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KOPSAVILKUMS

Proteinu hromatografiskas izturéSanas izpéte apgrieztas fazes augsti efektivas
Skidrumu hromatografijas apstaklos. Rotkaja O., zinatniskais vaditajs asoc. prof., Dr. chem.,
Mekss P. Promocijas darbs, 102 lappuses, 51 attéli, 15 tabulas, 110 literatiiras avoti. Latviesu valoda.

Eksperimentalaja dala sistematiski izpétita proteinu (insulina, aprotinina, citohroma C,
ribonukleazes, a-laktalbumina, lizocima, mioglobina, B-laktoglobulina, elastazes, oglskabes
anhidrazes, peroksidazes, albumina, enolazes, L-glutaminskabes dehidrogenazes) sorbcija
atSkirigas hidrofobitates un silanolaktivitates apgrieztas fazes kolonnas, kuras tikai nesen ir
kluvusas komerciali pieejamas (-C18, -C8, -C4, -C3, -(CH2)CN, -Diphenyl, PLRP-S un Protein-
RP) ar tris organiskajiem $kidinatajiem (acetonitrils, metanols un 2-propanols). Izpétits, ka
proteinu izdalisanas laiku ietekmé temperatiira, gradienta stavums, sorbenta un $kidinataja
daba. Piena proteinu noteikSanai izstradata metode apgrieztas fazes augsti efektivas Skidrumu
hromatografijas apstak]os.

AUGSTI EFEKTIVA SKIDRUMU HROMATOGRAFIJA, APGRIEZTA FAZE,
PROTEINU, SORBCIJA, PIENA PROTEINL.



ABSTRACT

Study of Chromatographic Behaviour of Proteins in Reversed-Phase High-
Performance Liquid Chromatography Conditions. Rotkaja O., scientific supervisor asoc.
prof., Dr. chem., Mekss P. Doctoral Thesis, 102 pages, 51 pictures, 15 tables, 110 sources of
literature. In Latvian.

The experimental part contains a systematic study of protein (insulin, aprotinin,
cytochrom C, ribonuclease, a-lactalbumin, lysozime, mioglobulin, B-lactglobulin, elastase,
carbonic anhydrase, peroxidase, aloumin, enolase, L-glutamic dehydrogenase) sorption in
reversed-phase columns of different hydrophobicity and silanol activity, which have only
recently become commercially available (-C18, -C8, -C4, -C3, -(CH2)CN, -Diphenyl, PLRP-S
and Protein-RP) with three organic solvents (acetonitrile, methanol and 2-propanol). It has been
examined how protein retention time is affected by temperature, gradient steepness and the
nature of the sorbent and the solvent. A method in reversed-phase high-performance liquid
chromatography conditions has been developed to determine milk proteins.

HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY, REVERSED-PHASE,
PROTEIN, SORPTION, MILK PROTEIN.



SATURS

APZIMEJUMU SARAKTS ..ottt sess ettt sttt sesesasssesesssesesnns 5
TIEVADS .. 6
1. LITERATURAS APSKATS ..ottt sesannnes 10
1.1. Hromatografijas metodes proteTnu analiZ&€m.............cceciiviiieiinieinieiise e 10
1.2.  Proteinu noteik3ana apgrieztas fazes AESH apstakloS........cocovveererieeerrirsnrecessnisnenns 14
1.3. Apgrieztas fazes AESH kolonnu raksturo$ana un salidzinaana.............cccoceeevvevnernnnnns 24
1.4. Piena proteinu noteik3ana ar AESH Metodi ........c.oc.oveeveereereerereiciesieeieeeesseseesssessessessneas 32
1.5, SECINAJUIMI ...ttt bbbt e et ab e ns 34
2. EKSPERIMENTALA DALA ....ocooooiiiitiiteeteett ettt 35
2.1. Izmantota aparatiira, reagenti un analiz€jamas VIelas .........cc.cevvrvriinieerinreneseseseseseenes 35
2.2. Kustigo faZzu un analiz€jamo paraugu pagatavoSana..........ceeceereeriieerneeireesinesseesnesnneens 36
2.3. Hromatografiskas analizes apsStakli.........ccveiiiiiiiinieiiiieec e 40
2.4, ApreKinu fOrMUIAS ........ociiiiiiiiic s 43
3.1. Hromatografisko apstaklu un analitu izvele ..........cccoeeiiiiiiiiiiiie e 45
3.2. Proteinu stabilitate, linearitate un atkartojamiba ...........ccevveiiieiieniie e 55

3.3. Kolonnas sorbenta ietekme uz proteinu izdaliSanas laiku un joslu platumu pusaugstuma59

3.4. Kustigas fazes ietekme uz proteTnu SOrbCIJU ......ccvviiriiiiiiiie e 66
3.5. Proteinu maisijumu atdali$ana apgrieztas fazes AESH apstaklos ........cccccoevererrrerrennns 69
3.6. Piena proteinu noteik3ana apgrieztas fazes AESH apstaklos .........ccocovueveeverererererennns 71
3.7. Proteinu izdaliSanas laiku paredz€Sana ............cccocviiiiiiiiiic i 75
1 PIEHKUMS s 99
2. PIBITKUMS ... s 100
B PIBHKUMS .. 101
DoKUMENTATA LAPA. ... .eiiiiiiiece e 102



APZIMEJUMU SARAKSTS

AESH — augsti efektiva $kidrumu hromatografija

B-Lg A, B-Lg B un B-Lg C - B-Laktoglobulina genétiskie varianti

F — plusmas atrums, ml/min

k — sorbcijas koeficients

KF — kustiga faze

LSER modelis — linearas solvatacijas energijas mijiedarbibas modelis (Linear Solvation
Energy Relationship)

LSST — Lineara skidinataja stipruma teorija (Linear solvent strength theory)

MeCN — acetonitrils

MeOH — metanols

QSRR modelis - Kvantitativas strukttiras-sorbcijas mijiedarbiba (Quantitative structure-
retention relationship model)

S - slipums

TFA — trifluoretikskabe

tr — izdalisanas laiks, min

to — nesorb&josas vielas izdalisanas laiks, min

UAESH - ultra-augsti efektiva skidrumu hromatografija

Wo,5 — joslas platums pusaugstuma, min.



IEVADS

Proteini ir biopoliméri, kuri ir sastopami jebkura dziva organisma, pieméram, muskulos,
membranas utt. Hormoni, fermenti, antivielas, toksini un daudzi citi biologiski aktivi
savienojumi sastav no proteiniem. Misdienas arvien biezak tiek izstradati medikamenti uz
proteinu bazes. Pédéjo desmitgadu laika pastavigi attistas proteinu, peptidu un citu biopoliméru
analizes metodes. Proteinu un peptidu analizém ir divas domin&jo$as atdalisanas metodes:
elektroforéze un skidrumu hromatografija [1].

Proteinu analiz€m var lietot dazadus skidrumu hromatografijas rezimus apgrieztas fazes
augsti efektivo $kidrumu hromatografiju (AF AESH), jonu apmainas hromatografiju, afino
hromatografiju, gélfiltracijas un hidrofobo mijiedarbibu hromatografiju. Hromatografiska
rezima izvéle ir atkariga no parauga matricas sarezgitibas [2]. Ir janem véra proteinu stabilitate,
iesp&jama denaturacija, kas ir atkariga no pH, sals tipa un ta koncentracijas, ka arT organiska
skidinataja daudzuma kustigaja fazg [1].

MetoZzu izstrade un optimizacija proteiniem ir visai laikietilpiga un darga, tap&c ir svarigi
izpetit proteinu hromatografisko iztur€Sanos uz dazadam misdienas plasi izmantotam
apgrieztas fazes kolonnam, lietojot dazadas kustigas fazes organiskas piedevas. Izmantojot
linearo sorbcijas modeli, kur§ balstas uz diviem eksperimentaliem mérijjumiem, var prognozet
izdaliSanas laikus proteiniem.

Literattiras avotos ir atrodama informacija par nesen raZzoSana pieejamam apgrieztas fazes
AESH kolonnam, ir atrodami ieteikumi par kustigas fazes izvéli. Ir pieejamas hromatogrammas
daziem proteiniem (piemeram, citohromam C, albuminam, p-laktoglobulinam un a-
laktalbuminam) uz vienas kolonnas ar vienu kustigas fazes sastavu.

No daziem eksperimentiem ir griiti noveértét proteinu izturéSanos uz dazada tipa
apgrieztas fazes AESH sorbentiem. Literatiiras avotos ir ieteikts lietot acetonitrilu ka kustigas
fazes $kidinataju, bet apgrieztas fazes AESH apstaklos var izmantot dazadus organiskos
Skidinatajus, piem&ram, metanolu, 2-propanolu, tetrahidrofuranu wu.c. Lai izstradatu
programmu, kas sp€j optimizet hromatografiskos apstaklus proteinu maisijumu atdaliSanai, bija
nepiecieSsams iegiit eksperimentalos datus uz dazadam kolonnam (-C18, -C8, -C4, -C3, -
(CH2)CN, -Diphenyl, PLRP-S un Protein-RP), izmantojot arT dazadus organiskos $kidinatajus,

lai var€tu novertét proteinu sorbceiju apgrieztas fazes apstaklos.



Darba aktualitate:

Apgrieztas fazes AESH apstaklos proteinu atdalifana ir problematiskaka neka
mazmolekularu savienojumu gadijuma, jo proteinu joslas médz bat ne tikai platas un
asimetriskas. Problémas médz rasties ari zemas molekulu difuzijas, ka ar7 vairaku izoméru
klatbiitnes del, kas gala rezultata samazina izSkirSanu. Viens no veidiem, ka uzlabot proteinu
atbilstoSo joslu formu un palielinat izskirSanu, ir izmantot kolonnas ar mazaku dalinu diametru
(< 2 um). Pedgja laika proteinu analizém razotaji piedava kolonnas ar dazadiem dalinu
izmeriem (1,7-10 pm) tadel ir nepiecieSamiba noskaidrot atdaliSanas iesp€jas ar sorbentiem,
kas ir izstradati pedeja piecgade un kluvusi komerciali pieejami analizu veikSanai apgrieztas
fazes AESH apstak]os.

Proteinu sorbcijas parametru prognoz€Sanas metozu izstrade misdienas ir aktuals
bioanalitiskas kimijas uzdevums ari tadel, ka ta lauj paredzet izdaliSanas laikus uz dazadam
nekustigajam fazém, lai ar minimalu eksperimentalu darbu varétu izstradat jaunas So vielu
analizes metodes.

Darba merkis:

Noskaidrot, ka dazadu proteinu ar iesp&jami plasu ipaSibu diapazonu (dazadu molmasu,
oglhidratu saturs un citas 1pasibas, kas raksturo aprotininu, insulinu, citohromu C, ribonukleazi,
a-laktalbuminu, lizocimu, mioglobinu, B-laktoglobulinu, elastazi, oglskabes anhidrazi,
peroksidazi, albuminu, enolazi, L-glutaminskabes dehidrogenazi) sorbciju ietekmé kustigas
fazes organiskais $kidinatajs un sorbenta daba, ka ari noveértét, lineara sorbcijas modela
lietoSanas iesp&jas proteinu izdaliSanas parametru prognoze€Sanai un analizes metodes
optimizacijai.

Darba uzdevumi:

» lzmantojot Galusko testu, salidzinat izmantotas kolonnas p&c to hidrofobitates un
silanolaktivitates;

» Atrast optimalus proteinu izskirSanas gradienta apstaklus, izmantojot dazadus
organiskus skidinatajus - acetonitrilu, metanolu un 2-propanolu;

» Novertét sorbenta dalinu izméra ietekmi uz proteinu veidoto joslu platumu.

v

Novertét sorbenta poru izméra ietekmi uz protetnu sorbciju.
» Noteikt proteinu (a-laktalbumina un B-laktoglobulina) daudzumu dazados piena

paraugos.



