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, , Los oligonucledtidos sintéticos con menos de 100 nucledtidos se suelen analizar
Agilent Technologies, Inc.

y purificar mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). Para
mejorar la selectividad, se suele recurrir a la deteccion selectiva de masas (MSD),
aunque esta técnica supone el uso de reactivos de alta pureza y caros, como el
hexafluoroisopropanol (HFIP). En esta nota de aplicacion se describe un método de
purificacién basado en el uso de dibutilamina (DBA) y tris(hidroximetil)aminometano
(TRIS), que permite la recogida de fracciones activada por una sefial de MSD.

El software de apoyo y las columnas para oligonucledtidos Agilent AdvanceBio con
particulas superficialmente porosas permitieron mejorar la rapidez de la recogida

de fracciones y la pureza de los compuestos de interés en comparacion con los
métodos convencionales.



Introduccion

En los Ultimos afos, los oligonucledtidos
sintéticos (como los aptdmeros, el ARN
guia, el ARN de interferencia pequefio

y los oligonucledtidos) han despertado

el interés de los campos de las ciencias
de la viday la investigacion de pruebas
diagndsticas. Por lo general, la longitud de
la cadena de estas moléculas es inferior a
100 nucledtidos, lo que permite analizarlas
mediante HPLC en fase inversa por
formacion de pares iénicos (IP-RP). Esta
técnica también se ha utilizado con éxito
para la purificacion de oligonucledtidos.
Para mejorar la sensibilidad de los

analisis en los que se utiliza la MSD, se
emplean trietilamina (TEA) y HFIP como
reactivos estandar para formacion de
pares ionicos. Sin embargo, a la hora de
aumentar la escala de los métodos hacia
las condiciones preparativas es necesario
usar grandes cantidades de HFIP, que tiene
un elevado coste, lo que puede convertirse
en un factor limitante.

En esta nota de aplicacion se presenta
un método de purificacion preparativa
en el que se utilizan DBA 'y TRIS para la
formacion de pares ionicos y el ajuste
del pH. Se ha comprobado que la DBA
ofrece mayor resolucion que la TEA
para oligonucledtidos de cadena corta?,
mientras que el TRIS se utiliza en lugar
del HFIP, que tiene un elevado coste.

Experimento

Instrumentos

Todos los experimentos se llevaron
a cabo en un sistema de LC/MSD
preparativo de escala automatica
Agilent 1290 Infinity Il compuesto
por los siguientes modulos:

— Bomba binaria preparativa Agilent
1290 Infinity Il (G7161B).

— Bomba cuaternaria Agilent 1260
Infinity Il (G7111B) con lavado activo
de los sellos y valvulas de entrada
activas (opciones 030 y 032).

— Muestreador/colector preparativo
de lecho abierto Agilent 1290 Infinity
[I (G7158B) con loop de muestra
preparativo de 5 ml (opcion 241).

— Detector de longitud de onda multiple
Agilent 1260 Infinity Il (G7165A) con
celda de flujo preparativa de 0,3 mm
(opcion 084).

Detector de diodo array Agilent 1260
Infinity Il WR (G7115A) con celda de
flujo estéandar de 10 mm (opcion 018).

Colector de fracciones preparativo
de valvula Agilent 1260 Infinity Il
(G7166A).

— Modulador de flujo Agilent 1290
Infinity Il para MS (G7170B).

Controlador de valvula Agilent 1290
Infinity (G1170A) con una vélvula de
2 posiciones y 14 puertos (G4738A).

— Compartimento de columna
preparativa Agilent 1290 Infinity Il
(G7163B).

— Organizador de bobinas de retardo
Agilent 1260 Infinity Il (G9324A) con
bobinas de retardo para flujos de 15 a
40 ml/min (opcién 210).

— Sistema de LC/MSD XT de Agilent
(G6135B).

Columnas

— Columna analitica: Agilent InfinityLab
Poroshell HPH-C18, 3 x 100 mm,
2,7 um (referencia 695975-502).

— Columna preparativa: Columna para
oligonucledtidos Agilent AdvanceBio,
21,2 x 150 mm, 4 um
(referencia 671150-702).

Software

— Agilent OpenlLab CDS ChemStation
Edition para sistemas de LC y LC/MS,
version C.01.10 [287] o posterior.

