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ABSTRACT

Understanding the characteristics, role and structure of nucleic acids allowed to
answer questions about the disease processes. Today, nucleic acids and their constituents
are tools, which are used by molecular biology in medicine and biotechnology. Antisense
and gene therapy are intensively developing methods for possible treating or preventing
disease. They use short fragments of DNA or RNA - oligonucleotides to silence the genes
expression. They are not the only ones that allow analytical chemists to obtain informa-
tion about the state of our body. Determination of modified nucleoside allows detection
of cancer, while analysis of nucleotides allows the estimation of strengthening the immune
system.

There is a great need of sensitive, selective and precise methods of separation of nuc-
leosides, nucleotides and oligonucleotides and their qualitative and quantitative analysis.
Consequently liquid chromatography (LC) is the most commonly used for analysis of
nucleic acid constituents. The most widely used modes of LC include Ion Exchange Chro-
matography (IEC) and Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP
HPLC). Both techniques have their advantages and disadvantages in the analysis of nucle-
osides, nucleotides and oligonucleotides. In the case of IEC it is necessary to use high con-
centrations of the salt in the mobile phase or concentration gradients, which considerably
limits the possibility of using MS detection. RP HPLC can be coupled with MS detection
but only when volatile salts are mobile phase components. On the other hand there is a
significant problem is the lack of sufficient selectivity for the most polar nucleosides and
nucleotides. RP HPLC MS is still most often used in the determination of nucleosides and
nucleotides, due to its high sensitivity and a comprehensive qualitative analysis.

Another system used for the HPLC analysis of oligonucleotides is Ion Pair Reversed
Phase High Performance Liquid Chromatography (IP RP HPLC). These compounds can
not be analyzed by RP HPLC due to their high polarity. The advantage of IP RP HPLC is
selectivity, achieved by a suitable choice of mobile phase composition and the possibility
of using MS. A disadvantage of IP RP HPLC in the analysis of oligonucleotides is however
lower sensitivity compared to RP HPLC.

During the last few years Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC)
was applied for the separation of mixtures of nucleosides, nucleotides, oligonucleotides
extracted from a biological or food samples. The presented results demonstrate the useful-
ness of this method, however, the resolving power is limited due to the asymmetric peak
shape. On the other hand proper selection of the mobile and stationary phase can lead to
a high selectivity in the analysis of the most polar nucleosides, nucleotides and oligonuc-
leotides, which can not be separated by RP HPLC.

Keywords: nucleosides, nucleotides, oligonucleotides, liquid chromatography, sensitivity,
selectivity

Stowa kluczowe: nukleozydy, nukleotydy, oligonukleotydy, chromatografia cieczowa, czu-
tos¢, selektywnosé
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WPROWADZENIE

Kwasy nukleinowe to zwigzki pelnigce funkcje zrodla informacji o budowie
i cechach kazdego organizmu zywego [1]. Stanowia one polimery, zbudowane
z mniejszych czastek (monomerdw), jakimi sa nukleotydy. Dla prawidtowego
funkcjonowania organizméw niezbedne s3 nie tylko kwasy nukleinowe, ale réw-
niez zwiazki, ktére wchodza w ich sklad, takie jak oligonukleotydy, nukleotydy
i nukleozydy [1]. Obecnie wszystkie z wymienionych grup zwiazkéw stanowia
wazne narzedzia, ktorymi postuguje si¢ biologia molekularna — przede wszystkim
w medycynie. Bada sie m.in. stezenie nukleozyddéw w moczu, nukleotydéw w mleku
matki, plynie mézgowo-rdzeniowym, zywnosci, oraz zawarto$¢ oligonukleotydow
lub matoczgsteczkowych kwaséw nukleinowych w osoczu [2-9].

Nukleozydy to czasteczki skladajace si¢ z cukru (rybozy lub deoksyrybozy)
oraz zasady azotowej (purynowej lub pirymidynowej). W kwasach nukleinowych
do zasad purynowych nalezg: adenina (A) oraz guanina (G), natomiast do piry-
midynowych: tymina (T), cytozyna (C) i uracyl (U). Odgrywaja one bardzo wazna
role, gdyz sg prekursorami nukleotyddw, bioracych udzial w przenoszeniu informa-
cji genetycznej. Nukleozydy sg takze czasteczkami sygnalowymi i neuromodulato-
rami [1, 9].

Transportujacy kwas rybonukleinowy (tRNA) zawiera wiele zmodyfikowanych
nukleozyddw, ktore powstaja w czasie potransktypcyjnej obrébki enzymatyczne;j
prekursorowego tRNA. S3 to gléwnie analogi urydyny (rybotymidyna, dihydroury-
dyna, czy pseudourydyna) i adenozyny (np. inozyna, 1-metyloinozyna, 7-metylo-
adenozyna) [1, 4, 9-12]. Modyfikacje nukleozydéw moga przyjmowac charakter
prosty (np. redukcja, utlenianie, metylacja) lub zlozony, w wyniku ktérego powstaja
miedzy innymi nukleozydy hiperzmodyfikowane [4, 10-12]. Zmodyfikowane
nukleozydy uwalniane s3 z tRNA w wyniku hydrolitycznej aktywnosci fosfataz
i rybonukleaz. Zwigzki te nie moga by¢ wlaczone do powtdrnej syntezy RNA, z tego
wzgledu kraza z krwig i trafiaja do moczu, z ktérym sg wydalane z organizmu.
Wykazano, ze poziom stezenia potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydow
w moczu jest uzytecznym parametrem w badaniu zmian RNA i metabolizmu biatek.
Zostaly one uznane za markery choréb nowotworowych [10-12].

Wazne funkcje w organizmie pelnia takze nukleotydy, ktdre sg estrami kwasu
fosforowego i nukleozydu. Sa one monomerami kwaséw nukleinowych i biorg
udzial w przekazywaniu informacji genetycznej [1, 9]. Pelnig ponadto kluczowa role
w procesach syntezy fosfolipidow, bialek i weglowodanéw. Adenozyno-5’-trifosfo-
ran (ATP) jest no$nikiem energii niezbednej do przebiegu wigkszosci procesow
przebiegajacych w komorce [1, 9]. Z kolei cykliczne fosfodiestry uczestniczg w szla-
kach przekazywania sygnaléw. Nukleotydy biorg takze posrednio udzial w regulacji
metabolizmu [1]. Ich obecno$¢ oraz poziom stezenia musi by¢ monitorowany dla
takich celéw jak m. in.: ocena stanu uktadu sercowo-naczyniowego, oznaczanie
biomarkeréw stresu oksydacyjnego, badanie mikroorganizméw, analiza zywnosci,
suplementacji diety, mleka matek karmigcych oraz ptynu moézgowo-rdzeniowego
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[13-17]. Udowodniono ponadto, iz nukleotydy maja dziatanie immunostymulu-
jace, poprawiajace prace i wydolno$¢ ukladu odpornosciowego [18,19].

