicach 0-100% w czasie 20 minut. Narastanie stezenia acetontrylu
uruchomic¢ po ok. 5 minutach od momentu nastrzykniecia probki. Za pomoca kolektora nalezy
zbiera¢ 1-mililitrowe frakcje , a nastepnie na podstawie chromatogramu uzyskanego w integratorze
zidentyfikowac frakcje zawierajace oczyszczone peptydy, po czym przeznaczy¢ je do dalszej analizy.
Kolumne po rozdziale zrownowazy¢ 20% roztworem acetonitrylu i przechowywa¢ w temperaturze
pokojowej [3], [12].

Oznaczanie lekow w plynach fizjologicznych- metody analityczne [4], [12].

Paracetamol (tac. Paracetamolum) - N-acetylo-p-aminofenol- nalezy do silnych lekéw
przeciwbdlowych . Zaliczany jest do pochodnych acetanilidu. W handlu paracetamol znajduje sie od
1955 roku, z kolei w Polsce stat sie popularny w latach 90. XX wieku, wypierajac tym samym z rynku
powszechnie znany i czesto uzywany lek przeciwgoraczkowy znany jako piramidon [5]. Paracetamol
ulega metabolizowaniu tj. nieuczynnieniu w watrobie w wyniku 2 reakcji: sprzegania oraz utleniania.

Na drodze sprzegania paracetamolu z reszta kwasu siarkowego i glukuronowego powstaja



nieaktywne i nietoksyczne metabolity: siarczany (30%) i glukuroniany (50%). Zwiazki te nie ulegaja
zwrotnemu wchianianiu w kanalikach nerkowych przez co sa wydalane wraz z mocze [6]. Okoto 5%
paracetamolu zostaje wydalone w postaci niezmienionej przez nerki. W 5% do 20% dochodzi do
metabolizmu zaleznego od uktadu enzymatycznego cytochromu P450, a gléwnie przez jego izoforme
znana jako CYP2E1( rzadziej przez izoformy CYP1A2 i CYP3A4). Enzymatyczne utlenianie niewielkiej
ilosci paracetamolu (3%) przy udziale CYP2A6 i CYP2B1 prowadzi do powstania
3-hydroksy-paracetamolu, ktory po metylacji sprzegany jest z wytworzeniem glukuronianéw
i siarczanéw wydalanych w moczu [4], [6], [12].

N

O

CHsj

HO

Zdjecie: Wzor paracetamolu,
http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---A/Acetaminophen---Paraceta
mol.htm, ChemAxon.com/Marvin

W wyniku reakcji utleniania paracetamolu przy udziale izoformy CYP2E1, ktéra jest obecna
w nerkach, powstaje toksyczny metabolit :N-acetylo-4-benzochinonoiminy (w skrocie NAPQI). NAPQI
jest bardzo silnym utleniaczem, ktory reaguje z grupami -SH w zredukowanym glutationie. To
wlasnie on odpowiedzialny jest za rozwdj ewentualnego ciezkiego zatrucia paracetamolem. Do
zatrucia dochodzi w przypadku wysycenia obu szlakow metabolicznych spowodowanych m.in.
przekroczeniem dawek terapeutycznych lub wyczerpaniu ustrojowych zapaséw siarczanow
i glukuronianéw [6], [7]. Dzieje sie tak, poniewaz wysycenie szlaku metabolicznego powoduje
wzmozone metabolizowanie paracetamolu na drodze utleniania i powstawania NAPQI.

NAPQI ulega detoksykacji poprzez nieenzymatyczna reakcj z grupami sulfhydrolowymi glutationu
lub tez z innymi zwigzkami, ktére zawieraja grupe tiolowa (N-acetylocysteina), z ostatecznym
wytworzeniem sprzezenia z kwasem merkapturowym. Powstale w ten sposéb nieaktywne
i nietoksyczne metabolity sa wydalane przez nerki [6], [7]. Wyczerpanie komorkowych rezerw
glutationu i kumulacja NAPQI prowadzi do catkowitego zniszczenia watroby i smierci [8]. U
niemowlat paracetamol jest metabolizowany gtdwnie do siarczanéw, z kolei u oséb dorostych
paracetamol jest przede wszystkim sprzegany z kwasem glukuronowym.
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Zdjecie: Otrzymywanie paracetamolu,
http://www.ch.ic.ac.uk/rzepa/mim/drugs/html/paracet_text.htm

W przypadku, gdy spozycie paracetamolu przekroczy >10 g, dochodzi do wyczerpania glutationu
z nastepczym toksycznym uszkodzeniem hepatocytow przez NAPQI, ktéry wchodzi w reakcje
z biatkami. Wtedy tez dochodzi do tworzenia sie martwicy centralnej czesci zrazikdw - tj. obszaru
charakteryzujacego sie najwieksza aktywnoscia izoformy CYP2E1 i najmniejszym stezeniem
glutationu [9]. Gtéwnym miejscem toksycznego dziatania NAPQI jest watroba, w mniejszym stopniu
dochodzi tez do uszkodzenia nerek, miesnia sercowego oraz trzustki. Ponadto, wydostajacy sie
z hepatocytéw NAPQI uszkadza réwniez biatka osocza, hemoglobine i nabtonek ptuc [6].

Paracetamol wchtaniany jest droga jelitowa,a nastepnie metabolizowany w watrobie. W przypadku,
gdy stezenie paracetamolu w osoczu przekroczy 2 mM dochodzi do powaznego uszkodzenia watroby
[12].

Teofilina

Jest lekiem utatwiajacym oddychanie w chorobach somatycznych. Ponadto, stosuje sie ja w leczeniu
i zapobieganiu dychawicy oskrzelowej, a takze przy nadcisnieniu i w chorobie wiencowej [10]. Efekt
terapeutyczny teofiliny skorelowany jest z jej stezeniem w osoczu, ktére powinno znajdowac sie
w granicach 40 do 80 uM. Jak wykazaly badanie, przekroczenie stezenia tego leku powyzej 100 uyM
powoduje wystapienie licznych skutkéw ubocznych [Klyszejko s. 176-177].
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Zdjecie: Teofilina-wzor(lewa strona) i kwas salicylowy -wzor (prawa strona)
http://www.farmakognozja.farmacja.pl/alkaloid/index.php?alka=teofil,
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a5376?lang=pl&region=PL



Acetylosalicylany (tj. salicylany w formie eacetylowanje) sa najczesciej stosowanymi leki
przeciwbdélowymi, przeciwzapalnymi, a takze przecizakrzepowymi. Wchtaniane sa droga jelitowa, zas
ich dziatanie polega na wigzaniu sie z licznymi biatkami osoczowymi. Stezenie salicylanéw w osoczu
nie powinno przekraczac stezenia 2,5 mM, poniewaz wieksze dawki moga powodowa¢ powazne
zaburzenia metaboliczne, a takze wystapienie lokalnych, niekontrolowanych krwawien [11], [12].

Autor: Lidia Koperwas
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