— Software de purificacion
automatizada de Agilent para
OpenlLab ChemStation, version
A.01.08 [043] o posterior.

Productos quimicos y disolventes

El acetonitrilo (ACN) de calidad para
gradiente de HPLC, el tris(hidroximetil)
aminometano de pureza superior al

99,9 %, el acido clorhidrico de calidad
analitica (37 %), la dibutilamina (DBA) de
calidad para HPLC y la hexilamina (HA) se
adquirieron a VWR (Darmstadt, Alemania).
El hexafluoroisopropanol (HFIP) de
calidad analitica se adquirié a Merck
(Darmstadt, Alemania). Se obtuvo agua
ultrapura nueva a partir de un sistema
Milli-Q Integral equipado con un cartucho
de membrana con un tamafio de poro

de 0,22 pm en el punto de consumo
(Millipore Sigma, Darmstadt, Alemania).

Muestras

Se utilizaron dos muestras de
oligonucledtidos de ADN con una longitud
de entre 30y 50 bases proporcionadas
por un cliente. Las concentraciones de

las muestras fueron de 3,1 mM en PBS

20 mM, en el caso del oligonucledtido
corto; y de 1,6 mM en agua, en el caso del
oligonucledtido largo. Ambas muestras se
inyectaron sin aplicar dilucion ni métodos
de preparacion de muestras.

Antes de realizar la purificacion, ambas
muestras se analizaron mediante un
método de separacion por HPLC/MS
(método con HA/HFIP; consulte la Table 1).
Este método es un procedimiento habitual
de control de calidad que permite obtener la
pureza del producto sintetizado y la masa
de interés necesarias para la purificacion.
Para posibilitar un aumento optimo de la
escala mediante el software de purificacion
automatizada, es necesario usar la misma
fase movil y fase estacionaria en los
métodos analitico y preparativo. Con tal fin,
se utilizd otro método (método con DBA-
TRIS; consulte la Table 2) que no requiere
usar el reactivo caro (HFIP) con el elevado
valor de flujo utilizado para la purificacion.
Este segundo método no es compatible
con la espectrometria de masas, ya que el
tampon de TRIS no es volatil. No obstante,
permite realizar una recogida de fracciones
atendiendo a la masa, ya que se envia
Unicamente una pequefia parte del flujo al
MSD mediante el uso de un divisor activo y
un disolvente auxiliar volatil.



La eleccion de referencia para el

analisis de oligonucledtidos de hasta

100 nucledtidos son las columnas para
oligonucledtidos de la serie Agilent
AdvanceBio. Estas columnas incorporan
la tecnologia Agilent InfinityLab Poroshell
y cuentan con particulas superficialmente
porosas (SPP) con un recubrimiento con
pH alto (HPH). Ademds de garantizar la

Configuracion del método

compatibilidad con valores altos de pH y
temperatura, todos los lotes de columnas
para oligonucledtidos AdvanceBio se
someten a un control de calidad para
garantizar que consigan separar los
oligonucledtidos con una resolucion de n/
(n = 1). Gracias a la adicion de columnas
de escala analitica y preparativas de

21,2 mm de didmetro interno a la familia

de columnas para oligonucledtidos
AdvanceBio, ya resulta posible transferir
métodos analiticos de alta resolucion a

la escala preparativa con mayor facilidad.
El uso de la misma fase estacionaria en
las escalas analitica y preparativa reduce
los ajustes necesarios de los métodos e
incrementa la fiabilidad de la transferencia
de métodos.

Tabla 1. Condiciones cromatogréficas de los experimentos analiticos (método HA/HFIP).

Parametro Experimentos analiticos
" A) Hexilamina 15 mM + HFIP 200 mM en H,O (pH aprox. de 8,3)
Fase movil 2
B) Metanol
Flujo 0,8 ml/min
Tiempo (min) % B
50
" 7 71
Gradiente 8 100
9 100
9,5 50
Tiempo de parada 11 min
Volumen de inyeccién 2l

Preajuste del método
del muestreador

Preajuste 1: Matriz polar de la muestra
Loop de disolvente de 180 pl

Temperatura

Ambiente

Deteccién UV

260 nm
Velocidad de adquisicién de datos: 10 Hz

Deteccién por MS

Barrido de aniones
Valores de m/z de 500 a 3.000

Tabla 2. Condiciones cromatograficas de los experimentos a escala analitica y preparativa

(método con DBA-TRIS).