Poszczegdlne nukleotydy potaczone ze soba wigzaniami 3’-5" fosfodiestro-
wymi tworza czasteczki oligonukleotydéw. Stanowig one zatem kroétkie, jedno-
niciowe fragmenty kwasu nukleinowego [1, 9]. W komodrce wystepuja zwykle
w postaci krotkich czasteczek RNA, ktore biorg udzial w regulacji ekspresji genow
(np. mikroRNA) lub sg pétproduktami rozkladu duzych czasteczek kwaséw nukle-
inowych [1]. Oligonukleotydy naturalnie wystepujace w organizmie majg zdolnos¢
do tworzenia duplekséw zaréwno z czasteczka DNA (wlasciwosci antygenowe), jak
i RNA (wlasciwosci antysensowne). Sa one jednak trawione przez enzymy z grupy
nukleaz [1, 7, 9]. Z tego wzgledu syntezowane sg oligonukleotydy o zmodyfikowane;j
strukturze, skladajace si¢ z 12-20 jednostek nukleotydowych. Zwigzki te zdolne sg
do wigzania sie z okres§lonym fragmentem DNA, RNA, a nawet z biatkami [2, 3, 7].
Sekwencja zasad azotowych w oligonukleotydzie jest komplementarna do sekwencji
sensownej DNA lub mRNA, dlatego tez zwigzki te s3 nazywane oligonukleotydami
antysensownymi. Hamujg one procesy transkrypcji i translacji poprzez komple-
mentarne laczenie z fragmentami kwaséw nukleinowych. Dzieki temu staly si¢
efektywnym narzedziem w regulacji ekspresji okreslonego genu [2, 3, 7, 8]. Mody-
fikacje strukturalne oligonukleotydéw antysensownych majg na celu zwigkszenie
ich biodostepnosci, odpornosci na dzialanie nukleaz, powinowactwa do wybranych
biomolekut [20]. Zdolno$¢ do hamowania ekspresji genow jest powodem ich wyko-
rzystywania w leczeniu wielu chordb. Ponad 40 z nich znajduje si¢ w réznych fazach
badan klinicznych, a 3 zostaly juz wprowadzone na rynek [2, 3, 21, 22]. Niezbedna
jest obecnie kontrola poziomu stezen zmodyfikowanych oligonukleotydéw lub ich
metabolitéw w osoczu.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze zwiazki budujace kwasy nukleinowe sa
albo markerami stanu chorobowego (nukleozydy), albo substancjami zwig¢kszaja-
cymi odpornos¢ organizmu (nukleotydy), badz tez lekami, ktére majg ten organizm
przed chorobg broni¢ (oligonukleotydy) (Rys. 1). Mozliwo$¢ monitorowania zmian
chorobowych, zachodzacych w organizmie poprzez oznaczenie nukleozydoéw, jak
réwniez terapeutyczne zastosowanie oligonukleotydéw powoduje, iz niezbedne
staje si¢ ich oznaczanie w réznego typu matrycach. Prowadzi to do poszukiwania
nowych metod analizy. Powinny one charakteryzowac si¢ krétkim czasem ana-
lizy, selektywnoscia, czuloscig i powtarzalnoscig. W analizie zwigzkéw budujacych
kwasy nukleinowe powszechnie stosowane s3 techniki separacyjne, a zwlaszcza
chromatografia cieczowa [2, 8, 12].
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Rysunek 1. Struktura i rola zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe w organizmie
Figure 1. Structure and function of nucleic acids components

1. CHROMATOGRAFIA CIECZOWOWA W ANALIZIE NUKLEOZYDOW

Wspolczes$nie poszukuje sie nowych metod analizy nukleozydow, ktdre umoz-
liwig pelng i szybka kontrole zmian nowotworowych zachodzacych w organizmie.
Obecnie jako metody analizy nukleozydéw wykorzystywane sa chromatografia
cienkowarstwowa (ang. Thin Layer Chromatography, TLC), chromatografia gazowa
(ang. Gas Chromatography, GC), strefowa elektroforeza kapilarna (ang. Capillary
Zone Electrophoresis, CZE), micelarna elektroforeza kapilarna (ang. Micellar Elec-
trokinetic Capillary Chromatography, MEKC), elektrochromatografia kapilarna
(ang. Capillary Electrochromatography, CEC). Najpowszechniej wykorzystywana
jest jednak wysokosprawna chromatografia cieczcowa w uktadzie faz odwrdconych
(ang. Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography, RP HPLC), jono-
wymienna (ang. Ion Exchange Chromatography, IEC), oddzialywan hydrofilowych
(ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC) oraz par jonowych
(ang. Ion Pair Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography, IP RP
HPLC).

Chromatografia cieczowa pozwala na precyzyjna i szybka analize nukleozydow.
W poréwnaniu z GC charakteryzuje ja szybkos¢ i prostota przygotowania probki,
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zwlaszcza w kontekscie derywatyzacji [23]. Odpowiedni dobér fazy stacjonarnej
i ruchomej powoduje, ze HPLC stanowi doskonaty ukltad do rutynowych oznaczen
jakosciowych i ilosciowych [24]. Dokonujac zmiany sily elucyjnej, pH fazy rucho-
mej oraz temperatury kolumny mozliwe jest selektywne rozdzielenie zmodyfikowa-
nych nukleozydéw w stosunkowo krotkim czasie [23, 24].

Pierwszg probe oznaczenia potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydow
w moczu za pomocg RP HPLC podjal w 1975 r. Gehrke i wspolpr. [25]. Z powodze-
niem zidentyfikowali oni nukleozydy w prébkach moczu 0séb zdrowych i chorych
na raka.

W swoich badaniach Seidel, Liebich i in. [26, 27] wykorzystali RP HPLC do
oznaczenia zmodyfikowanych nukleozydéw jako markeréw chordéb nowotworo-
wych w moczu kilkudziesieciu 0oséb. Udowodniono, iz w przypadku préobek pobra-
nych od o0s6b chorujacych na nowotwoér stezenie zmodyfikowanych nukleozydow
jest podwyzszone w poréwnaniu do ich stezenia w moczu o0séb zdrowych [26, 27].

Stezenie nukleozydéw w moczu jest zalezne od zmian fizjologicznych zacho-
dzacych w organizmie. W celu wyeliminowania substancji przeszkadzajacych
znajdujacych sie w probkach moczu, podczas analizy chromatograficznej stoso-
wana moze by¢ dwuwymiarowa chromatografia cieczowa [28]. Probka moczu jest
wstrzykiwana bezposrednio do pierwszej kolumny (pre-kolumny) i przeptukiwana
eluentem o wyzszym pH (5 mM roztwdr octanu amonu o pH = 7,5). Podczas tego
procesu sktadniki przeszkadzajace zostaja usuniete z probki, poniewaz wyzsze pH
zwieksza oddzialywania polarnych analitéw z wypelnieniem kolumny chromato-
graficznej. Pozostate skladniki probki s3 wymywane z pierwszej kolumny eluentem
o nizszym pH (np. mieszaning 5 mM roztwor octanu amonu pH = 4,5 i metanolu)
do kolumny analitycznej, w ktorej zachodzi wlasciwa analiza probki moczu. Dzieki
zastosowaniu takiego rozwiazania, ktdre jest proste i szybkie, zbedne jest zatezanie
i oczyszczanie probki [28].

Oznaczanie ilosciowe i jakos$ciowe zmodyfikowanych nukleozydéw w préb-
kach biologicznych, takich jak mocz i osocze, jest najczesciej wykonywane przy uzy-
ciu RP-HPLC z detekcjg UV [29]. W przypadku analiz probek ztozonych ta metoda
detekcji okazuje si¢ niewystarczajaca, zwlaszcza do analizy jakosciowej podczas np.
koelucji kilku nukleozydéw. Sprzezenie chromatografii cieczowej ze spektrome-
trem mas (ang. Mass Spectrometry, MS) pozwala na kompleksowg analize ztozonej
matrycy biologicznej [29]. Ten sposéb detekcji zapewnia uzyskanie informacji na
temat mas czgsteczkowych poszczegolnych sktadnikéw, co nie jest mozliwe przy
uzyciu detekcji UV. Dzieki temu mozliwa jest identyfikacja kolejnych modyfikacji
nukleozydéw [29].

Metody te cechuje dobra rozdzielczo$¢ wzgledem analizowanych zwigzkow,
ktora jest jednak nizsza w poréwnaniu do wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu ultra
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. Ultra High Performance Liquid
Chromatography, UHPLC).
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Zhao i in. [30] oznaczyli nukleozydy za pomocg HPLC oraz UHPLC w ukladzie
faz odwréconych. Jako detekeje stosowano spektrometrie mas. Analizy prowadzono
w takich samych warunkach (poza kolumna chromatograficzng), co umozliwilo
poréwnanie obu metod. W rezultacie zastosowanie UHPLC doprowadzilo do roz-
dzielenia 92 nukleozyddw, w przeciwienstwie do 70 zwigzkéw rozdzielonych za
pomocg konwencjonalnej chromatografii cieczowej. UHPLC umozliwita wykrycie
11000 zwigzkow, zas§ HPLC - tylko 8000. Stosowanie pierwszej z technik w analizie
zmodyfikowanych nukleozydéw cechuje wyzsza sprawnos¢, czuto$¢ oraz trzykrot-
nie krétszy czas analizy [30].

