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Cwiczenie 17

Zastosowanie jonowymiennej chromatografii kolumnowej oraz
wysokocisnieniowej chromatografii w odwroconych fazach w chemicznej syntezie

5'-difosforanéw nukleozydow

Podstawy chemiczne ¢wiczenia

Tworzenie wiqzania pirofosforanowego w ZzZywej komorce to jeden z podstawowych
proceséw biochemicznych, od ktérego uzalezniona jest gospodarka energetyczna organizmow.
Znamiennym przyktadem jest reakcja:

ADP - ATP
Wigzanie pirofosforanowe tqczqce dwie reszty fosforanowe przez mostek tlenowy ma charakter
wiqzania bezwodnikowego. Synteza nukleotydéw 5°-di- i trifosforanowych mozliwa jest tez w

sposob ,,sztuczny”, czyli na drodze chemicznej (bez udziatu enzymow).
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Rys. 1. Schemat chemicznej syntezy GDP.

Chemia nukleotydow narzuca jednak koniecznos¢ stosowania tagodnych warunkow syntezy,
poniewaz drastyczne metody jak np. wysoka temperatura reakcji doprowadzityby do rozktadu
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substratow. Opierajgc sie na fakcie, ze kationy manganu Mn?* stanowiq katalizator reakcji
enzymatycznych powstawania wiqzania pirofosforanowego (mangan, podobnie jak i kilka innych
pierwiastkow metali przejsciowych wystepuje w ilosciach sladowych w organizmach zywych),
opracowano chemicznq synteze z udziatem tych jonow. Reakcje wykonuje sie w wodzie, a jeden z
substratow musi by¢ aktywowany np. imidazolem. Stopienn konwersji substratu do pochodnej
pirofosforanowej w tej reakcji jest jednak nieduzy i wynosi 20 — 30%. Proby usprawnienia syntezy
doprowadzity do stwierdzenia, ze katalizatorem reakcji mogq byc¢ tez inne kationy, sposrod
ktorych najlepsze rezultaty dajq jony cynku Zn?*. Jony cynkowe wymagajq Srodowiska
bezwodnego, poniewaz w obecnosci wody ulegajq one hydratacji i tracq wtasciwosci katalityczne.

Chemiczna synteza nukleotydow 5°-di- i trifosforanowych modyfikowanych w czesci
nukleozydowej wydaje sie by¢ jedynq drogq otrzymywania takich zwiqzkow, jako ze czesto nie sq
one dostepne w handlu, a metody enzymatyczne mogq zawodzi¢ ze wzgledu na nienaturalng
budowe substratéow. Réwniez w odniesieniu do zwiqzkéw handlowych synteza di- i tri-fosforanéw
moze by¢ optacalna, gdyz takie zwiqzki majq bardzo wysokie ceny. Na przykiad 5’-difosforan
guanozyny (w skrocie GDP) jest okoto trzydziestokrotnie drozszy, wedtug cen katalogowych, od
5’-monofosforanu guanozyny (GMP). Synteza GDP z GMP w laboratorium, oprécz waloréw
poznawczych, ma wiec rowniez sens ekonomiczny.

Metody badawcze i przepisy wykonawcze:
1. Wymiana jonowa na jonitach.

Otrzymywanie 5’-GMP w postaci soli trietyloamoniowej.

GMP przechowuje sie najczesciej w postaci soli sodowej. Jezeli jakgkolwiek reakcje z GMP
wykonuje sie w rozpuszczalniku organicznym, nalezy przedtem sol sodowq przeprowadzi¢c w sol
organicznqg w celu zapewnienia jak najwiekszej rozpuszczalnosci tego substratu. Dogodnqg postaciq jest
sol trietyloamoniowa.

Wymiany jonowej dokonuje sie na tzw. kationicie. Kationit to najczesciej polimer organiczny
zmodyfikowany chemicznie tak, aby zawieral grupy o charakterze kwasowym, np. polimer-COOH,
polimer-SOsH. W obecnosci jakichkolwiek jonéw dodatnich (kationéw) polimer wiqze sitami
elektrostatycznego oddziatywania te kationy i uwalnia do roztworu jony wodorowe (nastepuje np. reakcja:
polimer-SOsH + Na® [ [ - polimer-SOs;Na + H®). Na kationicie moze nastepowacé oczywiscie
jakakolwiek inna wymiana jonowa, np. reakcja odwrotna do opisanej, w obecnosci odpowiednio duzego
stezenia jonow wodorowych.