Tabla 3. Camara de nebulizacion del MSD y configuracion
de la recogida de fracciones.

Parametro Experimentos analiticos ‘ Experimentos a escala preparativa Parametro Valor
Fase mévil A) TRIS-HCI, pH = 8,3, DBA75mM en ACN al 7,5 % Bfisalveio audlia Acido férmico al 0,1 % en metanol/agua
B) TRIS-HCI, pH = 8,3, DBA 75 mM en ACN al 80 % (70/30)
Flujo 0,8 ml/min ‘ 25 ml/min Flujo del disolvente .
L 1,5 ml/min
Gradiente Gradientes de exploracién y focalizados calculados por el software auxiliar
Volumen de inyeccién 2.4l 1.000 pl Burrie dla foniein ZZT;ﬁedni jonizacion por electrospray (ESI)
Preajuste del método Preajuste 1: Matriz polar de la Preajuste 1: Matriz polar de la Presion del
| d muestra muestra X 40 psig
del muestreador Loop de disolvente de 180 pl Loop de disolvente de 800 pl nebulizador
Temperatura Ambiente Ambiente Temperatura del gas 350 °C
260 nm de secado (TGS)
Deteccion UV ) -
Velocidad de adquisicion de datos: 10 Hz Flujo de gas de
A 13,0 I/min
Barrido de aniones secado
Deteccién por MS Barrido de aniones Valores de m/z de 500 a 3.000 Voltaje del capilar 3.000 V

Valores de m/z de 500 a 3.000 EIC seleccionado por el software

conforme a la masa de interés

Relacion de split hacia
el MSD

500:1 (modo M1)

Flujo completo Activa entre los 12 y los 24 min

Intervalo de barrido

Valores de m/z de 500 a 3.000

Recogida de fracciones

Modo de fracciones atendiendo a los
picos, sefial UV combinada con la
sefial del MSD mediante el operador
l6gico Y

umbral de UV: 10 mAU

Pendiente ascendente (UV): 2 mAU/s
Pendiente descendente (UV): 1 mAU/s|
Umbral de MSD: 2.000 cps

No aplicable

Masa de interés
(m/2)

Oligonucleétido corto: 2.674,7; 2.139,8
Oligonucleétido largo: 2.718,0; 2.264,1

Especies idnicas

[M-H[", [M-2H]>" y [M-3H]*




Resultados y comentarios

Ambas muestras de oligonucledtidos se
separaron con éxito a escala analitica
mediante HPLC/MS'y el uso de la ruta
analitica del sistema de LC preparativo
de escala automatica 1290 Infinity II.

El gradiente optimizado (50-71 % de B)
separo el producto de secuencia completa
(FLP) de los fragmentos incompletos

de oligonucledtidos. En la Figure 1 se
muestran un cromatograma de UV y el
cromatograma de corriente ionica total
(TIC) correspondiente a la separacion del
oligonucledtido corto. La separacion del
oligonucledtido largo se presenta en la
Figure 2. La pureza del oligonucledtido
largo es menor que la del oligonucledtido
corto. No obstante, la separacion de
ambas muestras fue lo suficientemente
buena como para identificar el FLP en
cuestion. Tomando como base estas
separaciones analiticas, se extrajeron los
espectros de masas correspondientes

al momento de la elucién del FLP La
herramienta de deconvolucion integrada
en Openlab ChemStation calculé el peso
molecular de los FLP y asocio un nimero
de carga a las sefales del espectro
(Figures 3y 4). Esto permitié usar los
iones con carga multiple identificados para
activar la recogida de fracciones en los
experimentos a escala preparativa.

Para purificar ambos oligonucleétidos, el
método se adaptd para usar fases moviles
con DBA como reactivo de formacion

de pares ionicos y TRIS como tampon.