UHPLC MS stosowano takze w analizie 8-oksoguanozyny i 8-okso-2’-deok-
syguanozyny w probkach moczu [31]. Zwigzki te odgrywaja kluczowg role w oksy-
dacyjnych uszkodzeniach DNA. Zastosowanie UHPLC pozwolito na opracowanie
szybkiej i precyzyjnej metody o granicy wykrywalno$ci réwnej 1 nM. Zastosowanie
elucji gradientowej pozwolilo na rozdzielenie i oznaczenie kilkunastu nukleozydéw
w czasie ponizej 10 minut w ukladzie faz odwréconych przy zastosowaniu fazy
ruchomej, w sklad ktérej wchodzit bufor fosforanowy [31].

Technika IP RP HPLC réwniez umozliwia badanie prébek pobranych z dolnych
drég moczowych w celu oceny zmian stezenia nukleotydéw i nukleozyddw [32].
Faza ruchoma w ukladzie IP RP HPLC wzbogacona jest w odczynnik do tworzenia
par jonowych. Mechanizm retencji jest wowczas zfozony: odczynnik do tworzenia
pary jonowej oddzialuje zaréwno ze sktadnikami badanej probki (dzieki temu maja
one wigksze powinowactwo do hydrofobowej fazy stacjonarnej), jak réwniez ulega
dynamicznej adsorpcji na powierzchni fazy stacjonarnej [33]. Anality sg wowczas
zatrzymywane na dynamicznie zmodyfikowanej powierzchni wypelnienia kolumny.

Guanozyna i adenozyna maja bardzo polarny charakter, przez co s3 zatrzy-
mywane na powierzchni niepolarnych faz stacjonarnych w niewielkim stopniu lub
w ogole. Z tego wzgledu w sklad fazy ruchomej wchodzg bufory o pH ok. 6. Dzigki
temu nukleozydy nie posiadajg tadunku, co skutkuje zwieckszeniem ich retencji. Jed-
nakze dochodzi do niekorzystnego oddzialywania miedzy analizowanymi nukle-
ozydami, a resztkowymi silanolami, co prowadzi do pogorszenia symetrii pikow.
Dodatek do fazy ruchomej odczynnika tworzacego pary jonowe np. wodorosiar-
czanu tetrabutyloamonowego powoduje redukcje tego efektu. Podczas jednej ana-
lizy w uktadzie IP RP HPLC trwajacej 20 minut mozna rozdzieli¢, zidentyfiko-
wac 1 oznaczy¢ stezenia 12 zwigzkow (nukleozydow, mono-, di-, i trifosforanéw
nukleozydéw). Udowodniono, ze czasy retencji nukleozydoéw ulegaja redukcji po
zastosowaniu m.in. trietyloaminy TEA jako dodatku do fazy ruchomej w stosunku
do wykorzystywanej wczesniej identycznej fazy ruchomej bez TEA. Spowodowane
jest to adsorpcja odczynnika do tworzenia par jonowych na powierzchni fazy sta-
cjonarnej, co zmienia jej wlasciwosci [34].

Zmodyfikowane potranskrypcyjnie nukleozydy s3 rozdzielane i oznaczane
takze za pomocg chromatogratfii oddzialywan hydrofilowych [35]. Wykorzystywane
s3 kolumny wypelnione polarnymi fazami stacjonarnymi, jak np. polihydroksyety-
loaspartamidem. Faze ruchomg stanowig zazwyczaj mieszaniny octanu lub mréw-



MODYFIKACJA CHITOZANU - KROTKI PRZEGLAD 641

czanu amonu oraz acetonitrylu. Wykorzystanie HILIC pozwala na pelne rozdziele-
nie mieszanin nukleozydéw i ich oznaczenie w prébkach moczu, jednakze metoda
ta ma swoje ograniczenia: moze by¢ stosowana tylko do oznaczania nukleozyddw,
ktdre sg bardzo dobrze rozpuszczalne w acetonitrylu, a czas niezbedny do rozdzie-
lenia mieszanin wieloskladnikowych jest zazwyczaj dtuzszy niz w przypadku RP
HPLC [35].

2. ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII CIECZOWE] DO OZNACZANIA
NUKLEOTYDOW

Nukleotydy analizowane sg z wykorzystaniem trzech réznych typéw chroma-
tografii cieczowej: normalnego ukiadu faz (ang. Normal Phase High Performance
Liquid Chromatography, NP HPLC), RP HPLC, IEC oraz IP RP HPLC.

Zastosowanie NP-HPLC pozwala na rozdzielenie nukleotydéw z wykorzy-
staniem fazy stacjonarnej m.in. na bazie zelu krzemionkowego. Moga to by¢ m.in.
grupy wodorkowe, czasteczki kwasu undecylenowego, grupy cyjanopropylowe,
aminopropylowe [36, 37]. O uzyskaniu pelnego rozdzielenia analizowanych nukle-
otydéw decyduje odpowiedni dobdr fazy ruchomej, ktéra odgrywa w tym przy-
padku zasadnicze znaczenie, zwlaszcza w kwestii odpowiedniego pH i sity jonowe;j.
Wykorzystanie ukladu NP HPLC umozliwia uzyskanie powtarzalnych wynikdw,
cho¢ czasy analiz s3 zazwyczaj dlugie [37].

W przypadku odwrdconego ukladu faz sktadnikami fazy ruchomej sg takze
bufory o odpowiednim stezeniu i pH. Najpowszechniej stosowanymi wypetnieniami
kolumn chromatograficznych sg oktadecylowe fazy stacjonarne, cho¢ wykorzysty-
wane s3 takze niekonwencjonalne kolumny [38]. Dzieki wlasciwie dobranym para-
metrom fazy ruchomej, nukleotydy tracg swoj tadunek elektryczny, wskutek czego
oddzialuja z niepolarng faza zwigzana. Dla monofosforanéw nukleotydéw uzyski-
wane s3 wyzsze warto$ci wspdtczynnikéw retencji w poréwnaniu do di- lub trifos-
foranow. Jest to efekt dominujacych oddzialywan hydrofobowych miedzy analitem,
a faza stacjonarng w RP HPLC. Jednoczesnie oddzialywanie puryn z powierzchnia
wypelnienia kolumny jest bardziej efektywne w poréwnaniu do pirymidyn [38].

RP HPLC stosowana jest do rozdzielania i oznaczania 5’-monofosforanéow
nukleozydéw w suplementach diety, mleku zmodyfikowanym dla niemowlat, plynie
moézgowo-rdzeniowym, ekstraktach z zidt, itp. [14, 17, 39, 40]. Faze ruchomg sta-
nowi mieszanina acetonitrylu lub metanolu z odpowiednim buforem. W przypadku
detekeji UV-Vis stosowany jest zazwyczaj bufor fosforanowy, natomiast sprzezenie
RP HPLC z detekcja MS wymaga wykorzystania mréwczanu lub octanu amonu ze
wzgledu na ich lotno$¢. Im nizsze pH buforu, tym nukleotydy posiadaja nizszy fadu-
nek, wowczas ich retencja jest mniejsza. Z tego wzgledu warunki analizy sa dobie-
rane tak, aby pH miescilo si¢ w granicach 5-6, w ktérym analizowane zwigzki majg
fadunek obojetny i efektywniej oddzialuja z niepolarng fazg stacjonarng. Wraz ze
wzrastajacg silg jonowa soli, wchodzacej w sktad fazy ruchomej analizowane zwigzki
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sa szybciej wymywane z kolumny. Temperatura kolumny ma wplyw zaréwno na
wartosci wspotczynnikéw retencji, jak i na rozdzielczos¢: wraz z jej wzrostem oby-
dwa parametry ulegaja zmniejszeniu [15, 41]. Stosowanie odwréconego uktadu faz
umozliwia opracowanie metod cechujacych sie wysoka czulo$cia, rozdzielczoscia
i odtwarzalnos$cig [15, 17, 41]. Obecnie jednak wieksze znaczenie w oznaczaniu
nukleotydéw ma chromatografia par jonowych, niz RP HPLC.

Dzieki zastosowaniu IP RP HPLC osiggane s nizsze wartosci wspotczynnikow
retencji i wyzsza rozdzielczos¢ mieszanin nukleotydéw w poréwnaniu do RP HPLC.
Uzycie jondw magnezu jako przeciwjonéw w fazie ruchomej umozliwia rozdziele-
nie pietnastu nukleotydéw w ekstraktach z linii komdérkowych [42]. Mozliwa jest
takze separacja nukleotydéw oraz kompleksow nukleotyd - cukier w czasie trwania
jednej analizy, z zachowaniem wysokiej czulosci i odtwarzalno$ci w analogicznej
matrycy [43].