Aby wykona¢ podang w tytule operacje nalezy dysponowac kationitem w formie
trietyloamoniowej, np. polimer-SOs;N"H(C,Hs)s. Ponizej podany jest przepis na przeprowadzenie 5
g soli sodowej GMP w sdl trietyloamoniowa. W kolumnie o objetosci ok. 100 ml umieszcza sie
kationit (dot kolumny, o ile nie posiada ona dna ze szkla porowatego, zaopatruje sie w zwitek
waty i kolumne napetnia zawiesing kationitu w wodzie do wysokos$ci 5 - 7 cm od gornej krawedzi)
i przemywa 500 ml 10% kwasu solnego. W tej fazie regeneracji kationitu uzyskuje sie go w formie
wodorowej. Nastepnie kolumne przemywa sie woda zdemineralizowang (np. destylowang) az
wyciek bedzie obojetny. Po spuszczeniu ostatniej warstwy wody do zrownania jej poziomu z
gornym poziomem kationitu nalewa sie 20 ml trietyloaminy i kontynuuje zbieranie wycieku
(operacje wykonuje sie koniecznie pod wyciagiem). Po “wsigknieciu” trietyloaminy w warstwe
kationitu, kolumne przemywa sie ponownie wodg az wyciek bedzie mial pH ok. 7. Kolumne nalezy
przepakowag, tzn. zawiesine kationitu w wodzie wylewa sie do innego naczynia, a nastepnie
napelnia ponownie kolumne. W tym etapie kolumna gotowa jest do wykonania tytulowej operacji.
GMP (sdl disodowa) rozpuszcza sie w ok. 50 ml wody i otrzymany roztwor nanosi sie na kolumne,
potem przemywa sie woda do uzyskania ok. 0,5 I roztworu (w razie potrzeby mozna badac
absorbancje UV wycieku w 260 nm, aby stwierdzi¢, ze w wycieku nie ma juz GMP). Wyciek
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zateza sie na wyparce, a nastepnie pozostatos¢ suszy sie w eksykatorze prézniowym nad P 4O do
uzyskania soli monotrietyloamoniowej GMP w postaci sypkiego proszku.

2. Jonowymienna chromatografia cieczowa

2a) Otrzymywanie P* -imidazolidu GMP.

W kolbie poj. 500 ml zaopatrzonej w magnetyczny element mieszajacy umieszcza sie 0,9 —
1,0 g GMP (ok. 2 mmoli) w postaci dobrze wysuszonej soli TEA (pkt. 1), 0,68 g imidazolu, 0,88 g
2,2’-ditiodipirydyny i dodaje 10 ml bezwodnego DMF (N,N-dimetyloformamidu) oraz 0,3 ml TEA
(trietyloaminy). Kolbe ustawia sie na mieszadle magnetycznym i dodaje jeszcze 1,1 g PhsP
(trifenylofosfiny). Mieszanie kontynuuje sie az do catkowitego zaniku GMP (ok. 6 godz.). Reakcje
konczy sie dodajac do kolby roztwér 1,0 g NaClO, (nadchloran sodu bezwodny) w 100 ml
bezwodnego acetonu. Dodatkowo mieszanine rozciencza sie dodajac 20 ml acetonu. Kolbe chtodzi
sie w lodowce ok. 2 godz. i otrzymany osad soli sodowej imidazolowej pochodnej GMP odsacza
sie na lejku Schotta pod zmniejszonym cisnieniem. Osad przemywa sie na lejku 3 — 4 razy
bezwodnym acetonem, za kazdym razem rozcierajac osad dokladnie z rozpuszczalnikiem, az
wyciek z lejka nie bedzie juz zabarwiony na z6étto. Po przeniesieniu osadu do krystalizatora, suszy
sie go przez noc w eksykatorze prézniowym nad P4O1o.

2b) Synteza 5’-GDP (tworzenie wigzania pirofosforanowego).

W kolbie zaopatrzonej w magnetyczny element mieszajagcy umieszcza sie otrzymang
poprzednio (pkt. 2a) imidazolowa pochodna GMP, ok. 1,6 g soli trietyloamoniowej kwasu
fosforowego*, 12 ml DMF i rozpoczawszy mieszanie na mieszadle magnetycznym dodaje sie 0,9 g
bezwodnego ZnCl,. Po 4 godz. zawartos¢ kolby wlewa sie do zlewki zawierajacej roztwoér 2 g
wersenianu disodu (EDTA) w 200 ml wody, mieszajac bagietka. Roztwor doprowadza sie do pH
ok. 6 dodajac matymi porcjami NaHCOs. Jezeli mieszanina stanie sie metna nalezy dodac¢ wiecej
EDTA.