Darba novitate:

Sistematiski izpétita 15 dazadu proteinu sorbcija atSkirigas hidrofobitates un
silanolaktivitates apgrieztas fazes kolonnas, piemérotas proteinu analizém, kuras tikai nesen ir
kluvusas komerciali pieejamas (Poroshell, PLRP-S, YMC un Zorbax (pieméram, 300-Diphenyl,
300-C3)). Stacionaro fazu raksturoSanai izmantotie hidrofobitates un silanolaktivitates kriteriji
ir butiski proteinu izskirSanai kustigas fazes gradienta apstaklos. Darba ietvaros parbaudita
organiska $kidinataja dabas ietekme uz proteinu sorbciju. Paradits, ka linearo sorbcijas modeli
var veiksmigi izmantot proteinu izdaliSanas laiku prognozeSanai, lietojot vien divus sorbcijas
parametru mérfjjumus.

Praktiska nozime:

Petijuma dati tika izmantoti ChromSword programmnodroSinajuma algoritma
uzlaboS§anai. Jauna programmnodroS§inajuma versija tiek plasi izmantota daudzos uzn€mumos,
tai skaita “CSL” Australija, “Buyer” ASV, “Novartis” Sveicg, “Taiho Pharmaceuticals” J apana

utt.
Darba rezultati apkopoti 6 publikacijas:
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Hromatografijas metodes proteinu analizém

Literattiras avotos ir atrodama informacija par dazadam metodém proteinu noteiksanai:
jonu apmainas hromatografija, gelfiltracijas hromatografija, elektroforéze, afina
hromatografija, hidrofobo mijiedarbibu hromatografija un apgrieztas fazes augsti efektiva
Skidrumu hromatografija.

Jonu apmainas hromatografija. Jonu apmainas hromatografija biomolekulu (proteini,
polipeptidi, nukleinskabes, polisaharidi u.c.) atdaliSana notiek, pateicoties dazadajiem to
ladiniem [3].

Sorbenta izvéle. Jonu apmainas kolonnas ir pieejamas ar dazadiem poru un dalinu
izmériem. Mazakam biomolekulam biis piemérotas kolonnas ar poru izméru ~125 A, bet
lielakam biomolekulam nepiecieSams lielaks poru izmérs. Lai iegtitu augstaku joslu iz8kirSanu,
piemérotakas var bt arT kolonnas ar mazaku dalinu izméru (<10 pm) [4-8].

Kustigas fazes izvele. Lai notiktu jonu apmainas process hromatografijas apstaklos,
molekulai jabtt jona forma, tap&c ir svarigi piemeklet atbilstosu buferskiduma pH vertibu. Lai
to izdarTtu, javeic eksperimentu sérija ar dazadam buferSkiduma pH veértibam. Ja nav zinams
proteinu izoelektriskais punkts, ieteicams biitu vispirms izvéléties bufer§skidumu 8,0-8,5 pH
diapazona, jo lielakai dalai proteinu izoelektriskais punkts ir zemaks par 7,0-7,5 (skat. 1.1. tab.).

Proteinu izoelektrisko punktu aprékinasanai var izmantot izolektriska punkta kalkulatoru
lietojot aminoskabju sekvenci.

1.1. tabula

Izoelektriskie punkti un molekularas masas daziem proteiniem [4]

Proteinu nosaukums | Izoelektriskais punkts pl | Molekulara masa
Pepsins ~1,0 35500
Ovalbumins 4,6 43000
Tireoglobulins 4,6 660000
Albumins 49 68000
Ureaze 50 480000
B-Laktoglobulins 52 20000
Insulins 5,3 5700
Hemoglobins 6,8 64000
Mioglobins 7,0 17500
Oglskabes anhidraze 7,3 29000
Himotripsinogéns 9,5 25700
Citohroms C 10,7 12000
Lizocims 11,0 14300

10



Jonu apmainas hromatografija lieto linearu gradientu (skat. 1.1. att.), kura vielu atdalisanu
panak pateicoties jonu mijiedarbibam [5]. Jonu apmainas hromatografija gradienta mainigie

faktori ir pH vai buferskiduma koncentracijas izmainas kustigaja fazg.
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1.1. att. Konalbumina, ovalbumina un sojas pupinu tripsina inhibitora atdalisana. Ar sarkano
liniju apzimé&ta natrija hlorida izmaina kustigaja faze, 280nm [5]

Attela 1.2. paradits ka gradienta slipums ietekmé citohroma C izdaliSanas laiku. Stavaks
gradienta profils nodro$ina isaku analizes laiku un Saurakas proteinu joslas.
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1.2. att. Dazi eleugSanas profili citohromam C, 25 °C, 1 ml/min, gradienta rezZims 0-100%, 5,
10, 15, 20, 25, 30 un 35 min, kustiga faze 1M NaCl (pH=5), 410nm [9]
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Gelfiltracijas hromatografija. Géelfiltracijas hromatografija (dazreiz saukta par

eksklizijas hromatografiju) biomolekulas atdala, pamatojoties uz atskirtbam to molekulu

izméros vai oligoméro stavokli Skiduma. Kolonnas ir iepildits g€la tipa sorbents, kur$ veido

sferiskas, porainas dalinas. Lielas molekulas izdalas atrak, jo nevar iekliit poras, bet mazas -

izdalas velak, jo tas parvietojas pa sorbenta poram [10].

Gelfiltracijas hromatografiju iedala frakcion€Sanas un grupu atdaliSanas metodes.

Frakciongjot var atdalit molekulas, kuram ir nelielas molekulara izméra atskiribas. Grupu

atdalisana var atskirt lielas molekulas no mazajam [10, 11].

Attela 1.3. paradita peptidu, proteinu un vitamina Bi» atdaliSana gg€lfiltracijas

hromatografijas apstaklos [12].

A 213nm

B00

LoD

400 -
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1.3. att. Citohroma C (1), aprotinina (2), vitamina B12 (3), (Gly)s (4) un Gly (5) atdalisana uz
Superdex Peptide 10/300 GL, kustiga faze: 50 mM natrija dihidrogenfosfata un 150 mM
natrija hlorida maistjums, pH 7,0, 215nm

Kolonnas izvéle. Gélfiltracijas hromatografija par sorbentiem lieto gélus uz desktranu,

agarozes un poliakrilamida bazes. [13-15]. Attéla 1.4. ir paraditas razotaju piedavatas kolonnas

un ir redzams molekularas masas diapazons, kura var izmantot katru kolonnu.
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1.4. att. Gelfiltracijas hromatografijas kolonnas

Kustigas fazes izvéle. Parasti ka kustigo fazi izmanto destileétu ideni. Ja nepieciesams, var
lietot arT buferskidumus [13].

Hidrofobo mijiedarbibu hromatografija. Hidrofobo mijiedarbibu hromatografija
proteinu atdalisana notiek p&c molekulu hidrofobitatém.

Hidrofobo mijiedarbibu hromatografijas metode tiek uzskatita par piemérotu proteinu
attiriSanai. Metodes priekSrociba ir tada, ka hromatografiskie apstakli ir visai tuvi
fiziologiskajiem cilvéka kermena apstakliem — neitrals pH, sals - Gdens $kidums, istabas
temperatiira. Visi Sie aspekti veicina proteinu bioaktivitati. Tom&r metode nav guvusi plasu
popularitati, jo piem&rotu sorbentu atrasana ir parak darbietilpiga [16].

Hidrofobo mijiedarbibu hromatografijas metode reizém tiek saukta ari par izsaliSanas
hromatografiju, Skidibas hromatografiju un sals ierosinato proteinu hromatografiju, jo Saja
metod€ proteinu adsorbciju izraisa augsta sals (piem&ram, amonija sulfata) koncentracija [16,
17].

Afina hromatografija. Metode balstas uz mijiedarbibu starp mérka proteiniem un
stacionaro fazi, kura ir loti selektiva vai specifiska. Selektiva mijiedarbiba var notikt starp
proteinu un mazmolekularu vielu vai arT starp diviem vai vairakiem biopolim&riem. Metode ir
loti specigs instruments proteinu attirisanai, jo tai ir augsta selektivitate. To izmanto, ja mérka
proteini veido tikai nelielu dalu no komplicéta maisijuma. Atkariba no stacionaraja faze
imobilizéta liganda, metodi iedala vairakas apak§ metodes — inhibitoru, nukleinskabju,

hormonu, vitaminu, cukuru, imobiliz&ta metala, ka arT imunoafinaja hromatografija [18].
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Kapilara elektroforéze. Proteinu atdaliSana galvenokart notiek p&c to parvietoSanas
elektriska lauka iedarbiba. So metodi pielieto proteinu tiribas noteik$anai, ka ari izoelektriska
punkta noteikSanai [19]. Loti svarigi ir izv€l&ties piemérotu buferSskiduma proteinu analizei.
Proteini un peptidi ir amfoteri, to 1adins ir atkarigs no izveleta buferSkiduma pH. Jo vairak ir
zinama informacija par proteina molekulu, jo vieglak biis atrast piem&rotus analizes apstaklus.
Svarigi ir zinat izolektrisko punktu, jo tas atvieglo atrast piemé&rotu buferskiduma pH un ta
koncentraciju. Svarigs lielums ir proteinu ladins, kuru var kontrolét ar bufer§kiduma pH, lai
notiktu proteinu kustiba caur kapilaru.

Aprieztas fazes augsti efektivas $kidrumu hromatografija. AESH ir vél viena
interesanta alternativa proteinu raksturosanai [2]. Aprieztas fazes augsti efektivas Skidrumu
hromatografijas metodes pamata ir molekulu atdaliSana p&c to hidrofobitateém. Apgrieztas fazes
AESH par sorbentiem visbiezak izmanto silikagela vai oglekla sorbenta dalinas ar to virsmai
pievienotam fazém, piem&ram, fenilgredzeniem vai nepolaram alifatiskam virkném. Par
kustigo fazi izmanto, piem&ram, tdens/acetonitrila/0,1%TFA vai tdens/metanola/0,1%TFA

maisTjumus. Var atdalit komplic&tus proteinu maisijumus, var atdalit proteinu izomérus [20].

1.2. Proteinu noteik§ana apgrieztas fazes AESH apstaklos

Proteinu un peptidu sorbcija kolonna notiek saskana ar adsorbcijas/desorbceijas
mehanismu. Peptidu un proteinu molekulas ir parak lielas, lai sorbcija notiktu péc mazu
molekulu mehanisma. Nonakot kolonna, tas adsorb&jas uz sorbenta hidrofobas virsmas, un
paliek adsorbéta stavokli tik ilgi, kam@r organiskais Skidinatajs ir sasniedzis kritisko
koncentraciju, kura izraisa molekulas desorbciju. Péc desorbcijas, ta veic celu cauri kolonnai,
visai nedaudz iedarbojoties ar sorbenta virsmu [21]. ST procesa biitiba shematiski attélota 1.5.

attela.
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1. Proteins ar mobilo fazi
ieklist kolonna

2. Proteins adsorbéjas
uz sorbenta virsmas

3. Proteins desorbgéjas no

sorbenta virsmas, kad

> arganiskd modifikatora
koncentracija sasniegusi
kritis ko vErtibu

1.5. att. Proteinu sorbcijas/desorbcijas mehanisma shematisks att€lojums [22]

Proteinu konformacija ir atkariga no hromatografiskas analizes apstakliem. Tie ir
temperatiira, organiska §kidinataja daba, spiediens u.c. Sie parametri ietekmé proteinu sorbciju
un joslu formu, tapéc tie ir galvenie faktori proteinu analizes optimizacija [22].