A pesar de que el TRIS no es compatible
con la MS, mediante MSD se detectarony
recogieron los oligonucledtidos de interés
en el experimento a escala preparativa.
Esto se consiguié mediante la division
activa del flujo completo y la desviacion
del flujo dividido al instrumento de MS con
un disolvente auxiliar compatible. El flujo
se gjusto a 25 ml/min, teniendo en cuenta
el mayor didmetro interno y tamafo

de particula de la columna preparativa.

El gradiente también se modificod: se uso
el software de purificacién automatizada
para crear un gradiente lineal para

la exploracién analitica. Asimismo,

el software calculd un gradiente
preparativo focalizado para optimizar la
separacion a partir de la seleccion de un
pico de interés en los resultados analiticos.

UV 260 nm
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Figura 1. Separacion del oligonucledtido corto mediante el uso de HA/HFIP y un gradiente
optimizado.
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Figura 2. Separacion del oligonucledtido largo mediante el uso de HA/HFIP y un gradiente optimizado.
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Figura 3. Espectro e iones con carga multiple (A: nimero de carga) del oligonucledtido corto, calculados mediante deconvolucion. El peso molecular calculado para
el FLP fue de 10.704 Da. Los iones utilizados como activadores de las fracciones aparecen en negrita.
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LLos cromatogramas analiticos de la
separacion con DBA/TRIS se presentan
en las Figures 5y 6. Tenga en cuenta
que el objetivo del gradiente analitico no
fue conseguir una resolucién maxima,
sino determinar las condiciones del
disolvente en el tiempo de retencion del
pico de interés. Para iniciar el célculo, el
usuario debe seleccionar el pico en el
cromatograma y hacer clic en Assign
As Target (Asignar como compuesto
de interés). A continuacion, el software
de purificacion automatizada calculara
el punto de elucién del pico de interés
y, ademas, generara un gradiente
completo para optimizar la separacion
del compuesto de interés. Existe la
posibilidad de adaptar el gradiente; por
ejemplo, para controlar si el compuesto
de interés debe eluir en el punto central
del gradiente focalizado o al final de
este, con el fin de dejar mas tiempo
para las impurezas que eluyen primero.
El gradiente utilizado para purificar el
oligonucledtido corto se describe en la
Figure 7.
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Figura 5. Separacion del oligonucledtido corto mediante el uso de DBA/TRIS y un gradiente genérico. EI FLP
aparece marcado en azul.
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Figura 6. Separacion del oligonucledtido largo mediante el uso de DBA/TRIS y un gradiente genérico. EI FLP
aparece marcado en azul.



Antes de iniciar el experimento de
purificacion con el gradiente focalizado,
es necesario definir las masas de

interés que activaran la recogida de
fracciones. Se seleccionaron dos masas
de interés para cada oligonucledtido:

las correspondientes a las especies
idnicas [M=4H]* y [M=5H]>", en el caso
de oligonucledtido corto; y a las especies
ionicas [M=5H]*"y [M—6H]°", en el caso
del oligonucledtido largo (consulte

las Figures 3y 4). La activacién
automatizada para masas de interés
con doble y triple carga también conlleva
que la recogida se active para las
especies idnicas [M—8H]#", [M—=10H]"%",
[M=12H]"?"y [M=15H]'®", en el caso

del oligonucledtido corto; y [M—10H]'?",
M=12H]"?", IM=15H]"*" y [M—18H]'®",

en el caso del oligonucledtido largo. En
la Figure 8 se muestran la separacion
preparativa y la recogida de fracciones
correspondientes al oligonucledtido
corto. La sefial del MSD consiguio
recoger y activar correctamente ocho
cortes de tiempo. La superposicion con
la sefial de UV (marcas de fracciones
corregidas segun los diferentes tiempos
de retardo) demuestra la mejora de la
selectividad obtenida mediante MSD. Si
unicamente se hubiera usado la sefial de
UV para la activacion de las fracciones, la
recogida habria comenzado demasiado
pronto y se habrian recogido muchas de
las impurezas. La activacion con la sefal
del MSD reduce el nimero de fracciones
que hay que cribar, agrupar y secar, lo
gue mejora la pureza de las fracciones

y acorta la duracion total del proceso de
purificacion. Los resultados obtenidos
en el experimento de purificacion del
oligonucledtido largo fueron similares;
se recogieron diez cortes de fracciones
(no se incluyen imagenes). Gracias a la
separacion de la recogida en cortes de
volumen o duracion predefinidos, resulta
posible reanalizar fracciones individuales
y agrupar aquellas que contengan el
producto y cumplan los requisitos de
purezas.