Nadmiar stechiometryczny donora reszty fosforanowej (soli kwasu fosforowego) jest korzystny,
albowiem zapobiega (zmniejsza prawdopodobieristwo przebiegu ze wzgleddw statystycznych) reakcji
ubocznej tworzenia sie 5°,5’-difosforanu diguanozyny (Gp.G). Gp.G moze powstawac, gdy imidazolowa
pochodna GMP przereaguje z czqsteczkq GMP uwolnionq uprzednio z imidazolowej pochodnej w wyniku
ubocznej reakcji hydrolizy w obecnosci sladéw wody. Obecnosci Sladéw wody nie mozna unikngd,
poniewaz sol trietyloamoniowq kwasu fosforowego bardzo trudno jest uzyskac w formie bezwodne;j.
Zawartos¢ Gp,G w produktach reakcji rzutuje na czystos¢ pozqdanego produktu czyli GDP, poniewaz tego
produktu ubocznego nie mozna oddzieli¢ od GDP opisanq ponizej metodq oczyszczania.

2c) Izolowanie 5’-GDP metoda chromatografii kolumnowej jonowymiennej.

Nukleotydy i inne zwiqzki zawierajqce reszty kwasu fosforowego dosc¢ trudno jest wydzieli¢ z
mieszanin poreakcyjnych prostymi metodami chemicznymi (np. w wyniku krystalizacji). Zauwazmy, ze
roztwor otrzymany w pkt. 2b) zawiera obok pozgdanego GDP, réwniez wspomniany Gp .G, inny produkt
uboczny - GpsG, sSlady GMP i ewentualnie innych fosforanéw guanozyny, tudziez wiele soli
nieorganicznych i organicznych (np. wersenian cynku, chlorek sodu, fosforan trietyloamoniowy uzyty w
nadmiarze, uwolniony imidazol itd.). Czesto stosowanq metodq oczyszczania tych zwiqzkdw jest podana w
tytule chromatografia jonowymienna. Nosnikiem chromatograficznym (fazq stacjonarnq, ztozem
chromatograficznym) jest odpowiednio spreparowany polimer sztuczny lub pochodzenia naturalnego
zawierajqcy grupy charakteryzujqce sie zdolnosciq koordynowania aniondéw (jonéw ujemnych). Sq to tzw.
anionity (porownaj pkt. 1, w ktérym byta mowa o kationitach; zaréwno kationity jak i anionity mogq w
okreslonych warunkach by¢ wykorzystywane jako nosniki chromatograficzne). Do subtelnych rozdziatow
chromatograficznych, jakim niewqtpliwie jest opisywany tu przyktad izolowania 5’-GDP, trzeba stosowac¢
nosniki specyficznie nadajqce sie do okreslonego przypadku.
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Uzywamy kolumny (o rozmiarach @ [J4 cm i dlugosci ok. 1,5 m) napelnionej anionitem
(DEAE-Sephadex-A25) w formie wodoroweglanowej, czyli ze w odpowiednich grupach
funkcyjnych nosnika przykoordynowane sa jony HCO5. Na gore kolumny nanosimy uzyskany w
pkt. 2b roztwor wodny, uprzednio przesaczony przez gesty saczek, i przemywamy kolumne
obficie woda korzystajac z pompy perystaltycznej. Podczas przemywania woda pozbywamy sie
soli, podczas gdy nukleotydy przykoordynowuja sie w miejscach aktywnych kolumny (wypierajac
jony wodoroweglanowe). Nastepnie przemywamy kolumne roztworem wodoroweglanu
trietyloamoniowego (tzw. TEAB*) o wzrastajacym liniowo stezeniu od 0 — 1 M. Zuzywa sie ok.
4,6 1 fazy ruchomej, zbierajac wyciek do probéwek w automatycznym kolektorze frakcji. W celu
detekcji substancji zawartych w poszczegdlnych probowkach mierzy sie w spektrometrze UV
(przy 260 nm) absorpcje roztworu w co pigtej probowce, a nastepnie sporzadza sie wykres
absorbancji w funkcji kolejnoSci probéwek. Otrzymuje sie profil kilku pasm chromatograficznych,
z ktorych ten o najwiekszym polu powinien odpowiada¢ GDP. Dodatkowo zawarto$¢ wybranych
probowek z pasma GDP analizuje sie metoda HPLC (patrz pkt. 3). Probéwki z pasma GDP o
stopniu czystosci powyzej 95% (mozna w razie gorszych rezultatow rozdzialu obnizy¢ kryterium
czystosci) zbiera sie razem jako frakcje GDP do kolby poj. 1 1 i zateza na wyparce. W trakcie
odparowywania trzeba dodawac¢ alkohol etylowy, aby ulatwi¢ rozklad TEAB. Pozostalo$¢ po
destylacji nie powinna zawiera¢ sladow trietyloaminy. Po wysuszeniu w eksykatorze prézniowym
nad P40, substancje (czyli GDP w postaci soli bistrietyloamomniowej) nalezy zwazyc¢ i obliczy¢
wydajnos$¢ (w % molowych) wzgledem uzytego GMP (pkt. 2a).