Wykorzystanie sprzezenia IP RP HPLC z detekcja MS pozwala na czulg analize
nukleotydéw, przy czym nalezy stosowac lotne odczynniki do tworzenia par jono-
wych, np. di- lub trialkiloaminy [44]. Dzi¢ki IP RP HPLC mozna analizowa¢ nukle-
otydy z dobrg selektywnoscig, rozdzielczoscig i sprawnoscig. Zaletg tej metody,
w pordéwnaniu do odwréconego ukladu faz, jest mozliwo$¢ tatwego rozdzielenia
nukleotydéw z wykorzystaniem hydrofobowych faz stacjonarnych [45]. Technika ta
jest czesto stosowana do oznaczania nukleotydéw w produktach nabialowych [46],
dietetycznych [47], alkoholach [48], krwi, komdrkach ziarnistych mézdzku [49],
a takze w komorkach biataczkowych [50].

W analizie omawianej grupy zwiazkéw wykorzystywana jest takze chromato-
grafia jonowymienna, ze wzgledu na tadunek obecny w strukturze tych zwiazkow.
Rozdzielane i oznaczane sa zaréwno rybonukleotydy, jak i deoksyrybonukleotydy.
Wykorzystanie odpowiednich kolumn anionowymiennych umozliwia separacje
wspomnianych zwiazkéw w czasie krotszym niz 20 minut [51]. Eluentami sg zazwy-
czaj sole nieorganiczne, jak np. mieszanina wodorotlenku sodu z fosforanem sodu,
fosforan potasu, chloran (VII) sodu oraz mieszaniny wodorotlenku sodu z octanem
sodu, itp. Zmiana udzialu procentowego poszczegdlnych skladnikéw fazy rucho-
mej, stezenia soli lub jej pH, wplywa na jonizacje i retencj¢ nukleotydow. Przykla-
dem zmian selektywnosci pod wptywem zmian dokonywanych w pH fazy ruchomej
jest stosowanie buforu fosforanowego (pH=2,8), w przypadku ktérego dwa mono-
fosforany sposrdd czterech analizowanych nukleotydéw (CMP, AMP, UMP, GMP)
wystepuja w formie sprotonowanej. Z tego wzgledu ich wspdtczynniki retencji sa
mniejsze, a rozdzielenie 4 sktadnikéw prébki jest petne [51].

Rozdzielenie nukleotydéw prowadzi sie¢ przy uzyciu polimerowych faz stacjo-
narnych, zmodyfikowanych grupami anionowymiennymi (drugo- lub trzeciorze-
dowe aminy) lub tez wypelnien spreparowanych na bazie zelu krzemionkowego
[51, 52]. Do gléwnych zalet IC naleza: szeroki zakres stosowalnosci, selektywnos¢,
powtarzalnos¢ (<2%), jednakze zasadnicza wadg jest ograniczona mozliwos¢ wyko-
rzystania detekcji MS [51, 52].
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3. ANALIZA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA OLIGONUKLEOTYDOW
SYNTETYCZNYCH

Ze wzgledu na terapeutyczne zastosowanie oligonukleotydéw, a zwlaszcza ich
zmodyfikowanych pochodnych niezbedne s3 metody ich oznaczania. W tym celu
wykorzystywana jest chromatografia cieczowa: w ukladzie faz odwréconych, jono-
wymienna, par jonowych oraz oddzialywan hydrofilowych.

IEC jest odpowiednia technikg do analizy wielokrotnie zjonizowanych oligo-
nukleotyddw, a w szczego6lnosci do ich oczyszczania oraz badan nad modyfikacjami
i kinetyka. W ten sposob uzyskuje sie rozdzielenie na podstawie réznic w diugos-
ciach badanych zwigzkoéw, co zwigzane jest z liczbg naladowanych grup fosfora-
nowych [7]. W przypadku analizy oligonukleotydéw za pomoca chromatografii
jonowej mechanizm retencji opiera si¢ na wymianie anionéw. Typowy sklad faz
ruchomych stosowanych w analizie oligonukleotydéw zawiera chlorek i nadchloran
sodu w buforze Tris lub bufory fosforanowe o pH oraz sile elucji zaleznej od rodzaju
badanej probki i fazy stacjonarnej [2]. Zdolnos¢ wymiany jonowej w oddzielaniu
oligonukleotydéw od innych polarnych czastek, wchodzacych w sktad analizo-
wanych prébek (np. pochodzenia biologicznego), oraz wysoka tolerancja dla soli,
powoduje ze IEC pelni wazng role w badaniach nad modyfikacjami, oczyszczaniem
i badaniem kinetyki oligonukleotydow [2].

Najczesciej wykorzystywane fazy stacjonarne syntezowane sg na bazie no$ni-
kéw polimerowych. Synteza tego typu wypelnien polega gtéwnie na rodnikowej
kopolimeryzacji metakrylanu glicydylu i dimetakrylanu etylenu lub diwinyloben-
zenu. Grupy epoksydowe modyfikowane sa dietyloaming [53]. Wypelnienia te s
z powodzeniem stosowane do rozdzielenia mieszanin homooligonukleotydow
o roznej ilosci nukleotydéw w sekwencji. Cechuje je wysoka stabilnos¢, a takze
uzyskiwanie czasow analiz w zakresie od 10-20 minut dla 15-sto sktadnikowych
mieszanin [53].

Wykorzystanie silnych anionowymieniaczy w analizie oligonukleotydow daje
mozliwo$¢ kontroli ich struktury drugorzedowej [54]. Wypelnienia na bazie meta-
krylanu w znacznym stopniu wplywaja na zminimalizowanie oddziatywan hydro-
fobowych oligonukleotydu z powierzchnia fazy stacjonarnej. Retencja tej grupy
zwigzkow zalezy jednak takze od pH i skladu fazy ruchomej. Wykazano, ze wzrost
warto$ci pH eluentu powoduje wzrost warto$ci wspotczynnikow retencji, zwlaszcza
w zakresie pH od 9 do 11. Dochodzi wéwczas do jonizacji tautomerycznego atomu
tlenu w strukturze guaniny i tymidyny [55].

Uzyteczng alternatywe dla chromatografii jonowymiennej stanowi IP RP
HPLC. W tym przypadku réznice w warto$ciach wspotczynnikéw retencji oligonu-
kleotydow sg konsekwencja roznej sekwencji, tzn. réznego udziatu zasad azotowych
w poszczegolnych zwigzkach. Jest to zwigzane z odmienng hydrofobowoscig puryn
i pirymidyn. Utrata adeniny lub tyminy, zwigzkéw bardziej hydrofobowych, skut-
kuje nizszymi warto$ciami wspoélczynnika retencji, niz utrata cytozyny lub guaniny
[56]. W analizie oligonukleotydéw stosowane s gtéwnie nastepujace czynniki do
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tworzenia par jonowych: octan trietyloaminy (TEAA), octan heksyloaminy (HAA),
octan diizopropyloaminy, 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2- propanol (HFIP) w mieszani-
nie z trietyloaming, dimetylobutyloamina czy tez heksyloamina, a takze inne lotne
aminy [2]. Duza role przy doborze warunkéw do procesu rozdzielenia, pelni rodzaj
i stezenie odczynnika do tworzenia par jonowych. Im wyzsze stezenie, tym wyzsza
retencja. Stezenie to powinno by¢ jednoczeénie na tyle niskie, aby odczynnik ten nie
ttumil sygnatéw z MS. Najczedciej stosowang faza stacjonarng jest wypelnienie na
bazie zelu krzemionkowego modyfikowane grupami oktadecylowymi oraz kopo-
limery styrenu i diwinylobenzenu (w postaci cienkiego filmu lub monolitéw) [2].
Sorbent wykorzystywany do syntezy fazy stacjonarnej powinien by¢ nieporowaty,
powierzchniowo porowaty lub o malej $rednicy ziaren. Jest to zwigzane z wolng
dyfuzjg wielkoczgsteczkowych oligonukleotydéw do wnetrza poréw, ktdra przyczy-
nia si¢ do poszerzenia pikéw [57].