Attela 1.6. paradita peptidu un proteinu iesp&jamais novietojums uz sorbenta. Peptidi un
proteinu piesaistas sorbenta ligandiem, pateicoties hidrofobam mijiedarbibam.

Peptids
n-Alkil ligands B

. .,  Proteins
' n-Alkil ligands

Silikagels

1.6. att. Peptidu (molmasa lidz 10 000 Da) un proteinu (molmasa > 10 000 Da) orientacija
attieciba pret sorbenta slani [22]

Sorbenta izvéle. Proteinu atdaliSanai parsvara izmanto kolonnas, kuras sorbenta virsma
modificéta ar relativi isam alkilkédém (-CsH7; -C4Ho; -CsHai1), jo uz garakam virkném to
augstas hidrofobitates d€] var notikt neatgriezeniska proteinu adsorbcija. Lieto arT kolonnas uz
poliméru bazes, kuru prieksrocibas ir vienmériga hidrofobitate un uzlabota mehaniska izturiba
[23]. Attela 1.7. paradita n-alkilgrupu ietekme uz peptidu atdalisanu. Uz -C4 tipa sorbenta
izdodas atdalit pari T3 un T13(ctku augSanas hormona peptidi), tad uz -C18 kolonnas Sie peptidi
netiek atdaliti. Bet uz -C4 tipa sorbenta nav izdevies atdalit pari Ts un Tig (ciiku augSanas
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hormona peptidu), savukart uz -C18 kolonnas ir novérota to atdaliSana, visu joslu pilniga
atdaliSana netika panakta. Pilnigai visu 19 peptidu maisijumu atdaliSanai ir nepiecieSama

metodes optimizacija.

T,TT,!

I

e Tt T RP-C18

&

| JLLLJi [ A.LU JJLE..@L w&\\

Absorbcija

8

8

B
e
&
g
e

Laiks. min

1.7. att. N-alkilgrupas ietekme uz ctiku aug$anas hormona peptidu atdaliSanu, (Absorbcija pie
214 nm) [22]

Sorbenta poru izméru ietekme. Lielaka dala AESH izmantoto sorbentu ir poraini, jo
tada veida sorbentam ir lielaka saskares virsma, uz kuras var notikt sorbcija. Mazu molekulu
analizém izmanto sorbentus ar 60-150 A poru izmériem, bet proteinu gadijuma sorbenta poram
ir jabit pietiekosi lielam, lai molekulas tajas varétu ieklit, kas iesp€jams ar sorbentiem, kuru
poru izm@ri parsniedz 300 A [2, 24].

Attela 1.8. ir paradits, ka poru izmérs ietekmé vielu atdaliSanu un joslu formu. Pieméram
ribonukleazes joslas forma uzlabojas, ja izvélas kolonnu ar lielaku poru izméru (skat. 1.8. att.).
Tika arT novérota angiotenzina (4) un leicina (5) pilniga atdalisana palielinoties sorbenta poru

izméram. Proteinu atdaliSanai plasak tiek izmantoti sorbenti, kuru poru izmérs ir no 250 — 300

A [25]
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Absorbcija

2.7 um
160 A
I ES-C18
00540
0.0404
2.7 um
400 A
ES—C18
LaL_._,
0 2 8 9 10 " 12 13 14 15
Lalks, min

1.8. att. Poru izméru ietekme. Analiz€jamais paraugs Gly-Tyr (1), Val-Tyr-Val (2),
enkefalins (3), angiotenzins (4), leicins (5), ribonukleaze A (6) un insulins (7), kustiga faze:
acetonitrils/iidens/0,1%TFA, gradienta rezims 0-50% 15min, 214nm [26]

Tabula 1.2. uzskaititas komerciali pieejamas kolonnas, kuras Sobrid lieto dazadu proteinu
atdalisanai. Kolonnas atSkiras ne tikai ar stacionaras fazes modifikatora dabu, bet ir pieejamas

kolonnas ar dazadu sorbenta dalinu un poru izméru.
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Komerciali pieejamas kolonnas proteinu atdalisanai [21]

1.2. tabula

Kolonnas Ligands Dalinu Poru izmérs Maksimala darba | pH izmantoSanas Maksimalais
nosaukums funkcionala izm@rs/makroporu temperatiira, °C diapazons spiediens, bar
grupa 1zmers
Monoliti
Thermo Scientific , Informacija nav o
Proswift RP-1S Fenil I pum pieejama 0°C 1-14 200
Thermo Scientific , Informacija nav o
Proswift RP-2H Fenil 2,2 pm pieejama [ 1-14 200
Thermo Scientific , Informacija nav o
RP-3U Fenil 5,1 um pieejama 70 °C 1-14 200
Thermo Scientific Fenil Infor:ma_cua nav Infor:ma_cua nav 80 °C 1-10 300
RP-10R pieejama pieejama
Merck
Chromolith 2nd -C18 1,2 pm 150 A 60 °C 1-8 200
generation
Poru izmers < 2um
praers Acquity C18, -C4 1,7 pm 300 A 80 °C 1-12 1000
Agilent ZORBAX .
300SB RRHD -C18, -C8 1,8 um 300 A 80 °C 1-8 1200
Thermo Hypersil -C18, -C8, -
GOLD (CH2)CN, PFP, - 1,9 um 175 A 60 °C 2-9 1000
Fenil
Kodola apvalks (core-shell type)
Halo Peptide ES C18 2,7 pmﬁl:r?;lols 0,5 160 A 100 °C 1.9 600




1.2.

tabulas turpinajums

Supelco Ascentis 2,7 um (kodols o

Peptide ES C18 0.5 m) 160 A 100 °C 1-9 600

Perkin-Elmer

Brownlee SPP -C18 27 5”;1 (lr‘r‘l’)d‘”s 160 A 90 °C 1-8 600

Peptide ES ~ K

Phenomenex Aeris 3,6 um (kodols Informacija nav 90 °C (C18, C8)

Widepore 18, -8, -C4 0,5 um) pieejama 60 °C (C4) 159 000

Phenomenex Aeris 3,6 um (kodols Informaciia nav

Peptide -C18 0,2 um) 1,7 um iee.agn A 90 °C 1,5-9 1000
(kodols 0,2 um) pice]

Agilent Zorbax i o 5 pm (kodols 0,25 o i

voroshell SB300 C18,-C8,-C3 um) 300 A 90 °C 1-8 600

Agilent Zorbax

poroshell 18 5 Hm (k‘;ﬁ;’ls 0.25 300 A 60 °C 2-11 600

300Extend H
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Organiska Skidinataja izvele. Proteinu desorbcija un eluéSana no apgrieztas fazes
sorbenta notiek tidens $kiduma, kur$ satur organisko $kidinataju un jonu paru reagentu vai
buferskidumu. Proteini desorbé no hidrofobas sorbenta virsmas, buferskidums nodroSina
vajadzigo pH un mijiedarbojas ar proteinu jonizétam grupam. Visbiezak lietotais organiskais
Skidinatajs ir acetonitrils [27]. Lieliem vai hidrofobiem proteiniem var lietot arT izopropanolu,
jotam ir lielaks elugjosais speks. Tomér tam piemtt liela viskozitate, kas rada augstu spiedienu.
Lai samazinatu viskozitati, lieto acetonitrila un izopropanola maisijumus. Ka organiskos
Skidinatajus var izmantot ari etanolu vai metanolu. P&tijumos ir noskaidrots, ka acetonitrila
pievienoSana liela koncentracija izraisa daudzu globularo proteinu denaturaciju, it pasi
augstakas analizes temperatiiras [28].

Attela 1.9. paradita organiska skidinataja ietekme uz peptidu atdaliSanu. Izmantojot 2-
propanolu iesp&jams samazinat analizes laiku. Salidzinot ar metanolu un 2-propanolu iegiitos
rezultatus ir redzams, ka, izmantojot 2-propanolu analizes laiks ir apméram divas reizes Tsaks
neka ar metanolu. Acetonitrila un 2-propanola gadijuma visi peptidi netiek atdaliti. So peptidu

maisTjumu atdaliSanai piemerotakais ir metanols, jo tika novérota peptidu maisijuma atdaliSana.

12 H“ ACN
(I3

Absorcija

Laiks, min
1.9. att. Organiska $kidinataja ietekme uz peptidu atdalisanu, 214nm [22]

Eluesanas reZzima izvele. Ta ka proteinu molekulas ir lielas, tad tikai dala no tas veido
hidrofobas mijiedarbibas ar sorbenta virsmu, paréja proteina molekula ir saskarsmé ar kustigo

fazi. Protetna molekula adsorbg&jas uz sorbenta virsmas kolonnas sakuma tik ilgi [idz kamer tiek



sasniegta organiska Skidinataja koncentracija, lai notiktu proteina desorbcijas process.
Adsorbcijas/desorbcijas process proteiniem un peptidiem notiek tikai vienu reizi, kamér tas
atrodas kolonna (skat. 1.10. att.). P&c desorbcijas starp sorbenta virsmu un proteinu ir vajas

mijiedarbibas, kuram ir maza ietekme uz atdaliSanu.

1.10. att. Protena sorbcija uz stacionaras fazes [21]

Tas nozimé to, ka proteinu molekulas ir loti jutigas pret organiska Skidinataja

______

lizocima gadijuma, izmainot acetonitrila koncentraciju no 42% uz 39% analizes laiks palielinas

~ 10 reizes. Attela 1.11. ilustrétas gradienta apstaklu priekSrocibas proteinu analizés [22].

42% ACN

40% ACN

Absorbcija

359% ACN

|
0 Laiks, min 20

1.11. att. Lizocima izdaliSanas laiki ar dazadam acetonitrila koncentracijam. Kolonna:
VYDAC® 214TP54 C4,300 A. Kustiga faze: Acetonitrils + 0,1% TFA §kiduma, 215nm [22]

Temperatiiras ietekme. Paaugstinata temperatiira var ietekmét proteinu struktiiru un
izmainit sorbenta virsmas 1pasibas. Paaugstinoties temperatiirai, analita sorbcijas atrums pieaug
un tas ir svarigi [éni difund€joSiem proteiniem. Kolonnas efektivitate pieaug Iidz ar temperatiru
tapéc, ka paatrinas diftizija poras un ara no tam, samazinot joslu platumu. Paaugstinata

temperatiira samazina organisko Skidinataju viskozitati, ka rezultata samazinas kolonnas
21



pretspiediens. Lidz ar to analizei var izmantot lielakus plismas atrumus. Ta ka proteiniem ir
mainiga konformacija atkariba no temperatiiras, ta var ietekmét to aizturi kolonna. Temperatiira
ir faktors, kuru var izmantot, lai mainitu atdaliSanas selektivitati [2, 26, 29-31]. Attela 1.12. ir
att€lota proteinu maisfjuma atdali$ana temperatiiras diapazona 35-120°C. ST proteinu maisijuma
atdaliSanai ieteicamais temperatiiras diapazons 35°C lidz 60°C, virs 60°C var noverot, ka
ribonukleaze (1) praktiski nesorbg&jas izvél€tajos hromatograijas apstaklos, ka ar1 var novérot,
proteinu joslu paplasinasanos, to varétu skaidrot ar to, ka proteini pie augstam temperatiiram
(60-100 °C) un jasamazina analizes laiks, to viegli var panakt izmantojot UAESH (ultra-augsti
efektivo Skidrumu hromatografiju) [2]. Literatiras avota [32] tika veikts stabilitates tests
mioglobinam un lizocimam un tika noskaidrots, ka So divu proteinu denaturacija 80°C
temperattira Skiduma (0,1%TFA/50%acetonitrils/50%tdens) notiek, ja lizocims un mioglobulis

atrodas vismaz 10 minutes.