* odczynniki otrzymywane wedlug odrebnych procedur; w ¢wiczeniu beda dostarczone przez
prowadzacego.

3. Wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa w odwréconych fazach.

Stopien czysto$ci otrzymanego produktu posredniego (P°-imidazolidu GMP, pkt. 2a),
wybranych frakcji po chromatografii kolumnowej jonowymiennej oraz uzyskanego GDP (pkt. 2c)
sprawdza sie metoda HPLC (wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa). Wykorzystuje sie
kolumne RP (z odwréconymi fazami, od ang. reverse phase) i roztwér wodny octanu amonu o
stezeniu 0,05 M (pH 5,9) jako faze ruchomga. Analize wykonuje sie w gradiencie wzrastajacego
liniowo stezenia metanolu w tym buforze od 0 — 25 %(v/v) w ciagu 15 min., przy przeptywie 1,0
ml/min. Zawarto$¢ wycieku sprawdza sie detektorem mierzacym absorpcje UV przy 260 nm.

Literatura:
1. Walenty Szczepaniak "Metody instrumentalne w analizie chemicznej", PWN,
Warszawa 2002 (Rozdz. 14, 16-18)

2. Zygfryd Witkiewicz "Podstawy chromatografii", WNT, Warszawa 2000 (Rozdz. 1 i 3).
lub
inne opracowania omawiajgce podstawy chromatografii.

Wymagania:

1. Znajomosc¢ podstaw teoretycznych proceséw chromatograficznych.

2. Chromatografia cieczowa ze szczegblnym uwzglednieniem budowy blokowej aparatu
HPLC.

Przyktadowe pytania:

- podac podstawowe mechanizmy rozdziatu chromatograficznego (zjawiska
fizykochemiczne na granicy faz decydujace o procesie rozdziatu chromatograficznego);
- podac¢ schemat blokowy aparatury do chromatografii cieczowej;

SLip UNIA EUROPEJSKA .
KAPITAL LUDZKI g 7 EUROPEJSKI ‘

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI FUNDUSZ SPOLECZNY * ok

- *
* gk

s
I &
4, &
Rsoyie’

Projekt Fizyka wobec wyzwarn XX! wieku wspotfinansowany ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



- jakiego rodzaju detektory mozna uzywac¢ w technice HPLC i jakie sg gtowne zalety
wymienionych detektorow;

- czym rézni sie chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz (reverse phase
HPLC) od rozdziatu w normalnym uktadzie faz; podac tez ogdlnie zakresy ich
stosowania.

Opracowanie wynikéw i wskazéwki do opisu:
Opis powinien zawierac

1. Skrétowe przedstawienie wykonanych czynnosci;
2. Obliczenie wydajnosci catkowitej wedtug wzoru:

liczba moli otrzymanego GDP (Mcpp)
O000000D000000D00DO0 100 % =
liczba moli wyjSciowego GMP (Mgwp)

gdzie:
liczba gramoéw otrzymanego w pkt. 2c GDP
Meop = 0000000000 OOODOOOOOODOODO
masa molowa GDP<2TEA [g/mol]

liczba gramow uzytego w pkt. 2b GMP
gotdooddoooouooodoooooo
masa molowa GMP<TEA [g/mol]

MGMP

3. Wykres (profil chromatograficzny) absorbancji (UV przy A=260 nm) poszczegdlnych
frakcji w funkcji kolejnosci probowek (dot. pkt. 2c). Wykres moze by¢ sporzadzony
odrecznie albo za pomocag odpowiedniego programu komputerowego (np. Excel).

4. Wydruki wynikéw HPLC z badania czystosSci wybranych frakcji w pkt. 2c.

5. Wydruki HPLC substratu (GMP, pkt. 1), imidazolowej pochodnej GMP (pkt. 2a),
mieszaniny po reakcji w pkt. 2b oraz koncowego produktu (GDP, pkt. 2c).

6. Opisowg analize chromatogramu HPLC zsyntetyzowanego GDP (omowienie stopnia
czystosci uzyskanego preparatu).
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