W pierwszych probach rozdzielania kwaséw nukleinowych i ich pochodnych
wykorzystywano dodatek TEAA [2]. Wyniki tych analiz wykazywaly dobrg efektyw-
no$¢ procesu rozdzielania, pomimo wysokiego stezenia TEAA siegajacego 100 mM.
Najpopularniejszg obecnie fazg ruchomg stosowang w rozdzielaniu oligonukleoty-
déw za pomoca IP RP HPLC sg mieszaniny HFIP z lotnymi aminami i metanolem
[2]. Dodatek HFIP powoduje obnizenie rozpuszczalnosci amin w fazie ruchomej,
co w konsekwencji zwigksza efektywno$¢ ich adsorpcji na powierzchni fazy stacjo-
narnej [2]. Tym samym retencja oligonukleotyddw jest wyzsza w poréwnaniu do faz
ruchomych, w sktad ktérych wchodzg octany amin [2].

Badano wplyw réznych odczynnikéw do tworzenia par jonowych na retencje
oligonukletydéw [58]. Wykazano, ze octany amin (np. octan heksyloaminy) powo-
duja uzyskanie wyzszej rozdzielczosci mieszanin hetero- i homooligonukloetydow
w poréwnaniu do mieszanin HFIP i odpowiednich amin. Przeciwny efekt obser-
wowany jest w kontekscie czulo$ci oznaczen za pomocg IP RP HPLC MS. W tym
wypadku fazy ruchome, w sktad ktérych wchodzi HFIP umozliwiaja uzyskanie niz-
szych wartosci granic wykrywalnoéci i oznaczalnosci [58].

Liu i in. [59] zastosowali IP RP HPLC sprzezong z MS w analizie zanieczysz-
czen syntetycznego 13-merowego oligonukleotydu tiofosforanowego, ktérego konce
3’15’ zostaly zmodyfikowane grupami lipofilowymi. Testowano wplyw typu wypet-
nienia kolumny chromatograficznej (butylowe, oktylowe, oktadecylowe), odczynni-
kéw do tworzenia par jonowych (TEAA, HFIP/TEA, octan dietyloaminy) i tempe-
ratury na retencje oligonukleotydow. Najwyzsza sprawno$¢ rozdzielenia uzyskano
w przypadku fazy stacjonarnej modyfikowanej grupami butylowymi, co mialo
zwigzek z modyfikacja oligonukleotydéw grupami hydrofobowymi. Zastosowanie
mieszaniny TEA/HFIP pozwolilo na uzyskanie pelnego rozdzielenia oligonukleoty-
dow od jego zanieczyszczen. Metoda ta okazala sie skuteczniejszg technika analizy
oligonukleotydéw i ich zanieczyszczen niz chromatografia jonowymienna [59].

W analizie oligonukleotydéw coraz popularniejsza technika staje si¢ UHPLC,
przy czym badania wykonywane sg w trybie IP RP UHPLC [60]. Metoda ta byta sto-
sowana m.in. do analizy 20-merowego 2’-O-metylo-fosforotionianu, ktéry zawierat
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3% zanieczyszczen. Uzyskano skrocenie czasu do 6 minut (20 minut dla HPLC) oraz
zmniejszenie zuzycia rozpuszczalnikow ze wzgledu na réznice w predkosci prze-
plywu (z 0,75 ml/min do 0,2 ml/min). Jednocze$nie tylko dla UHPLC mozliwe bylo
pelne oddzielenie zwigzku macierzystego od jego zanieczyszczen [60].

Polarny charakter oligonukleotydéw umozliwia ich analiz¢ za pomocg ukladu
HILIC. Alpert i in. [61] jako pierwszy wykorzystal ten uklad faz w badaniu frag-
mentéw kwaséw nukleinowych. Podjal probe rozdzielenia mieszaniny oligomeréw
tymidynowych o réznej dlugosci sekwencji. Faza stacjonarng byl zel krzemionkowy
modyfikowany poli(2-hydroksyetyloaspartamidem), podczas gdy faza ruchoma
byta mieszanina acetonitrylu i fosforanu trietyloaminy. Retencja oligonukleoty-
dow zwigkszala si¢ wraz z rosngcg iloscig nukleotyddw w sekwencji, przy czym
dla homooligonukleotydéw adeninowych uzyskiwano trzykrotnie wyzsze warto$ci
wspolczynnika retencji niz dla homooligonukleotydéw tymidynowych, co jest zwig-
zane z roznicami polarnoéci. Wykazano takze, ze retencja w przypadku HILIC jest
zalezna od sity jonowej stosowanego eluentu [61].

Z tego wzgledu testowano wplyw rodzaju buforu wchodzacego w sklad fazy
ruchomej na wyniki analiz oligonukleotydéw w ukladzie HILIC. Wyniki prowa-
dzonych badan dowiodly, ze uzycie roztwordw soli poprawia rozdzielenie tych
zwigzkow, dzigki zwigkszeniu symetrii pikow [62]. Poréwnano trzy lotne bufory
stosowane w badaniu oligonukleotydéw za pomoca ukladu HILIC i detekcji MS.
Byly to 100 mM mréwczan amonu (pH 3,5), 100 mM octan amonu (pH 5,8) oraz
100 mM wodoroweglan amonu (pH 7,6). Zastosowanie octanu amonu pozwolito na
uzyskanie symetrycznych pikéw w poréwnaniu z wodoroweglanem amonu. Wyko-
rzystanie faz ruchomych, w skfad ktérych wchodzit mréwczan amonu prowadzito
z kolei do uzyskiwania duzych wartosci wspdtczynnikow retencji w przeciwienstwie
do pozostatych dwoch soli. Mimo to, najlepsze wyniki rozdzielen mieszanin oligo-
nukletydéw uzyskiwano w przypadku octanu amonu o stezeniu 10 mM [62].

Dokonywano takze prob rozdzielenia heterooligonukletydéw oraz ich zanie-
czyszczen, roznigcych si¢ typem zasady azotowej w danej pozycji sekwencji. Zasto-
sowanie uktadu HILIC pozwolilo na rozdzielenie zwigzku bazowego od oligonukle-
otydu z dodatkowg zasadg: C lub G na koncu 3’ Nie uzyskano natomiast rozdzielenia
oligonukleotydéw, w ktorych sekwencji w miejsce koncowych nukleotydéw C lub
G wprowadzone zostaly mniej hydrofilowe A lub T. Prawdopodobnie mozna tego
dokonac¢ przez zwigkszenie temperatury kolumny, co wykazat Oefner. Wykazano, iz
oligonukleotydy zawierajace zroznicowany udzial procentowy A, T, Ci G w sekwen-
cji z rozny sita oddzialtujg z powierzchnig polarnych faz stacjonarnych, ze wzgledu
na réznice hydrofilowosci zasad azotowych [62].

Easter i in. [63] jako pierwsi zastosowali HILIC sprzezong ze spektrometrig
mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ang. Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry, ICP-MS) w analizie homooligonukleotydéw. Jako fazy ruchome
testowano ponownie mieszaniny acetonitrylu z mréwczanem lub octanem amonu
lub propionianem sodu. Zastosowanie mréwczanu amonu nie umozliwialo uzy-
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skania petnego rozdzielenia zwigzkow, natomiast dla pozostatych dwoch buforéow
byly one poréwnywalne. Do badan wykorzystano ponownie roztwoér octanu amonu
o pH 5,8. Analiza oligonukleotydéw za pomocg ICP-MS umozliwia czula detekcje
fosforu obecnego w wigzaniach fosfodiestrowych oligonukleotydéw. Z tego wzgledu
wraz ze wzrostem ilosci nukleotydéw, budujacych dany oligonukleotyd wartosci
granic oznaczalno$ci malaly. Granice wykrywalnosci odpowiadaty natomiast kilku
nanogramom w probce [63].

Poza jonizacja w plazmie wykorzystywana jest takze jonizacja za pomoca elek-
trorozpraszania, ktorg takze zastosowano w analizie oligonukleotydéw tiofosforano-
wych w ukladzie HILIC. Testowano dwie komercyjnie dostepne kolumny na bazie
zelu krzemionkowego, ktorych powierzchnia pokryta byta grupami amidowymi lub
diolowymi. Analizy prowadzono z wykorzystaniem fazy ruchomej w sklad ktorej
wchodzil acetonitryl oraz octan amonu. Metoda pozwolila na rozdzielenie badanych
zwigzkow, a takze na ich czulg analize (50 nM). Obserwowano jednak tworzenie sie
adduktéw sodowych i z tego wzgledu stosowano tryb monitorowania wybranych
jonow. Sprzezenie HILIC-MS znajduje zastosowanie do zweryfikowania obecnosci
tych zwigzkéw w malej jetosci probki z duzg czultoscia [64].