P R
NG
JW\JJL_F‘___J’lLLinUL 80°C

EJ ! I"Mu'?kt oo
JL_/M 120°C

Lailcs, min

Absorbeija mA

1.12. att. Temperatiras ieteikme uz proteinu atdaliSanu [2]. Ribonukleaze (1), insulins
(2), lizocims (3), apotransferins (4), laktalbmins (5), hemotripsins (6) un konkavalins A (7)
220nm

Jonu paru reagenta ietekme. lespgja izmantot salus un buferSkidumus saturosas
kustigas fazes ir galvenais iemesls, kapeéc Skidrumu hromatografijas metodes tiek plasi lietotas
biologisku molekulu analizém [33]. Proteini satur daudzas skabas un baziskas dabas
jonizg€jamas grupas aminoskabju sanu virknés, ka art to amino- un karboksil- galos. Kustigas
fazes pH ir svarigs faktors, kuru mainot, var korigét joslu formu un platumu, sorbciju un

selektivitati [33]. Trifluoretikskabe (TFA) koncentracijas no 0,05 Iidz 0,1 % ir visplasak lietota
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kustigas fazes piedeva, kuru izmanto proteinu analiz€. Ta nodroSina jonu paru veidosanos un
molekulu solvataciju, ka rezultata joslu forma klust simetriskaka. TFA koncentraciju Iidz 0,5%
lieto lielu vai loti hidrofobu proteinu skidinasanai. Saméra plasi izmanto fosfatu buferskidumus,
kuri mijiedarbojas ar bazisko proteinu sanu virkném [33, 34].

Spiediena un pliasmas atruma ietekme. 2012. gada S. Feketa ar kolégiem veica
pétijumus par kustigas fazes pliismas atruma un sist€mas pretspiediena ietekmi uz selektivitati
un sorbcijas koeficientu dazadam vielam ar loti atSkirigam molekulu masam (MW). Tika pétitas
izdali8anas laiku izmainas dazada molekulu izméra vielam, palielinot spiedienu no 100 lidz pat
1100 bar. Rezultata tika noskaidrots, ka, spiediena palielinasanai, lietojot pliismas ierobezotaju,
nelielam molekulam (MW < 300 g/mol) Ink pie 1100 bar spiediena palielinajas par 25 lidz
100%, peptidiem (1,3 kDa) par 150%, insulinam (~ 6 kDa) par 800% un mioglobinam (~ 17
kDa) par vairak neka 3000%, salidzinot ar izdaliSanas laikiem pie 100 bar spiediena. Tika
noverots, ka augsts spiediens vairak ietekmé lielaku molekulu izdaliSanos no kolonnas.
Spiedienu palielinot Iidz ar pliismas atruma izmainu, tika noverotas mazakas, tomér visai lielas
sorbcijas koeficienta izmainas. Turklat, saistiba starp sorbcijas koeficienta izmainam un
molekulu izmériem novérota netika.

Proteinu sorbcijas koeficientus, visticamak, ietekmé konformacijas izmainas liela
molekulu izméra del. Mainoties spiedienam, molekulas ienem daZadas konformacijas.
Molekulu difuzija palielinata pretspiediena notiek lénak, kas ari paildzina izdaliSanos no
kolonnas [35].

Tika konstatéts, ka spiediens ietekmé proteinu sorbciju, palielinoties spiedienam

palielinas izdaliSanas laiks (skat. 1.13. att.).

1.0

0.9-
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0.6

4

0.5+

0.4

11020 bar
0.34

Absorbcija

630 bar

0.2
348 bar

0.1

168 bar

0.0+
;|

r T T

0 05 1.0 15 20 25 30 35 4.0
Laiks, min

1.13.att. Kolonnas pretspiediena ietekme uz proteinu izdalisanas laikiem. Citohroms C (1),
liellopa albumins (2) un mioglobins (3), 280nm [35]
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1.3. Apgrieztas fazes AESH kolonnu raksturo$ana un salidzinasana

Misdienas ir pieejams pietickami plaSs apgrieztas fazes augsti efektivas Skidrumu
hromatografijas kolonnu klasts, lai hromatografisti varétu izvéleties piemérotako nekustigo fazi
un spétu atrisinat visdazadakas atdali$anas problémas. AESH nekustigas fazes kvalitati nosaka
tas kimiskas un fizikalas 1pasibas [36, 37]. Musdienas daudzi razotaji kolonnas pases datos
norada tikai fizikalas 1paSibas - dalinu lieluma sadalijumu (pum), patn€jo virsmas laukumu
(m?/g), poru izméru (A), poru tilpumu (ml/g), ka ari norada, vai nekustigai fazei ir aizsargatas
silanolgrupas [38-40]. Izmantojot tikai $adus datus, ir loti griiti salidzinat un novértét kolonnu
selektivitati [38]. Att€la 1.14. ir paradita 9 komponentu atdaliSana uz ¢etram dazadu razotaju -
C8 kolonnam vienados hromatografiskos apstaklos. Novertgjot iegiitos datus, redzams, ka
kolonnam Discovery C8, Ace C8 un Precision C8 ir lidziga selektivitate, bet kolonna Inertsil
C8 uzrada atskirigu selektivitati no pargjam C8 kolonnam. Metodes izstrades procesa var bt
nepiecieSamas kolonnas ar loti atSkirigu selektivitati, lai panaktu pienemamu komponentu
atdaliSanu. Pieméram, parnesot metodi no kolonnas Inertsil C8 uz Precision C8, var sashiegt

visu komponentu atdaliSanu izvéletajos hromatografiskajos apstaklos.

2
(a) 3 4 6 Discovery C8
1| }w \ 7 8
5
/\ NoA 9
0' T 2I = T 4| T

Laiks, min
(b) Ace C8
J‘ Jhl LA )\ AN
o' ‘ 2 ' 4 ' 6
Laiks, min
(c) Precision C8
0 ' 2 4 ' 6
Laiks, min
(d) q 3 4 Inertsil C8
; 6 8
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5
L A AﬁL/\Q
0[ 2 4 6
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1.14. att. Kolonnu selektivitates salidzinajums. Paraugs: N,N-dietilacetamids (1), nortriptilins
(2), 5,5-difenilhidantoins (3), Benzonitrils (4), metoksibenzols (5), toluols (6), cis-halkons (7),
trans-halkons (8) un mefenamskabe (9) [39]. Hromatografiskie apstakli: kustiga faze — 60
mM kalija fosfata bufer§kidums (pH=2,8)/acetonitrils 50:50 (v/v), plismas atrums — 2
ml/min, temperatira — 35 °C, 254nm
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Noskaidrots, ka starp nominali lidzigiem apgrieztas fazes (AF) sorbentiem pastav
atskiribas arf tad, ja eluéSanas apstakli ir vienadi. Sis apgrieztas fazes aspekts tiek plasi pétits
[41-44]. Veiksmigai atdaliSanas procesa parnesi no vienas ta paSa sorbenta partijas uz citu,
parasti ir nepiecieSamas izmainas izstradataja analizes metodg.
Katra hromatografista darba uzdevums ir izv€léties piemérotu kolonnu konkréta
maisfjuma komponentu atdaliSanai. Lai butu vieglak izveleties piemérotu kolonnu, tas ir
nepieciesams Kklasificét. Tas var klasificét péc sorbentu ipasibam, kuras var noteikt
hromatografiski: efektivitate, hidrofobitate, selektivitate, silanolgrupu aktivitate, jonu apmainas
sp€ja, polaras mijiedarbibas [45-48]. Hidrofobitates, selektivitates, silanolgrupu aktivitates,
jonu apmainas sp&jas novértésanas metodes ir iedalitas divas grupas [35, 36, 49, 50]:
1. Empiriskas novértesanas metodes. Ar S0 metozu palidzibu iegiist hromatografiskos
parametrus, kurus izsaka specifiskas kolonnas ipaSibas, pieméram, hidrofobitati.
Parasti Sie hromatografiskie parametri ir atkarigi no saméra patvaligi izveletajiem
testéSana izmantotajiem savienojumiem. Sadas metodes ir Tanakas [49-55],
Engelharta [42, 46, 49, 50, 51-57], Eimana [55, 56], Valtera [55-57] u.c. darbos.

2. Modelos balstitas novértesanas metodes. Metodes ir balstitas uz TpaSiem modeliem

ka, pieméram, QSRR modelis, kas izmantots $ados darbos [58-69].

TesteSanas metodes. Kolonnas efektivitates novert€Sanai, parasti izmanto aromatiskos
ogludenrazus. Pieméram, Viski un lidzautori [46] izmantoja tris test€$anas metodes, lai noteiktu
kolonnas efektivitati. Metozu apraksts, ko iesaka Viski acetonitrils/idens/0,2M kalija
dihidrogenfosfata buferskidums (pH=2,3) 312:340:348 (tilp.) un testa savienojums: 5-p-
metilfenil-5-fenilhidantoins. Var izmantot ari metodi metanols/tidens 50:50 (tilp.) ar testa
savienojumu toluols vai eluentu metanols/tidens 30:70 (tilp.) kombinacija ar pentilbenzolu.
Tanaka piedava $adu testu:

Skidinatajs 1: metanols/iidens 80:20 (tilp.), temperatiira 25 °C.

Skidinatajs 2: metanols/iidens 30:70 (tilp.), temperatiira 30 °C.

Skidinatajs 3: metanols/fosfata buferskiduma 0,02M didens $kidums, pH 7,6; 30:70 (tilp.)

Skidinatajs 4: metanols/fosfata buferskiduma 0,02M tidens $kidums, pH 2,7; 30:70 (tilp.)

Testa savienojumi: uracils (to), butilbenzols, o-terfenils, pentilbenzols, trifeniléns, fenols,

kofeins, benzilamins.

Rezultatu aprékinasana:

Hidrofobitéte = kpentilbenzols /kbutilbenzols ’ (Skidlnﬁtéjs 1) (11)
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Alkilgrupu daudzums = Kpentilbenzols, (Skidinatajs 1) (1.2)
Selektivitate = ktrifeniléns/ko-terfenils, (glﬁdmﬁtﬁjs 1) (13)
Udenraza sai$u veidoanas kapacitate = Kiofems/Ktenols, (Skidinatajs 2) (1.4)

Jonu apmainas kapacitate pie pH>7 = K quiinenols / K fenots » (Skidinatajs 3) (1.5)

Jonu apmainas kapacitate pie pH<3 = K qyiinenzols / K tenots » (Skidinatajs 4) (1.6)

Engelharta tests [42, 46, 49, 50, 55-57]

Skidinatajs: metanols/iidens 55:45(tilp.), temperatiira 40°C.
Testa savienojumi: uracils (to), anilins, N,N-dimetilanilins, fenols, toluols, etilbenzols.
Rezultatu aprékinasana:

Silanolaktivitate = katra maisijuma komponenta asimetrija 5% joslas augstuma.

Valtera tests [55-57]

Skidinatajs 1: acetonitrils/Gdens 65:35 (tilp.), temperatiira 40 °C.

Testa savienojumi: uracils (to), benzols un antracéns.

Skidinatajs 2: acetonitrils, temperatiira 40 °C.

Testa savienojumi: N,N-dietil-3-metil-benzamids un antracéns.

Rezultatu aprekinaSana:

Hidrofobitate = Kantraczns /Kbenzots, (Skidinatajs 1) (1.7.)

Silanolaktivitate = KnN-gietil-3-metil-benzamids/Kantracens, (Skidinatajs 2) (1.8)

Izveidots ari NIST References materialu standarts 870 (NIST Standard Reference
Material® 870) [41, 51, 69].