Focused Gradient

100 % |

Analytical elution %
Expected preparative elution %

-2.00 000 1.00 11.00 13.00 min
Pre-run Slope Flush
Initial concentration: Slope time: 10.00
Minimum concentration: Analytical elution point™: 73
Ratio to slope start concentration: {“calculated from analytical un)

Until elution point exceeds: 750 Propose slope start/end offsets during evaluation
Pre-un time: Slope concentration difference:
Isocratic hold before slope: User-defined slope start/end offsets
Calculate from analytical gradient Slope start offset:
lsocratic hold after slope: Slope end offset;
Flush time: 200 min Time scale factor: Apply
Flush concentration: 98.0
Post-un time: Defautt
Figura 7. Perfil del gradiente focalizado calculado para el oligonucledétido corto, junto con las
opciones de adaptacion.
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Figura 8. Experimento purificacion a escala preparativa del oligonucledtido corto mediante el uso de DBA/TRIS
y un gradiente focalizado. Las barras verdes representan los cortes de tiempo de la recogida de fracciones.



Los resultados del reanalisis de las
fracciones para los ocho cortes recogidos
durante el experimento de purificacion
del oligonucledtido corto se muestran

en la Figure 9. El primer corte (linea azul)
contiene una impureza, lo que queda
patente por el pico dividido. La pureza del
resto de los cortes es superior al 99 %, por
lo que pueden incluirse en las fracciones
agrupadas del producto final. Los diez
cortes recogidos durante el experimento
de purificacion del oligonucledtido

largo también se reanalizaron, y el
resultado fue similar: el primer corte
estaba parcialmente contaminado con
impurezas, mientras que en el resto

de los casos la pureza fue superior al

99 % (no se incluyen imagenes). Para
incrementar ain mas la recuperacion

del producto, podrian recogerse mas
cortes usando intervalos mas cortos.

Si se aplica un método cuantitativo de
reanalisis, se puede elaborar una tabla de
agrupacion en la que figuren la pureza y
el contenido de producto para usarla con
el fin de optimizar el rendimiento para un
determinado requisito de purezad.

Conclusion

Dos muestras de oligonucledtidos con
entre 30 y 50 nucledtidos se purificaron
con éxito mediante HPLC preparativa

con recogida de fracciones activada
mediante sefales de MSD. Ambas
muestras se analizaron mediante un
método compatible con la MS (HA/HFIP),
que permitio obtener los espectros de
masas necesarios para activar la recogida
de fracciones de forma selectiva. Para

la purificacién preparativa se utilizé otro
método con DBA/TRIS, lo que evito el
elevado coste asociado al uso de HFIP
como reactivo. A pesar de que el TRIS

no es compatible con la MS, el uso de un
disolvente auxiliar adecuado en el flujo
dividido enviado al MSD permitio realizar

www.agilent.com

DE68918377
Esta informacién estd sujeta a cambios sin previo aviso.
© Agilent Technologies, Inc. 2022

Impreso en EE. UU., 6 de diciembre de 2022
5994-4877ES

mAU UV 260 nm

40

—

20

0 7

T

0 2 4

T

10 min

Figura 9. Cromatogramas superpuestos de los andlisis de las ocho fracciones recogidas durante el

experimento de purificacion del oligonucledtido corto.

una recogida de fracciones atendiendo

a la masa con una elevada selectividad

y fiabilidad. El software de purificacion
automatizada transformé un gradiente
analitico genérico en un gradiente
focalizado y optimizado para acortar la
duracion de los experimentos a escala
preparativa y obtener los compuestos
puros con mayor rapidez. Los cortes de
fracciones de ambos oligonucledtidos

se recogieron correctamente, lo que
posibilitd el reanalisis y el agrupamiento
selectivo de aquellas fracciones que
cumplian los requisitos de pureza. Todos
los experimentos se llevaron a cabo

con columnas para oligonucledtidos
Agilent AdvanceBio, que posibilitan un
aumento de escala rapido y sencillo entre
las aplicaciones analiticas y preparativas.
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