Mozliwosci analityczne uktadu HILIC i IP RP HPLC w analizie oligonukle-
otydéw wykorzystal w swoich badaniach Li i wspétpr. [65]. Zastosowali oni dwu-
wymiarowa chromatografie cieczows, przy czym w pierwszym wymiarze wykorzy-
stano HILIC, a w drugim IP RP HPLC. Badano wplyw modytfikatora organicznego
w fazie ruchomej, pH, sily jonowej na retencj¢ 27 homooligonukleotydéw o sekwen-
cji zbudowanej z od 2 do 10 nukleotydéw. W wyniku analizy udalo si¢ rozdzieli¢
wszystkie skladniki probek z selektywnoscig wyzsza niz w przypadku stosowania
tylko jednego z tych uktadéw chromatografii cieczowej [65].

Analiza oligonukleotydow ma szczegélne znaczenie, jesli analizowane s3
zwiazki zmodytikowane. Modyfikacje te dokonywane sg zardwno w obrebie grupy
fosforanowej, czasteczek cukréw lub samych zasad pirymidynowych lub puryno-
wych. Zmiany strukturalne syntetycznych oligonukleotydéw maja na celu zwigk-
szenie ich hydrofobowosci i odpornosci na dzialanie enzymoéw. Z tego powodu
znajdujg one zastosowanie w terapii genowej lub antysensownej. Testowanie tego
typu zwigzkow jako potencjalnych lekdw niesie ze sobg konieczno$¢ badania m.in.
produktéw ich metabolizmu.

Rozdzielenie chemicznie zmodyfikowanych oligonukleotydéw od ich meta-
bolitéw, w warunkach in vitro, mozliwe jest dzigki zastosowaniu IP RP HPLC
sprzezonego z detekcjg MS. Przeprowadzono m.in. inkubacje 21-nukleotydowego
oligonukleotydu w roztworze 3’-egzonukleazy, po czym rozdzielano i oznaczano
jako$ciowo i ilosciowo uzyskane metabolity. Faze ruchomg stanowila mieszanina
400 mM HFIP/16,3 mM TEA o pH = 7,9 oraz metanolu. Faza stacjonarng byt zel
krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi (C18) [57]. Udowodniono,
iz detekcja UV jest bardziej czuta i odpowiednia do ilo$ciowej analizy metabolitow
o kroétszych sekwencjach, w przeciwienstwie do oligonukleotydéw zbudowanych
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z wielu monomeréw nukleotydowych. W przypadku tych czasteczek wyzsza czutosé
uzyskiwano dla detekcji MS. Jest to konsekwencja wpltywu czynnika do tworzenia
par jonowych oraz jego stezenia na proces jonizacji [57].

Wykorzystanie IP RP HPLC oraz tandemowej spektrometrii mas (ang. Tan-
dem Mass Spectrometry, MS/MS) z jonizacja przez elektrorozpraszanie umozliwilo
identyfikacje metabolitow syntetycznych, zmodyfikowanych oligonukleotydow
w warunkach in vivo [66]. Faze ruchomg stanowil HFIP o stezeniu 400 mM i taka
ilos¢ TEA, aby pH wyniosto 7,0. Analiz¢ jakosciowa przeprowadzono za pomoca
MS/MS. Jony macierzyste wybrano na podstawie intensywnosci sygnatéw, nato-
miast sposrod 13 jonéw fragmentacyjnych, 8 przypisano do konca 3} a 5 do konca
5’ oligonukleotydu. Potwierdzilo to udzial 5’-endonukleazy w procesie biotransfor-
macji, chociaz jej aktywno$¢ jest mniejsza niz egzonukleazy [66].

Dai i in. [67] wykorzystali IP RP HPLC MS/MS do analiz osocza oséb, kto-
rym podawano lek na bazie oligonukleotydu G3139. Jako faze ruchoma wykorzy-
stano standardowo mieszaning HFIP/TEA oraz metanolu, a fazg stacjonarng bylo
konwencjonalne wypelnienie oktadecylowe. Metabolit M1 powstal w wyniku usu-
niecia nukleotydu tymidynowego, ktory znajduje si¢ zardwno na koncu 3; jak i 5°
sekwencji oligonukleotydu. Wykorzystanie MS/MS pozwolito na potwierdzenie, ze
hydroliza wigzania fosfodiestrowego zaszla od konca 3’ Informacje na temat zasad,
z ktorych zbudowane sg poszczegolne metabolity, uzyskano na podstawie mas czg-
steczkowych, ktére wyznaczono po zastosowaniu dekonwolucji. Charakterystyka
metabolitéw byla mozliwa, dzi¢ki bardzo doktadnym pomiarom (+0,009%) masy
czasteczkowej [67].

W trakcie badan nad metabolizmem (in vitro i in vivo) oligonukleotyddw
zmodyfikowanych wykorzystano szereg probek biologicznych, w tym roztwory
egzonukleaz, osocze, mocz, homogenat mysiej watroby/nerki oraz mikrosomy
wyekstrahowane z ludzkiej watroby [56, 67]. Analizy chromatograficzne prébek
z powodzeniem prowadzono z wykorzystaniem IP RP HPLC MS/MS oraz wcze-
$niej stosowanymi fazami ruchomymi i stacjonarnymi. We wszystkich wymienio-
nych matrycach wykryto zwiazki krétsze o N-nukleotydéw poczynajac od konca 3’
sekwencji. Uzyskane wyniki dowodza, iz rozklad enzymatyczny w obu matrycach
zachodzi wedltug takiego samego schematu. Swiadczy to m.in. o tym, ze mikrosomy,
wykazujace aktywnos¢ enzymatyczng, moga by¢ uzyteczne w badaniu metabolizmu
oligonukleotydéw antysensownych, w odniesieniu do organizmu cztowieka [56, 67].

4. NOWE KIERUNKI BADAN CHROMATOGRAFICZYCH ZWIAZKOW
BUDUJACYCH KWASY NUKLEINOWE

Mozliwo$¢ monitorowania zmian chorobowych, zachodzacych w organizmie
poprzez oznaczenie nukleozyddw, jak rowniez terapeutyczne zastosowanie oligonu-
kleotydéw powoduje, iz niezbedne staje sie ich oznaczanie w rdznego typu matry-
cach. Prowadzi to do poszukiwania nowych metod analizy lub udoskonalania metod
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juz istniejacych. Zastosowanie chromatografii cieczowej umozliwia dobér warun-
kow analiz w szerokim zakresie réznego typu parametrdw, takich jak np. faza stacjo-
narna, czy ruchoma. Nukleozydy, nukleotydy oraz oligonukleotydy analizowane sg
jednak gltéwnie z wykorzystaniem oktadecylowego wypelnienia kolumny chroma-
tograficznej. W wielu przypadkach nie umozliwia ono uzyskania wystarczajacego
rozdzielenia wszystkich zwigzkéw w mieszaninie lub tez krétkiego czas analizy. To
wypelnienie kolumny chromatograficznej zazwyczaj nie jest odpowiednie do analiz
malych, polarnych czasteczek (nukleozydy lub niektére nukleotydy), poniewaz sa
one czgsto wymywane blisko objetosci martwej ukladu. Stosowanym dotychczas
rozwigzaniem jest wykorzystanie kolumn o dfugosci 250 mm, co prowadzi jednak
do dlugiego czasu analizy. Dlugie czasy analiz uzyskiwane sg takze w przypadku
chromatograficznego rozdzielania mieszanin oligonukleotydéw, zwtaszcza w przy-
padku zwigzkéw o niewielkich réznicach w sekwencji (np. zamiana jednej zasady
w danej pozycji sekwencji).