Skidinatajs: metanols/0,02M fosfata buferikiduma tidens $kidums, pH 7, 80:20 (tilp.),
temperatiira 23 °C.

Testa savienojumi: uracils (to), toluols, etilbenzols, hinazarins un amitriptilins.

Rezultatu aprékinasana:
1k

Hidrofobitate = k (1.9)

etilbenzols toluols

Joslas simetrija:
hinazarinam (aktivitate pret helatu veidotajiem).

amitriptilins (aktivitate pret bazém).

Galusko tests [44]
Skidinatajs: metanols/iidens 60:40 (tilp.), temperatiira 30 °C.

Testa savienojumi: toluols, benzols, anilins un fenols.
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Rezultats:

Hidrofobitate = (Kyyyors + Kogrnoe)/ 2 (1.10.)

Silanolaktivitate =1+ 3[(Kijins / Krenots) — 11 (1.11)

Abrahams un lidzautori [70] izveidoja atSkirigu pieeju kolonnas selektivitates

raksturoSanai, aprakstot sorbcijas koeficientu, ka funkciju, kuru izsaka ar vienadojumu:
lgk =C, + IR, +s7;' +a)_a;' +b>_ B, + W, (1.12)

C. ir konstante, kas ietver kustigas un nekustigas fazu attiecibas, kas mainas, atkariba no
temperatiiras, bet 1Rz, sm2", aZaz", bZB2 un vVy ir iz§kidusas vielas mijiedarbibu parametri ar
kustigo un nekustigo fazém.

Uzskatamibas dél, parveidojot izteiksmi (1.10), iegist $adu vienadojumu:

lgk=logk,; +7'H+0c'S+ ' A+a'B+k'C (1.13)

n', o', B, o' un k' — ietver iz8kidusas vielas koeficientus (hidrofobitati, telpiskais izmérs,
H-saites, katjonu apmaina, §1s vertibas daziem mazmolekulariem savienojumiem ir noteiktas
un ir pieejamas literatira, skat 1.13. att.), bet H, S, B un C — ietver sistémas koeficientus
(kolonna, kustiga faze un temperatiira), bet krer — etilbenzola sorbcijas koeficients. Hidrofobas
mijiedarbibas - n'H, ¢'S — telpiska izmeéra selektivitati, f'A — tdenraZa saites starp akceptoru
1z8kidusSo vielu un nejonizetam silanolgrupam nekustigaja faze (skabums), o'B — idenraZa saites
starp iz8kiduSo vielu un neidentificétam nekustigas fazes grupam (baziskums). k'C —
mijiedarbibas starp protonétam bazém un joniz€jamam silanolgrupam. Sisteémas konstantes var
aprekinat, izmantojot daudzfaktoru linearas regresijas analizi.

Izmantojot Sadu pieeju kolonnas selektivitates raksturoSanai, var noteikt dazadas
mijiedarbibas starp iz8kiduso vielu un sorbentu, pieméram, hidrofobas, telpiska izméra un jonu

mijiedarbibas (skat. 1.15. att.). So kolonnu testéSanas metodi plasi izmantojis un petijis

Snaiders ar lidzautoriem [71-76].
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1.15. att. Iz8kidusas vielas un sorbenta mijiedarbibu shematisks att€lojums [71, 72]

Modelos balstitas novérté§anas metodes. AESH izmanto divu veidu elu&Sanas
apstaklus: izokratiskos vai gradienta. Izokratiskos apstaklos analizes laika organiska Skidinataja
koncentracija kustigaja faze ir nemainiga, savukart, gradienta apstaklos - analizes laika kustigas
fazes sastavs mainas [77]. Izokratiskie apstakli ir pieméroti savienojumiem ar 1idzigu polaritati,
savukart, gradienta apstaklus izmanto maisijumiem, kuri satur dazadas polaritates
savienojumus [78]. Gradienta profils [79] var but linears vai sastavét no vairakam atseviskam
stadijam - multilinears [80].

Multilineara gradienta profilu izmanto sarezgitiem kompleksiem paraugiem, pieméram,
dabas paraugiem [81]. Attéla 1.16. paradita 19 aminoskabju atvasinagjumu atdaliSana,
izmantojot dazadus gradienta profilus. No 1.16. att€la ir redzams, ka linearais gradients
nenodroSina pilnigu komponentu 7, 8, 9 un 16, 17, 18, 19 atdaliS8anu. Savukart, izmantojot
trilinearos gradientus ir izdevies panakt komponentu 16, 17, 18 un 19 atdaliSanu Sajos
hromatografiskajos apstaklos (1.16. att. ¢, d). Komponentus 7, 8 nav izdevies atdalit ne ar vienu
gradienta profilu. Lai panaktu pilnigu visu maisijuma komponentu atdaliSanu, nepiecieSama

gradienta profila optimizacija.
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1.16. att. 19 aminoskabju atvasinajumu atdali$ana, izmantojot linearo (a), bilinearo (b) un
trilinearo (c un d) gradientu, 214nm [81]

Metodes optimizacija ir svariga AESH metodes izstrades stadija. Viena no pieejam
optimizét hromatografiskos apstaklus ir veikt dazadus eksperimentalus méginajumus, bet tas ir
laikietilpigs un biezi vien neefektivs process. Cita pieeja optimizet hromatografiskos apstaklus
izmantojot datorsimulacijas, kas lauj paredzét savienojumu izdalisanas laikus [82]. Dazas
datorprogrammas, kuras tiek lietotas hromatografisko apstaklu optimizacijai: DryLab, Preopt-
W, Osiris un ChromSword [83].

Polinomu modeli. 1zokratiskos apstaklos analiz€jamo paraugu sorbciju var paredzet,
izmantojot polinomu modeli starp logaritmu no sorbcijas koeficienta (k) un organiska
modifikatora daudzuma kustigaja fazé (@) sisttma tdens-organiskais modifikators.
Vienadojuma ir att€lots kvadratiskais polinoms [41, 50, 57]:

log k = Co + C1¢p + co¢? (1.14)

Saura organiska §kidinataja diapazona (ja, Ap=0,3) lineara sakariba var dot diezgan
precizus rezultatus sorbcijas paredz@Sanai (parasti izmanto, ja 1 < k < 10). Vienadojuma ir
att€lots linearais polinoms [84, 85]:

log k =co + C10p (1.15)

kur c1 — regresijas koeficients, kur§ raksturo katru analiz§jamo paraugu un
kolonna/kustiga faze sisteému. Izokratiskos apstaklos biezak tiek izmantots kvadratiskais
polinoms [86], jo So modeli [87] var lietot plasa organiska skidinataja koncentraciju diapazona
(skat. 1.17. att.).
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1.17. Att. 4-Hidroksiacetofenona (A), 3-hidroksiacetofenona (B), acetofenona (C), 2-
hidroksiacetofenona (D), 4-metilacetofenona (E), propiofenona (F), 3-metilacetofenona (G),
2-metilacetofenona (H), butirofenona (1), valerofenona (J), 1-fenil-heksanons-1 (K) un 1-

fenil-heptanons-1 (L) log k atkariba no a) acetonitrila, b) metanola koncentracijas kustigaja
fazg, 254nm [88]

LSER modelis. Izskidusas vielas — $kidinataja mijiedarbibas var aprakstit ar solvatacijas
parametru modeli. Abrahams LSER modeli attiecinaja uz hromatografiskajam sistémam, kur
sorbcijas koeficienta logaritms ir saistits ar specifisko iedarbibu summu izteiksme:

lgk =c+eE+sS+aA+bB+vV (1.16)

kur E, S, A, B, V — iz8kidusas vielas koeficienti (E - molekulara refrakcija, S - $kiduma
dipolaritate/polariz€jamiba, A un B summarais tidenraza saiSu skabums un baziskums, V —
McGowan tilpums (cm®mol)/100)) unc, e, s, a, b, v — $kidinataja koeficienti (e — koeficiets
atspogulo dispersijas un indukcijas ietekmi, s — raksturo polaritates un polarizacijas atskiribas,
a un b parada tidenraza donoro saisu ( “hydrogen-bond donor ) un idenraza saisu (“H-bonds”)
atSkiribas, v — raksturo dobumu veidoSanos atskiribas, ¢ — raksturo apzimé atlkuSos procesus,
kuri nav ietverti pirmajos piecos koeficientos) [89, 90].

Ar §1 modela palidzibu var loti vienkar$i paredzet sorbciju izokratiskos apstaklos, ja
vielam ir zinami Koeficienti (E, S, A, B, V). Sistémas konstantes var aprékinat, izmantojot
daudzfaktoru linearas regresijas analizi [85]. Gradienta apstaklos LSER modela izmantoSana ir
ierobezota lieto tikai lineara gradienta apstaklos [85]. LSER modeli sorbcijas paredzgSanai
parsvara izmanto neitraliem savienojumiem, kuriem ir zinamas vielu Ipasibas, pieméram
benzolam [85-94], naftalinam [92-94], anilinam [90, 85, 94], acetofénam [85, 90], fenolam [91-
95] u.c. Jaunam vielam §Ts Tpasibas nav zinamas un tas ir janosaka eksperimentali. Ir

nepieciesams liels eksperimentu skaits, lai aprakstitu dazadu kolonnu raksturlielumus plasa
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organisko Skidinataju koncentraciju apgabala. Tas apgritina modela izmantoSanu dazados
eksperimentalos apstaklos.
Lai paredz€tu joniz€jamu savienojumu sorbciju noteiktos hromatografiskos apstaklos,

tiek izmantots modificétais LSER modelis:

lgk =c+eE+sS+aA+bB+vV +dD (1.17)

D apréekina péc formulas:

10 pH—pK,

Lai modeli varétu izmantot joniz&€u savienojumu sorbcijas paredz€Sanai, jazina So
savienojumu pKa vértibas, kas jauniem savienojumiem nav zinamas un ir janosaka
eksperimentali. Literatiiras avotos [96, 97] izmanto LSER modeli dazadu joniz&tu savienojumu
sorbcijas paredz€Sanai, piemé&ram, 2-nitrobenzoskabei, benzoskabei, 2,6-dietilanilins, 4-
nitrobenzoskabei u.c.

Solvatu sorbcijas modelis. Sorbcijas un selektivitates aptuvenai noteikSanai var lietot
hromatografiskas sist€mas divu slanu nepartraukto modeli. Modificéta sorbenta virsma ir
apgrieztas fazes AESH virsmas slanis (VS), kur$ sastav no oktadecilgrupam un kustigas fazes
sastavdalam; analiz&jama parauga molekulas iespiezas virsmas slani [98]. Sorbcijas koeficientu
aprekina, izmantojot formulu:

Ink =a(V)*®+b(AG,)+c (1.19)
kur V ir analiz&jama parauga parcialais mola tilpums (cm®/mol); AG, ir analiz&jama parauga
mijiedarbibas energija ar Gdeni (kJ/mol); a, b un c ir parametri, kurus nosaka apgrieztas fazes
sorbents ar izmantoto kustigo fazi. Izmantojot savienojuma struktiiru ar datorprogrammas
palidzibu var izrékinat V un AGw. Parametrus a, b un c var noteikt kalibrgjot kolonnu ar

references standartiem [99, 100]. Var izmantot $adu metodi sorbcijas parametra noteikSanai.

-AG

Ink = +¢ (1.20)

kur ¢ ir fazu attieciba [98, 100].

LSST modelis. Vienadojums, kas apraksta LSST modeli:

Ink'= Ink'w - S¢,
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kur S izskidusas vielas jutigums pret kustigas fazes izmainam, Ink’w - ekstrapol&tais sorbcijas

faktors tideni.

