166

Podczas sporzadzania wykresu kalibracyjngo nalezy przestrzega¢ nastepuja-
cych zasad:

- wykres kalibracyjny powinien obejmowac zakres stezen analitow w probkach
rzeczywistych,

- roztwory kalibracyjne nalezy dozowa¢ do kolumny przynajmniej dwukrotnie,

- punkty do sporzadzenia wykresu kalibracyjnego powinny by¢ rozmieszczone
réwnomiernie w badanym zakresie stezen.

Wykres kalibracyjny mozna przedstawi¢ w postaci réwnania prostej. Charak-
teryzujac go, nalezy poda¢ wartosci: zakresu liniowosci, wspotczynnika korelacji
liniowej, wspotczynnika liniowosci lub wariancji R?. W idealnym przypadku wykres
wzorcowy powinien przebiegac przez poczatek ukladu wspodtrzednych.

2.11.6.
Proteomika ilosciowa

Postep instrumentalny w zakresie wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz
spektrometrii mas umozliwit przeprowadzenie jednoczesnej identyfikacji biatek
obecnych w komérkach organizméw zywych i ich oznaczenie ilosciowe. Badania
takie sg przedmiotem waznej i szybko rozwijajacej si¢ dziedziny nauki, jaka jest
proteomika. Ilo§ciowe analizy proteomiczne umozliwiajg monitorowanie zmian
zawarto$ci poszczegdlnych bialek w wyniku réznych stanéw chorobowych i/lub
w odpowiedzi na stosowanie lekéw farmakologicznych. Pozwala to lepiej zrozu-
mie¢ role bialek w funkcjonowaniu organizmu i odkrywaniu biatkowych markeréw
chorob.

W proteomice poréwnawczej, majacej na celu okreslenie wylacznie zmian
zawartosci poszczegolnych bialek w probce badanej wzgledem kontrolnej, na przy-
ktad w organizmie zdrowym i chorym, nie ma potrzeby okreglania ich ste¢zenia.
W przypadku wyizolowania bialek, ktérych zawarto$¢ w prébce badanej w zna-
czacy sposob maleje lub wzrasta w stosunku do probki kontrolnej, konieczne sg
badania umozliwiajace wyznaczenie st¢zenia konkretnego biatka.

Ilosciowe oznaczenia proteomiczne z wykorzystaniem ukladu LC-MS przepro-
wadza si¢ w dwojaki sposob:

- modyfikuje si¢ bialka znacznikami zawierajagcymi atomy stabilnych cigzkich
izotopow,

- wprowadza si¢ do probki wzorcowej wzorzec wewnetrzny oznaczanego bialka,
o znanym stezeniu i zawierajacy w swojej strukturze najcigzszy izotop danego
pierwiastka (jest to istota metody rozcienczenia izotopowego).

Sposob pierwszy wykorzystywany jest w proteomice poréwnawczej. Do jednej
probki, na przyklad poréwnawczej, na etapie wzrostu komorek (in vivo) lub po
wyizolowaniu biatek z materiatu biologicznego (in vitro), wprowadza si¢ atomy
cigzszego izotopu, a do drugiej atomy lzejszego izotopu tego samego pierwiastka.
W wyniku analizy MS obu prébek otrzymuje si¢ widma mas, ktoére roznia sie

2. CHROMATOGRAFIA CIECZOWA KOLUMNOWA



warto$cig m/z, odpowiadajaca réznicy mas czasteczkowych znacznikéw izoto-
powych. Poréwnanie intensywno$ci obu widm umozliwia ustalenie wzglednej
zawarto$ci poszczegdlnych bialek w obu préobkach. W handlu dostepnych jest
kilka odczynnikéw do znakowania izotopowego, a samo oznaczenie jest wzgled-
nie proste.

Drugi sposéb, czyli metoda rozcienczenia izotopowego, polega na dodaniu
do probki zawierajacej oznaczane bialko tego samego biatka o znanym stezeniu,
ale zawierajacego w swojej strukturze izotop (np. °’N). Pozwala to obliczy¢ steze-
nie biatka w préobce na podstawie wczesniej sporzadzonego wykresu kalibracyj-
nego. Metode¢ rozcieficzenia izotopowego stosuje si¢ do oznaczenia zaréwno bia-
tek natywnych (o konformacji, w jakiej wystepuja i funkcjonuja w organizmie),
jak i peptydéw powstatych w wyniku trawienia enzymatycznego danego biatka.

2.12.
Szybka chromatografia cieczowa kolumnowa

O szybkosci procesu chromatografowania decyduja w kolumnowej chromatogra-
fii cieczowej dltugos¢ i $rednica kolumny, rodzaj fazy stacjonarnej i fazy ruchomej,
natezenie przeplywu strumienia fazy ruchomej i jej temperatura. W szybkiej chro-
matografii wazne sg takze parametry techniczne chromatografu i dozownika oraz
systemu zbierania danych. Czynniki te powinny by¢ tak dobrane, aby przy moz-
liwie jak najkrétszym czasie rozdzielania sktadnikéw mieszaniny ich rozdzielenie
bylo jak najlepsze. Jako$¢ rozdzielenia skladnikéw mieszaniny zalezy od selek-
tywnosci kolumny, ktérej miarg jest wspdtczynnik retencji lub wspétczynnik roz-
dzielenia i sprawnosci kolumny, wyrazanej liczbg poétek teoretycznych. Sprawnosé
kolumny zalezy od wielkosci czgstek jej wypelnienia i ich jednorodnosci, wielkosci
powierzchni wlasciwej, rozmiaru poréw, lepkosci i szybkosci przeptywu fazy rucho-
mej oraz od temperatury.

Na sprawnos¢ kolumny chromatograficznej w duzym stopniu wptywa wielkos¢
czastek fazy stacjonarnej. Im sg one mniejsze, tym wieksza sprawnos¢. Z klasycz-
nego wykresu réwnania van Deemtera wynika, ze kolumna moze osiagna¢ wysoka
sprawnos¢ przy optymalnej, wzglednie malej liniowej predkosci przeptywu fazy
ruchomej. Owszem, bylo to stuszne, gdy w HPLC stosowano wypetnienia o $red-
nicach czastek powyzej 3 um. Jednak zastosowanie wypelnien kolumnowych, kto-
rych czastki o $rednicy 1,7 um i mniejszych sa bardzo jednorodne, sprawito, ze
przebieg wykresu van Deemtera znacznie rézni si¢ od jego przebiegu dla czastek
wiekszych (ryc. 2.62). Zastosowanie czastek o $rednicy 1,7 pm pozwala uzyskiwac
okoto trzykrotnie wieksza sprawnos¢ kolumny niz zastosowanie czastek o $rednicy
5 um i dwukrotnie wiekszg niz w przypadku czastek o $rednicy 3,5 pm. Daje to
wyzsza rozdzielczo§¢ pikéw skltadnikéow rozdzielanych mieszanin odpowiednio
0 70 i 0 40%. Obecnie dostepne s3 fazy stacjonarne, ktérych czastki maja jeszcze
mniejsze $rednice, na przyklad 1,5 pm.
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