Istniejg zatem problemy w analizie chromatograficznej zwigzkéw budujacych
kwasy nukleinowe, spowodowane przez niekorzystne oddzialywania analitow z naj-
popularniejszymi fazami stacjonarnymi. Z tego wzgledu jednym z nowych kierun-
kow badan nad nukleozydami, nukleotydami i oligonukleotydami jest préba wyko-
rzystania innego typu faz stacjonarnych zawierajacych rézne, chemicznie zwigzane
do powierzchni no$nika, grupy funkcyjne. U podstaw tych badan lezy koncepcja
udoskonalenia istniejacych juz rozwigzan analitycznych, ktére umozliwig uzyskanie
lepszych wynikéw w stosunku do prezentowanych dotychczas w literaturze.

W ciagu ostatnich 5 lat prowadzono badania nad wykorzystywaniem réznego
typu wypelnien kolumn chromatograficznych, w przypadku ktérych do no$nika
krzemionkowego zwigzano na drodze chemicznej modyfikacji rézne grupy funk-
cyjne. Byly to fazy stacjonarne aminopropylowe, alkiloamidowe, cholesterolowe,
N,O-dialkilofosforoamidowe, fenylowe, pentafluorofenylowe czy tez wypelnienia
o strukturze dendrymerycznej, zawierajgce centra anionowymienne [68-71]. Ich
schematyczne struktury zostaly przedstawione na Rysunku 2. Kolumny tego typu
nie byly nigdy wczeéniej wykorzystywane w analizie tych bioczasteczek. Prowa-
dzono systematyczne badania, majace na celu dobdér warunkéw analiz chromato-
graficznych do rozdzielania nukleozydéw, nukleotydéw i oligonukleotydow. W tym
celu dokonywano zmian w obrebie fazy ruchomej: typu rozpuszczalnika organicz-
nego, buforu, jego stezenia i pH. Stosowano odwrdcony uktad faz, chromatogra-
tie oddzialywan hydrofilowych, par jonowych oraz chromatografie jonowa. Warte
podkreslenia jest wykazanie, iz odczyn buforu wchodzgcego w sklad fazy ruchomej
jest w przypadku niekonwencjonalnych faz stacjonarnych istotnym parametrem,
umozliwiajacym sterowanie rozdzielczoscig, co jest niezwykle wazne w rutynowych
analizach chromatograficznych zwiazkéw budujacych kwasy nukleinowe [68-71].
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Rysunek 2. Schematyczne struktury faz stacjonarnych, stosowanych w analizie nukleozydéw, nukleotydow
i oligonukleotydéw

Figure 2. Schematic structures of stationary phases applied in the analysis of nucleosides, nucleotides and
oligonucleotides

Wykorzystanie alkiloamidowej fazy stacjonarnej umozliwilo rozdzielenie
polarnych, maloczasteczkowych nukleozydéw (cytozyna, urydyna), co nie bylo
mozliwe w przypadku wypelnienia oktadecylowego [69]. Jednoczesnie czas analizy
byt krétszy. Natomiast zastosowanie cholesterolowej fazy stacjonarnej pozwala na
uzyskanie analogicznych czaséw retencji, jak w przypadku kolumny z wypelnie-
niem oktadecylowym. Selektywno$¢ tego wypelnienia kolumny byla wyzsza dla
najbardziej polarnych nukleozydéw i nukleotydéw (cytozyna, urydyna, urydyno-
-5’-monofosforan, cytydyno-5-monofosforan) w poréwnaniu do konwencjonal-
nej kolumny oktadecylowej (Rys. 3) [68]. Zastosowanie fenylowego wypelnienia
kolumny chromatograficznej prowadzilo do uzyskania kroétszych czaséw analiz
w stosunku do oktadecylowej fazy stacjonarnej, jednakze rozdzielenie niepolar-
nych, maloczasteczkowych skladowych kwaséw nukleinowych nie bylo mozliwe
[70]. Analogiczne tendencje zaobserwowano podczas prob rozdzielen mieszanin
oligonukleotydéw, w przypadku ktdrych czasy analiz byly krétsze dla alkiloamido-
wej i cholesterolowej fazy stacjonarnej. Ich wykorzystanie umozliwiato rozdzielenie
oligonukleotydéw z dobra selektywnoscia w warunkach elucji izokratycznej. W ten
sposdb wykazano, ze stosowanie tych typow wypelnien kolumn chromatograficz-
nych jest dobrg alternatywa w chromatograficznej analizie zwigzkéw budujacych
kwasy nukleinowe w stosunku do powszechnie stosowanej oktadecylowej [68-70].
Poza hydrofobowo-hydrofilowymi fazami stacjonarnymi, stosowano takze po raz
pierwszy wypelnienia dendrymeryczne do chromatografii jonowej. Uzyskano
wzrost selektywnosci i sprawnosci rozdzielenia oraz krétsze czasy rozdzielen nukle-
otydéw w stosunku do danych prezentowanych w literaturze [71].
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Rysunek 3. Chromatogramy rozdzielania nukleozydéw i nukleotydéw z wykorzystaniem cholesterolowej fazy
stacjonarnej: A) mieszanina nukleozyddéw, sktad fazy ruchomej: 30 mM K,HPO,/KH,PO, pH 6,5
oraz metanol, elucja gradientowa: 0-3 min 5% v/v MeOH, 3-15 min - 50% v/v MeOH, pred-
kos¢ przeplywu fazy ruchomej: 0,5 mL min™'; B) mieszanina monofosforanéw nukleotydéw, sktad
fazy ruchomej: 5% v/v MeOH oraz 95% v/v 30 mM CH,COONH, pH 5. Oznaczenie: 1 - cyty-
dyna, 2 - urydyna, 3 - guanozyna, 4 - tymidyna, 5 - 1-metyloguanozyna G, 6 - 1-metyloinozyna,
7 - adenozyna, 8 - 1-metyloadenozyna, 9 - cytydyno-5-monofosforan, 10 - urydyno-5-mono-
fosforan, 11 — guanozyno-5’-monofosforan, 12 — adenozyno-5"-monofosforan
Figure 3. Chromatograms of separation of nucleosides and nucleotides with the use of cholesterol-based

stationary phase: A) mixture of nucleosides, mobile phase composition: 30 mM K,HPO,/KH PO,
pH 6.5 and methanol, gradient elution: 0-3 min 5% v/v MeOH, 3-15 min - 50% v/v MeOH, flow
rate: 0.5 mL min™'; B) mixture of nucleotides , mobile phase composition: 5% v/v MeOH and 95%
v/v 30 mM CH,COONH, pH 5. Notation: 1 - cytidine, 2 — uridine 3 - guanosine, 4 - thymidine
5 - 1-methylguanosne 6 — 1-methylinosine, 7 — adenosine 8 - 1-methyladenosine, 9 - cytidine
5’-monophosphate, 10 - uridine 5’-monophosphate, 11 - guanosine 5’-monophosphate, 12 — ade-
nosine 5’-monophosphate
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Innym trendem analitycznym w chromatograficznym badaniu nukleozydéw,
nukleotyddéw i oligonukleotydéw jest wykorzystanie UHPLC [72, 73]. W literatu-
rze istnieje jednak tylko kilka przykladéw wykorzystania tej techniki w rozdziela-
niu i oznaczaniu zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe. Z tego wzgledu podjeto
proba zastosowania réznych srednic czastek (1,3-2,0 pm) komercyjnych faz sta-
cjonarnych (oktylowa, oktedecylowa, fenylowa, pentafluorofenylowa, niezmodyfi-
kowany zel krzemionkowy) w analizie potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukle-
ozydow oraz oligonukleotydéw. W przypadku pierwszej grupy zwiazkéw wykazano,
ze duza sprawno$¢ ukltadéw UHPLC umozliwita analize¢ polarnych nukleozydéw
bez koniecznosci stosowania buforéw w fazie ruchomej przy zachowaniu syme-
trycznych ksztattow pikow [73]. Chromatograficzna analiza tych czasteczek wyma-
gala stosowania buforéw o réznych stezeniach, co bylo przyczyng ograniczonych
mozliwosci zastosowan réznorodnych detektoréw, zwlaszcza spektrometréw mas.
Uzyskano calkowite rozdzielenie mieszaniny dziesieciu potranskrypcyjnie zmo-
dyfikowanych nukleozydéw w czasie jedynie 4 minut. Podobne wyniki w zakresie
skrocenia czasu rozdzielenia uzyskano takze w przypadku oligonukleotydow [72].
Testowano mozliwosci rozdzielcze UHPLC dla mieszanin oligonukleotyddw i ich
syntetycznych metabolitéw oraz mieszanin oligonukleotydéw bedacych swoimi
izomerami sekwencyjnymi. W kazdym z opisanych przypadkéw otrzymano pelng
separacje bioczasteczek w czasie krotszym niz 10 minut z zastosowaniem fenylowej
oraz pentafluorofenylowej fazy stacjonarnej [72, 74]. Wykorzystanie wypelnienia
oktadecylowego o malej $rednicy czastek fazy stacjonarnej pozwolilo natomiast na
rozdzielenie w krétkim czasie oligonukleotyddéw antysensownych od ich metaboli-
tow, czego przykltad przedstawiono na Rysunku 4.