S aprékinasanai izmanto $adu formulu [101]:

S=—=¢C; (1.21)

kur b — gradienta stavums, to — nesorbgjosas vielas izdaliSanas laiks, to — sajaukSanas laiks
(dwell time). Lai aprekinatu gradienta sorbcijas koeficientu (k*), nepiecieSams iegiit
eksperimentalos datus, lietojot divus dazadus gradienta profilus. Tie atSkiras ar gradienta laiku
(te1 un te2 (te1 < te2), S = tea/tci. No pirma eksperimenta iegiist tr1, no otra - tro un b vértibu

aprékina ar §adas formulas palidzibu [46]:

b= t -logs (1.22)
tRl _(tRZ /IB) _(to +tD)(ﬂ_1)/ﬂ
kur b — gradienta stavums, to — nesorbg&josas vielas izdaliSanas laiks, tp — sajauksanas laiks

(dwell time).

Gradienta sorbcijas koeficientu (k) aprekina péc §adas formulas:

. 087t,F

v (1.23)

kur Vm ir kolonnas brivais tilpums (ml), gradienta laiks tg, pliismas atrums F un organiska
skidinataja koncentracijas izmaina kustigaja fazé 4¢ [102, 103] Proteinu un peptidu analizém

izmantotajam kolonnam nav izstradatas specifiskas raksturoSanas metodes.

1.4. Piena proteinu noteikSana ar AESH metodi

Proteinu noteikSana piena paraugos. Proteinu kvantitativa daudzuma noteikSana piena
ir svariga, jo ar tas palidzibu var pieradit piena “viltojumus” [104]. B-Laktoglobulinu var
izmantot ka indikatoru, lai noskaidrotu kads pasterizacijas veids ir izmantots pienam (f3-
laktoglobulinu denaturacija notieck >60 °C vai pie pH >8,6) [104]. Starptautiska
piensaimniecibu federacija ir noteikusi minimalo -laktoglobulina saturu pasterizéta piena 2600
mg/L, pasterizétam augsta temperatiira (HTST) — 2000 mg/L un pasteriz€tam 1pasi augsta
temperatira (UHT) — 50 mg/L [105].

Piena parstrades veidi:
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1) Pasterizésana augsta temperatiira — 127 °C 1-5 sekundes,
2) pasteriz€Sana (So metodi lieto parsvara) 72-75 °C 15-30 sekundes,

3) UHT piens 135° C 2 sekundes [106].

Proteinu noteikSanai piena var izmantot g€la elektroforézi, kapilaro elektroforézi vai
Skidrumu hromatografiju. Starptautiska piensaimniecibu federacija piena proteinu noteikSanai
ir ieteikusi lietot AESH metodi ar UV detektoru [104, 107, 108]. Attela 1.18. paradita piena
proteinu atdali$ana, lietojot AESH metodi. B-Laktoglobulinam ir tris genétiskie varianti: B-Lg
A, B-Lg B un B-Lg C. B-Lg A un B-Lg B atskiras ar vienu aminoskabi 20. pozicija (Histidinu
un Tirozinu), bet B-Lg C atskiras no f-Lg A ar 148 poziciju (argininu un glutaminu). Izp&tot
literatiiras avotus par f-laktoglobulina noteikSanu piena paraugos, izradijas, ka B-Lg A un B-Lg
B joslas netiek pilnigi atdalitas 1idz bazes linijai un to daudzumu nosaka, summegjot laukumus
B-Lg A un B-Lg B.

Literattiras avota [104] ir analiz&ti kazas, aitas un govs piena paraugi (skat. 1.18. att.).
Nosakot p-laktoglobulina B un B-laktoglobulina A attiecibu piena parauga var noteikt piena
tipu (kazas, govs vai aitas). Govs piens satur vismazak B-laktoglobulina attiecigi (3,07 g/L).
Visvairak B-laktoglobulinu satur aitas piens (5,97 g/L). a-Laktalbuminu aitas piens satur vairak
neka kazas vai govs piens (attiecigi 1,80 g/L, 1,27 g/L un 1,16 g/L). Kazas piens praktiski
nesatur -laktoglobulinu B, (govs piena tas ir 1,19 g/L, aitas piena ir 1,80 g/L).
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1.18. att. a-Laktalbumina un B-laktoglobulina hromatogrammas dazados piena paraugos.
Kolonna XBridge TM C18, 150x3,0 mm, 3,5 um, kustiga faze: acetonitrils/idens/0,1% TFA

gradienta rezims, 40 °C, F=0,4 ml/min
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1.5. Secinajumi

Lai varétu izvéleties piemérotas kolonnas konkréta maisijuma atdaliSanai, nepiecieSams
tas klasific€t p&c 1pasSibam, kuras var noteikt hromatografiski: kolonnas efektivitates,
hidrofobitates, selektivitates, silanolgrupu aktivitates, jonu apmainas sp&jas un polaram
mijiedarbibam.

Kolonnu 1pasibas var novertét, izmantojot empiriskas vai modelos balstitas metodes.
Proteinu atdaliSanai biezak izmanto mazak hidrofobas kolonnas, kuras sorbenta virsma
modificéta ar 1sakam alkilkédem (-C3H7; -CsHg; -CsH11). Izmanto ari kolonnas uz
poliméru bazes. Proteinu analizei izmanto sorbentus, kuru poru izméri parsniedz 300 A.
Visbiezak lietotais organiskais $kidinatajs proteinu analizes ir acetonitrils, bet izmanto
ar1 izopropanolu, etanolu un metanolu. Trifluoretikskabe ir visplasak lietota kustigas
fazes piedeva.

Balstoties uz iegito informaciju par faktoriem, kuri ietekm& proteinu sorbciju, tiks
izveleti pieméroti sorbenti, organiskie $kidinataji, kustigas fazes piedeva, temperaturas
rezims, lai izp@titu proteinu sorbciju apgrieztds fazes augsti efektivas Skidrumu

hromatografijas apstak]os.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantota aparatiira, reagenti un analizéjamas vielas

Izmantota aparatira.

e Agilent hromatografs (razotajvalsts — ASV):

» detektors —Infinity 1290DAD

» stiknis —Infinity 1290 ar automatisko paraugu ievadisanu,

» Datu apstrades sist€éma Agilent ChemStation;

» Hromatografijas metozu izstrades vide ChromSword Auto 5.0 Professional,
e Analitiskie svari Precisa 32324 (d= =+ 0,0001 g).

Izmantotie reagenti un analizéjamas vielas.

Acetonitrils

Albumins
Aprotinins
Citohroms C
Enolaze
Elastaze
Fosforskabe

L-Glutaminskabes dehidrogenaze

Insulins

Oglskabes anhidraze

a-Laktalbumins
B-Laktoglobulins

Lizocims

Kalija hidrogenfosfats beziidens
Metanols

Mioglobins

Peroksidaze

99,9%, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. 34851 (ASV)

>96%, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. A2153 (ASV)
Liellopa seruma albumins

SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. A1153 (ASV),
Aprotinins no liellopu plausam

95 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. C2506 (ASV),
Citohroms C no zirgu sirds

95 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. E6126 (ASV),
Enolase no maizes rauga

95 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. SCP0249
(ASV), Aizkunga dziedzera elastazes substrats
85%, ACS, Acros Organics, kat. Nr. 424045000
(Belgija)

95 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. G2501 (ASV),
L-Glutaminskabes dehidrogenaze no liellopu
aknam

SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. 12643 (ASV),
Cilveka insulins

>85%, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. C2624
(ASV), Oglskabes anhidraze no liellopu
eritrocitiem

>85 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. L5385
(ASV), a-Laktalbumins no liellopu piena

>90 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. L3908
(ASV), B-Laktoglobulins no liellopu piena

>90 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. L6876
(ASV), Lizocims no vistu olu baltuma

Anal. tirs, PENTA CHEMICALS, kat. Nr. K-2130

(Cehija)

99,9 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. 34885
(ASV)

>90 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. M1882
(ASV)

SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. 77332 (ASV),
Peroksidaze no marrutkiem
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Piens Nr. 1 Pasteriz&ts govs piens, 2%, (Latvija)

Piens Nr. 2 Pasterizéts UHT kazas piens, pilnpiens, 3,3%
(Belgija)

Piens Nr. 3 Pasterizéts UHT govs piens, 2% (Polija)

D-Pienskabes dehidrogenaze SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. L3888 (ASV)

Ribonukledze >70 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. R6513
(ASV), Ribonukleaze A no liellopu aizkunga
dziedzera

2-Propanols 99,9 %, SIGMA-ALDRICH, kat. Nr. 34863
(ASV)

Salsskabe 2mol/L, TCI Europe, kat. Nr. H1203 (Japana)

Trifluoretikskabe 99%, PENTA CHEMICALS, kat. Nr. T-4390
(Cehija)

2.2. Kustigo fazu un analizéjamo paraugu pagatavosana

Kustigo faZzu §kidumu pagatavosana.
Skidums A kanalam: 500 mL mérkolba ielej aptuveni 100 mL dejonizéta fidens, kuram pievieno
500 pLL TFA un atskaida lidz atzimei, tad€jadi iegiistot kustigo fazi ar 0,1% TFA un @idens
tilpumu attiecibu.
Skidums B kanalam:
o 500 mL meérkolba ielej aptuveni 100 mL acetonitrila, kuram pievieno 500 uL TFA un
atSkaida lidz atzimei, tadgjadi iegustot kustigo fazi ar 0,1% TFA un acetonitrila tilpumu
attiecibu.
o 500 mL meérkolba ielej aptuveni 100 mL metanola, kuram pievieno 500 pL TFA un
atSkaida lidz atzimeli, tad€jadi iegtstot kustigo fazi ar 0,1% TFA un metanola tilpumu attiecibu.

¢ 500 mL merkolba ielej aptuveni 100 mL 2-propanola, kuram pievieno 500 uL TFA un
atSkaida 1idz atzimei, tadgjadi iegtistot kustigo fazi ar 0,1% TFA un 2-propanola tilpumu
attiecibu.

Proteinu standartu pagatavosana. Katrs no 15 (skat. 2.1. tabulu) proteinu paraugiem
(2-3 mg) tika skidinats Sml dejoniz&ta idens un izmantots hromatografiskai analizei. Ar katru
proteinu tika veikti 3-4 eksperimenti ar dazadiem gradienta profiliem (2.4. tabula).
Izmantotajiem  proteinu  Skidumiem  tika noteikta  stabilitate = Skiduma  50%
acetonitrils/50%iidens/0.1%TFA pétitie proteini neizgulsngjas.

Fosfata buferSkiduma pagatavo$ana. Nosver 8,71 g KoHPO4 un parnes 500 ml

mérkolba, pievieno dejoniz€tu tdeni, izSkidina un atSkaida lidz atzimei. leglitajam

buferSkidumam ar fosforskabi ieregulé pH 6,7.
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Piena paraugu pagatavosana.

10 ml piena parnes 20 ml penicilina pudelité, pievieno 2 M salskabes Iidz pH 4,6. legtto

Skidumu parnes 15 ml centrifug€jamas mégenés. Centrifugé 20 min ar 4000 apgriezieniem.

Piena paraugu pagatavosanas metodes apraksts izmantots no literatiiras avotu [104].

Piens Nr. 1 100 ul piena stkalu $kiduma parnes autoinzektora pudelités (2 ml) un pievieno
1000 pl fosfata buferskiduma (100 mM pH=6,7).
Piens Nr. 2 un Piens Nr. 3 100 pl piena stikalu skiduma parnes autoinzektora pudelités (2 ml)
un pievieno 500 pl fosfata buferskidumu (100 mM pH=6,7).

Visus piena siikalu paraugus nofiltré, izmantojot 0,45 um celulozes filtrus.

Proteinu numeracija, nosaukums un molekulara masa

2.1. tabula

Nr.p.k. Proteinu nosaukums | Molekulara masa, Proteinu shematisks 3D
Da att€lojums
1 Insulins 5800
2 Aprotinins 6500
3 Citohroms C 12400
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2.1. tabulas turpinajums

Ribonukleaze A 13700
a-Laktalbumins 14200
Lizocims 14400
Mioglobins 17700
B-Laktoglobulins 18400
Elastaze 25900
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2.1. tabulas turpinajums

10 Oglskabes anhidraze 29100

11 Peroksidaze 44000

12 Albumins 66500

13 Enolaze 93000

14 L-Glu.taminsliébes 990000
dehidrogenaze

15 D-Pienskabes 140000

dehidrogenaze
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2.3. Hromatografiskas analizes apstakli

2.2. tabula
Petijuma izmantotas apgrieztas fazes kolonnas*
Nr.p.k. | Kolonnas nosaukums RazoSanas gads
1 Poroshell 300Extend-C18, 5um 2011
(Kanada)
2 Poroshell 300SB-C18, 5um (Kanada) 2011
3 Poroshell 300SB-C8, Sum (Kanada) 2011
4 Poroshell 300SB-C3, 5um (Kanada) 2011
5 Zorbax 300Extend-C18, 3,5um 2012
(Kanada)
6 Zorbax 300SB-C18, 1,8um (Kanada) 2011
7 Zorbax 300SB-C8, 1,8um (Kanada) 2011
8 Zorbax 300SB-C3, 1,8um (Kanada) 2011
9 Zorbax 300Diphenyl, 1,8um (Kanada) 2011
10 | Zorbax 300SB-CN, 3,5um (Kanada) 2009
11 | PLRP-S 300 4, 3um (Kanada) 2012
12 | PLRP-S 1000 A, 5um (Kanada) 2012
13 | PLRP-54000 A, 5um (Kanada) 2012
14 | YMC-Pack C4, 5um (Kanada) 2011
15 YMC-Pack Protein-RP, Sum 2011
(Kanada)

* visas izmantotas kolonnas bija jaunas.

Razotaji proteinu analizém parsvara piedava dazadas -C18 kolonnas (skat. 1.2. tab.).

Literatura iesaka izvéléties -C3, -C4,-C8 kolonnas.
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2.3. tabula

Izmantoto kolonnu fizikalas 1pasibas

Kolonnas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
numurs

 Dalinu 5 5 5 5 35 | 18 | 1,8 | 1,8 | 18 | 35 3 5 5 5 5
lielums, pm

Poru }fmers’ 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 1000 | 4000 | 300 | 300
Ipatné&jais

VIMAS =45 | 45 | 45 | 45 | 45 | 45 | 45 | 45 | 45 | 45 | - - - - -
laukumes,

m?/g

Papildu

silanolgrupu | Ja Ne Ne Ne Ja Ne Ne Ne Ne Ne - - - Ne Ne
derivatizacija

Si- Si- Si- - Polistirola un
Sorbents Si-18 Si-C8 | Si-C3 | Si-18 Si-C8 | Si-C3 | Diphe | (CH2) | divinilbenzola sfériskas | Si-C4 | Si-C4
C18 C18 .
nyl CN dalinas

Kolonnas 75 75 75 75 50 50 50 50 50 50 50 50 50 | 150 | 150
garums, mm

Kolonnas

diametrs, 21 | 21 | 21 | 21 | 21 | 21 21 | 21 | 21 | 46 | 21 | 21 | 21 | 46 | 46
mm

Kolonnas

brivais 026 | 026 | 026 | 026 | 017 | 017 | 017 | 017 | 017 | 0,83 | 017 | 017 | 017 | 2,49 | 249
tilpums, ml

* - Kolonnas numuram atbilstoSo kolonnas nosaukumu skat. 2.2. tabula.




Kustiga faze: Skidums A/$kidums B (attiecibas skat. 2.4. tab.).
Kolonnas temperatiira: 45 °C (prieck§ YMC Pack-C4 un YMC-Pack Protein-RP
kolonnam) vai 60 °C (Poroshell, Zorbax un PLRP-S kolonnam).

Plusmas atrums: 0,150 ml/min; 0,200 ml/min; 0,350 ml/min; 0,500 ml/min un 1

mL/min.

Detektors: UV absorbcija, A =210 nm.

Inzekcijas tilpums: 20 pL.

Hromatografiskie apstakli piena paraugiem:

Kustiga faze: Udens/acetonitrils/0,1%TFA

Izmantota kolonna: YMC Pack-C4

Kolonnas temperatiira: 40°C

Plusmas atrums: 1 ml/min;

Detektors: UV absorbcija, A =210 nm.

Injekcijas tilpums: 20 pL.
Gradienta rezims: 0-10,9 min/0-36% B, 10,9-29,9 min/36%-43% B; 29,9-35 min/43%

2.4. tabula
Izmantotie gradienta profili
L Gradienta profils, .
Organiskais ot ge L. Gradienta
SR Kolonnas nosaukums (organiska skidinataja i .
skidinatajs ) ) o laiks, min
’ izmainas kustigaja faze, %)
30-80 5
30-80 10
A itril
cetonitrils 55 80 g
Zorbax 300SB-C18 2580 10
orbax o 40-90 5
Poroshell 300SB-C18,
40-90 10
Metanols Zorbax Extend-C18, 3590 z
Poroshell Extend-C18 -
35-90 10
10-60 5
10-60 10
2-Propanols 1560 z
15-60 10
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2.4 tabulas turpinajums

20-80 5
. 20-80 10
Acetonitrils 25.80 3
Zorbax 300SB-C8, Poroshell 25-80 10
300SB-C8, Zorbax 300-C3, 30-90 5
Metanol Poroshell 300-C3, Zorbax 30-90 10
etanots 300SB-CN, Zorbax 300- 25-90 5
Diphenyl, PLRP-S 300, 25-90 10
PLRP-S 1000, PLRP-S 4000 5-60 5
2P | 5-60 10
ropanols 10-60 c
10-60 10
20-80 25
. 20-80 30
A I
cetonitrils 5580 >E
25-80 30
30-90 25
. 30-90 30
Metanols YMC-Pack C4, Protein-RP 3590 3
35-90 30
2-Propanols 5-60 25
5-60 30
10-60 25
10-60 30
2.4. Apréekinu formulas
Joslas platuma aprékinasana (wos) [109].
Wo,5 — joslu platums pusaugstuma, min.
Joslu izSkirSana.
R, =1’18((tR2 _tRl)/(WO,S(l) +Wo,5(2))) (2.1)
kur:
tr1 UN tr2 — izdaliSanas laiks,
Wo,5(1) UN Wo5(2) — joslu platums pusaugstuma, min.
Sorbcijas koeficients [109].
k=(t; —t,)/t, (2.2)
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Proteinu izdaliSanas laiku teorétisko vertibu aprekinasana. Lai noteiktu teorétisko.
Lai noteiktu teor&tisko proteinu izdalisanas laiku, ir nepieciesami divi eksperimentali mérijumi,
kurus ievadot programma ChromSword var izrékinat teorétisko proteinu izdalisanas laiku.
Ink’ = Inko’ + aC, kur: (2.3.)
k' - sorbcijas koeficients,
C — organiska skidinataja koncentracija,

a — koeficients.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Hromatografisko apstaklu un analitu izvéle

Promocijas darba ietvaros par paraugiem tika izvéleti dazadi proteini. Izmantotie proteini
satur dazadas aminoskabes. Pieméram, triptofans, izoleicins, fenilalanins, leicins, cisteins,
metionins, valins, tirozins, prolins un alanins ir hidrofobas aminoskabes. Vienkarsie proteini
(insulins, aprotinins, B-laktoglobulins, elastaze, albumins) un saliktie proteini: hemoproteini
(citohroms ¢, mioglobulins, peroksidaze), nukleoproteini (ribonukleaze A, L-glutaminskabes
dehidrogenaze, D-Pienskabes dehidrogenaze) metalus saturoSie proteini (a-laktalbumins,
oglskabes anhidraze, enolaze) unglikoproteins (lisozims).

Kolonnas izvéle. Apgrieztas fazes hromatografija silikagelu visbiezak kimiski modifice
ar -C18 grupam, retak ar -C4 vai -C8 grupam, kuras izvélas ipasi hidrofobu savienojumu
gadijuma. Fenil- un -(CH2)CN grupas var nodroSinat alternativu selektivitati proteinu
atdaliSanai. Sorbcijas procesa svarigi ir vairaki faktori: relativa liganda hidrofobitate, virsmas
parklajums, ligandu blivums, oglekla saturs, brivas sorbenta virsmas silanolgrupas, bet pilniba
nav saprotams, kada méra Sie faktori ictekmé proteinu sorbciju [55].

Izpetot literatiiras avotus par proteinu analizes iespgjam, izmantot augsti efektivo
Skidrumu hromatografiju tika izvel&ti §adi sorbenti (-C18, -C8, -C4, -C3, -Diphenyl, -(CH2)CN,
poliméru bazes un Protein-RP). Tos raksturo dazads alkilkézu garums un atskiriga ligandu
daba. Sadi sorbenti tika izvéléti, lai biitu iesp&jams, novértét, ka proteinu sorbciju ietekmé
silanolaktivitate, hidrofobitate, alkilk€Zu garums un liganda daba. Darba mérka un uzdevumu
sasniegSanai tika 1zv€leti relativi jauni sorbenti, kuri tikai nesen ir komerciali pieejami un varétu
bt perspektivi proteinu analizém.

Kolonnu salidzinajums, izmantojot Galusko testu [34]. Sobrid nav vienota kolonnu testa,
ar kura palidzibu tas varétu savstarpgji salidzinat, padarot vienkarSaku piemérotas kolonnas
izveli. Katrs razotajs izmanto atSkirigu testu, ko pievieno kolonnas sertifikatam. Kolonnu
salidzinasanai tiks izmantots Galusko tests (hromatografiskos apstaklus skat. 1.3. apakSnodala
28.1pp).

Silanolaktivitate (-NH2 mijiedarbibas) ir sorbenta virsmas sp&ja iedarboties noteiktos
hromatografiskos apstaklos ar analitu, kur§ satur protonu akceptoru slapekla atomu. Attéla 3.1.
paradita izmantoto kolonnu silanolaktivitate. Silanolaktivitate > 1 piemit kolonnam uz poliméru

bazes ka arT -(CH2)CN un -C4 kolonnam.
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3,00

2,52
2,50

2,08

2,00
L8 171

1,50 1,36

1,00 1,00 1,00 1,00 0.95 1,00
1,00 076 083

0,60 0,54

) I I I
0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Kolonnas numurs

Silanolaktivitate

o

3.1. att. Silanolaktivitate Poroshell Nr. 1 —4, Zorbax Nr. 5 —10, PLRP-S Nr. 11 — 13, YMC-
Pack Nr. 14 un Nr. 15 (kolonnu numeraciju skat. 2.2. tab.) (Izdalisanas laikus un sorbcijas
koeficientus skat. 3.1. tab.)