Metody oznaczania nukleozydéw z wykorzystaniem cholesterolowej fazy sta-
cjonarnej lub techniki UHPLC zostaly z powodzeniem zastosowane do rozdzielenia
i oznaczenia ilosciowego w probkach moczu i osocza. UHPLC wykorzystano takze
do oznaczania zmodyfikowanych oligonukleotydéw i ich metabolitéw w osoczu.
Natomiast metody opracowane z wykorzystaniem hydrofobowo-hydrofilowych
oraz dendrymerycznych faz stacjonarnych zastosowane zostaly do rozdzielenia
nukleotydéw i oznaczania poziomu ich stezenia w zmodyfikowanym mleku dla nie-
mowlat. Opracowane metody cechuje liniowo$¢ w szerokim zakresie stezen, wysoka
dokladno$c¢ i precyzja. Moga one by¢ z powodzeniem stosowane w rutynowych ana-
lizach nukleozydéw i oligonukleotyddéw, jak i ich zmodyfikowanych pochodnych
w probkach biologicznych [68-74].
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Rysunek 4.
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Rysunek 4

Chromatogram rozdzielenia oligonukleotydu tiofosforanowego oraz jego syntetycznych
metabolitow za pomoca ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Warunki analiz:
kolumna chromatograficzna Kinetex C18 1,7 um (100 x 2,1 mm); skfad fazy ruchomej: 5 mM
DMBA/150 mM HFIP oraz MeOH, elucja gradientowa: 24-27% v/v MeOH w 10 minut; pred-
kos¢ przeplywu fazy ruchomej 0,3 mL min'; detekcja UV-Vis dla A = 260 nm. Oznaczenie:
1 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTCA-3} 2 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTC-3;
3 -  5-GTTCTCGCTGGTGAGTTT-3, 4 -  5-GTTCTCGCTGGTGAGTT-3;
5-5-GTTCTCGCTGGTGAG-3’

Chromatogram of separation of phosphorothioate oligonucleotide and its metabolites with the
use of ultra high performance liquid chromatography. Experimental conditions: chromatographic
column Kinetex C18 1.7 um (100 x 2.1 mm); mobile phase composition 5 mM DMBA/150 mM
HFIP and methanol, gradient elution: 24-27% v/v of methanol in 10 min.; flow rate 0.3 mL
min'; UV-Vis detection for A = 260 nm. Notation: 1 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTCA-3;
2 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTTC-3, 3 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTTT-3,
4 - 5-GTTCTCGCTGGTGAGTT-3; 5 - 5-GTTCTCGCTGGTGAG-3’

PODSUMOWANIE

Poznanie wlasciwosci, roli i struktury kwaséw nukleinowych umozliwito udzie-
lenie odpowiedzi na pytania dotyczace wzrostu, rozwoju organizmu, dziedziczenia
cech, ale takze proceséw chorobowych. Obecnie kwasy nukleinowe jak i zwiazki je
budujgce stanowig narzedzia, ktérymi postuguje si¢ biologia molekularna w medy-
cynie i biotechnologii. Okreslenie mechanizméw powstawania choréb majacych
podloze genetyczne pozwala na zaprojektowanie lekow, ktore beda zapobiegaé roz-
wojowi schorzenia. Terapia genowa i antysensowa sg intensywnie rozwijajacymi si¢
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obecnie kierunkami badan. Wykorzystuja one krétkie fragmenty DNA lub RNA,
czyli oligonukleotydy w celu wyciszenia ekspresji genéw powodujacych choroby.
Te sktadowe kwaséw nukleinowych nie sg jedynymi, ktére pozwalaja chemikom
analitykom na uzyskanie informacji o stanie naszego organizmu. Oznaczenie zmo-
dyfikowanych nukleozydéw umozliwia wykrycie choroby nowotworowej, a analiza
nukleotydéw pozwala na oszacowanie wzmacniania uktadu odpornosciowego.

W kazdym z tych trzech przypadkéw konieczne sg czule, selektywne i precy-
zyjne metody rozdzielania nukleozydéw, nukleotydéw i oligonukleotydéw oraz ich
analizy jakosciowej i ilosciowej. Wymagania te spelniaja techniki chromatograficzne,
a zwlaszcza chromatografia cieczowa, ktdra jest najpowszechniej stosowana w ana-
lizie zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe. Do najpowszechniej wykorzystywa-
nych typow tej techniki zalicza sie¢ IEC i RP HPLC. Obie techniki w analizie trzech
omawianych grup zwigzkéw maja swoje zalety i wady. W przypadku IEC konieczne
jest stosowanie wysokich stezen lub gradientow stezen soli w fazie ruchomej, co
znaczgco ogranicza mozliwos¢ wykorzystania detekeji MS. Technika ta umozliwia
jednak uzyskanie zadowalajacej rozdzielczosci i selektywno$ci w analizie nukleoty-
dow i oligonukleotydéw. RP HPLC mozna sprzegaé z detekcjg MS pod warunkiem
stosowania faz ruchomych, w sklad ktorych wchodzg lotne sole (np. mréwczan
amonu). Istotnym problemem analiz probek zawierajacych zwigzki budujace kwasy
nukleinowe jest brak wystarczajacej selektywnosci wzgledem najbardziej polarnych
nukleozyddéw i nukleotyddw, ktore najczesciej nie ulegaja rozdzieleniu w przypadku
konwencjonalnie stosowanych faz stacjonarnych. Pomimo tego ograniczenia RP
HPLC, jest ona najczesciej wykorzystywana w oznaczaniu nukleozydoéw i nukleoty-
doéw ze wzgledu na prostote sprzezenia z detektorem mas. Jest to niezwykle istotne
ze wzgledu zaréwno na wysoka czulos¢, jak i na kompleksowa analize jakosciowa.

Innym ukladem chromatografii cieczowej wykorzystywanym zwtaszcza do
analiz oligonukleotydéw jest IP RP HPLC. Zwigzki te nie moga by¢ analizowane za
pomoca RP HPLC, ze wzgledu na ich duza polarnos$¢. Z powodzeniem sg jednak
rozdzielane i oznaczane za pomocg IP RP HPLC. Zaletg metody jest duza selek-
tywnos¢ przy odpowiednim doborze skladu fazy ruchomej oraz mozliwo$¢ analiz
za pomocg MS. Wadg IP RP HPLC w analizie oligonukleotydéw jest jednak nizsza
czuto$¢ IP RP HPLC MS w poréwnaniu do RP HPLC MS. Jest to efekt réznego
sktadu faz ruchomych i thumienia procesu jonizacji oligonukleotydéw w przypadku
stosowania soli par jonowych.

W czasie kilku ostatnich lat ro$nie ilo§¢ prac naukowych prezentujacych wyniki
prob zastosowania uktadu HILIC do rozdzielenia mieszanin nukleozydéw, nukle-
otydow, oligonukleotydéw wyekstrahowanych z probek biologicznych lub zywnosci.
Prezentowane wyniki dowodza uzytecznosci tej metody, jednakze zdolnosci roz-
dzielcze HILIC sg ograniczone ze wzgledu na asymetryczny ksztalt pikow, bedacy
konsekwencjg duzej polarnosci sktadowych kwaséw nukleinowych. Niemniej odpo-
wiedni dobor sktadu fazy ruchomej oraz stacjonarnej moze doprowadzi¢ do uzyska-
nia duzej selektywnosci w analizie najbardziej polarnych nukleozydéw, nukleoty-
dow i oligonukleotyddw, ktérych nie mozna rozdzieli¢ RP HPLC.
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