Pieméram, poliméru bazes kolonnam silanolaktivate ir augstaka neka Zorbax vai
Poroshell kolonnam (skat. 3.2. att.).
3.1. tabula

Anilina, fenola, toluola un benzola izdaliSanas laiks, sorbcijas koeficienti, kustiga faze:
metanols/tidens, T=30 °C, 210 nm

Kolonnas anilins fenols toluols benzols
nosaukums tr, min k tr, min k tr, min k tr, min k
Poroshell

300Extend-C18, | 042 | 163 | 042 | 163 | 021 | 031 | 02 | 025
Sum

Poroshell 300SB- | 535 | 155 | 036 | 125 | 017 | 006 | 019 | 0.19
Cl18, Sum

Poroshell 300SB- | ;v | 156 | 041 | 156 | 022 | 038 | 02 | 025
C8, Sum

Poroshell 300SB- | 17 | 506 | 017 | 006 | 016 | 000 | 018 | 013
C3, Sum

Zorbax

300Extend-C18, | 090 | 190 | 099 | 219 | 093 | 200 | 094 | 2,03
3,5um

Zorbax 300SB-

C18, 1.8um 092 |197| 093 | 200 | 079 | 155 | 099 | 219

Zorbax 300SB-C8, |,/ | 559 | 219 | 606 | 110 | 255 | 110 | 162
1,8um

Zorba§§ZfB'C3’ 115 | 271 ] 120 | 287 | 078 | 152 | 075 | 0,79
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3.1. tabulas turpinajums

Zorbax

300Diphenyl, 137 | 342 | 156 | 403 | 1,17 | 277 | 098 | 133
1,8um

Zorbax 300SB-

CN, 3,5um 078 | 152 | 073 | 135 | 038 | 023 | 051 | 065
?:ZP'S 3004 326 |7662| 241 |5638| 141 | 3257 | 59,0 |1395
?:ZP'S 10004, 290 |9255| 231 |7352| 667 | 2052 | 380 |1216
E/';ZP'S 4000 A 290 |9255| 235 |7481| 655 | 20,13 | 39,0 |124,8
\5(1\,/': packc 322 | 071 | 277 | 047 | 280 | 049 | 310 | 065
YMC-Pack

Protein-RP, Sum 300 | 060 | 300 | 060 ) 340 | 081 | 350 | 086

Kolonnu raksturosanai tika noteikta arT hidrofobitate (skat. 3.2. att.).

100,0
90,0 86,0

800 710 725
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,28 013 031 006 202 187 208 115 2,05 44 057 0,84
O’O — [ | || | | -— [ | — — —
2 8 9 10 11 12 13 14 15

1 3 4 5 6 7
Kolonnas numurs

Hidrofobitate

3.2. att. Hidrofobitate Poroshell Nr. 1 — 4, Zorbax Nr. 5— 10, PLRP-S Nr. 11 — 13, YMC-
Pack Nr. 14 un Nr. 15 (kolonnu numeraciju skat. 2.2. tab.) (IzdaliSanas laikus skat. Pielikumu
1)

PLRP-S kolonnu sorbenti ir uz polim&ru bazes, sorbenta dalinas ir hidrofobas un brivas

no silanolu grupam un smago metalu joniem. Sajas kolonnas vielu atdalisana notiek atbilstosi
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adsorbcijas mehanismam. PLRP-S kolonnam piemit augsta hidrofobitate ~70, salidzinot ar uz
silikagg€la bazes lietotajam nekustigajam fazém ~2 (skat. 3.2. un 3.3. att.).

Savukart, kolonnam Poroshell (Nr. 1 - 4, skat. 2.2. tab.) praktiski nepiemit hidrofobas
pasibas, bet no eksperimentalajiem datiem izriet, ka proteiniem ir novérota sorbcija arf uz Sim
kolonnam. Tas norada, ka proteinu sorbcija uz sorbenta virsmas notiek ne tikai pateicoties
hidrofobam 1pasibam, bet ari mijiedarbibam ar sorbenta polarajam grupam (Si-OH), ka
rezultata proteinus ir iesp&jams aizturét un atdalit.

Sorbenta izvélei, izstradajot metodi, vai ar to parnesot no viena sorbenta uz citu, izmanto
silanolaktivitates/hidrofobitates kartes (skat. 3.3. att.). Izmantojot Sadas kartes, ir vieglak
izveleties kolonnas ar krasi atSkirigam, vai lidzigam ipasibam, kas ir svarigi atdaliSanas
selektivitates novert€sanai. Pieméram, kolonnas Zorbax 300Extend-C18 (5), Zorbax 300SB-
C18 (6), Zorbax 300SB-C8 (7) un Zorbax 300Diphenyl (9) $aja zina ir lidzigas. Ka ari Poroshell
kolonnas ir lidzigas (skat. 3.3. att.).

Savukart PLRP poliméru bazes grupas kolonnas ir krasi atSkirigas no pargjam
hidrofobitates zina. PLRP-S 1000 un PLRP-S 4000 ir hidrofobitates un silanolaktivitates zina
ir lidzigas sava starpa, PLRP-S 300 no pargjam poliméra bazes kolonnam nedaudz atskiras tai
ir augstaka silanolaktivitate un hidrofobitate. No 3.3. att€la ir redzams, ka kolonnai YMC Pack

C4 piemtt visaugstaka silanolaktivitate salidzinosi ar pargjam kolonnam.

3.00
7 A
2.50 1 14
2.00
3
T 150 § 10
= el
= /A 1 Jo—
S 100 {m N 3 ) | 15
< B 2 / 4 6 7
= 3 > s /
= ) a
0.00 ; i |
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
Hidrofobitate
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0.00 \ \ \ \ |
65.00 70.00 75.00 80.00 85.00 90.00

Hidrofobitate
3.3. att. Sorbentu hidrofobitates un silanolaktivitates kartes Poroshell Nr. 1 —4 (A), Zorbax

Nr.5-10 (A), PLRP-S Nr. 11 — 13 (B), YMC-Pack Nr. 14 un Nr. 15 (A) (kolonnu
nosaukumus skat. 2.2. tab.)

Kustigas fazes izvele. Ka kustigo fazi proteinu analizei iesaka izmantot
tidens/organiska $kidinataja (acetonitrilu, metanolu vai 2-propanolu)/TFA(trifluoretikskabes)
piedevas maisijumu. Proteini ir lielmolekulari savienojumi, kuri ir jutigi pret organiska
Skidinataja krasam izmainam kustigaja faze, tapec visos eksperimentos tiek izmantots kustigas
fazes gradienta reZims.

Organiska $kidinataja (acetonitrila un 2-propanola) ietekme uz mioglobina joslas
platumu kolonna Zorbax 300SB-C3 paradita 3.4. attéla.
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3.4. att. Mioglobina hromatogramma ar acetonitrilu - sarkana un 2-propanolu — zala. Kolonna
Zorbax 300SB-C3, kustiga faze: acetonitrils/iidens/0,1%TFA (30-80% 10 min), 2-
propanols/tdens/0,1%TFA (10-60%, 10 min)

No iegiitajam hromatogrammam (skat. 3.4. att.) redzams, ka mioglobina joslas ir
Saurakas, ja izmanto acetonitrilu. Joslu platums pusaugstuma ar acetonitrilu ir 0,076, bet 2-
propanola gadijuma tas ir 0,202.

Veicot eksperimentus uz dazadam kolonnam tika noveérots, ka proteinu joslas ir platas
(wo,5 > 0,12), jatiek izmantots 2-propanols ka kustigas fazes organiskais $kidinatajs. lesp&jams,
izmantojot 2-propanolu proteinu molekulas ir atlocita veida, zaud€juSas savu sakotngjo
struktdiru.

Viens no molekularas biologijas jautajumiem ir saistits ar proteinu dazadu konformaciju
un telpisko struktiiru izmainu (“folding”). Ir zinams, ka dazadi proteini var veidot telpiski loti
lidzigas struktiiras [110]. Tiek uzskatits, ka hidrofobitate ir viens no galvenajiem spékiem, kas
liek protetnu molekulam ienemt vienu vai citu telpisko strukttru [110].

St darba ietvaros proteinu sorbcija vairak pétita, izmantojot acetonitrilu un metanolu,
bet dazi eksperimenti tika veikti, izmantojot 2-propanolu.

Janem véra, ka izmantotajiem organiskajiem $kidinatajiem ir dazads eluéSanas spéeks,
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tapec ir japiemekle atbilsto$s organiska Skidinataja daudzums kustigaja faze. 2. Nodala 2.4.
tabula ir paraditi lietotie gradienta profili. Lietojot metanolu un 2-propanolu, janem veéra, ka to
tdens skidumiem piemit augstaka viskozitate neka acetonitrilam, lidz ar to kolonnas ir daudz
augstaks spiediens. No literatiiras zinams, ka paaugstinoties spiedienam hromatografiskaja

sistéma, palielinas proteinu izdaliSanas laiks.
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DetekteSanas vilna garuma izvele. Proteiniem tika noteikts optimals analizes vilna
garums, absorbcijas spektri tika iegiiti visiem izmantotajiem proteiniem. Attéla 3.5. redzams a-
laktalbumina (A) un B-laktoglobulina (B) ultravioletas gaismas absorbcijas spektrs ar izteiktu
absorbcijas maksimumu pie 200 nm. Literatiiras avotos [2, 55, 107] proteinu analizém AESH
apstaklos izmantots 214, 215 nm vilpa garumus. Visiem proteiniem tika lietots izvél&tais vilna

garums 210 nm.

100.00 F 100.00 i
|

50.00

Intensitate, %
Intensitate, %
LT

00047 0.00+

T T T T 200 300 400 500 600
200 300 400 500 500

. Vilpa garums, nm
Vilna garums, nm s :

3.5. att. a-Laktalbumina (A) un B-laktoglobulina (B) ultravioletas gaismas absorbcijas spektrs

Temperatiiras izvéle. Apgrieztas fazes AESH apstaklos temperatiiras izvéle ir
mazsvarigaks faktors neka, pieméram, kustigas fazes pH un kustigas fazes sastavs, bet ir
noveérots, ka arl temperatiiras izmainas var uzlabot selektivitati un dot bitiskus uzlabojumus
izveletajai hromatografijas metodei. Pieméram, paaugstinot temperatiiru, tiek samazinata
kustigas fazes viskozitate (maisyjumam no 50:50 MeOH:H2O (v/v) piemit viskozitate 1,47 cP
30 °C, bet tikai 0,46 cP pie 100 °C) [22].

Temperattras ietekmes noteiksanai tika izmantotas tris dazadi proteini. Att€los 3.6. un
3.7. ir paradita citohroma C (III), albumina (II), L-glutaminskabes dehidrogenazes (IV)
izdali$anas laiks un joslu platums (Wos5%) uz ¢etram kolonnam dazadas temperatiras (30 °C, 40
°C, 50 °C un 60 °C). No 3.6 attela izriet, ka temperatiiras maina minimali ietekmé izvél&to
proteinu izdaliSanas laiku. Piem@ram, uz poliméru bazes kolonnas proteinu izdalisanas laiks
nav atkarigs no temperatiiras, bet uz -C18 un -C3 kolonnas albumina gadijuma izdalisanas laiks
sakuma paugstinas, paaugstinoties temperatiirai, bet péc tam samazinas. L-glutaminskabes
dehidrogenazes gadijuma novérots, ka, paaugstinoties temperatiirai, izdaliSanas laiks

samazinas. Atte€la 3.7. paradits, ka temperatiiras paaugstinasana var uzlabot proteinu spgju

mijiedarboties ar sorbentu.
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400 4 B Citohroms c
= Albumins
B L-Glutamnskdbes dehidrogendze

30°C 40°C 50°C 60°C 30°C 40°C 50°C 60°C 30°C 40°C 50°C 60°C 30°C 40°C 50°C 60°C
PLRP-5 300 Poroshell 300SB-C18 Poroshell 3008B-C3  Zorbax 300SB-CN

3.6. att. Citohroma C, albumina, L-glutaminskabes dehidrogenazes izdaliSanas laiks uz
kolonnam PLRP-S 300, Poroshell 300SB-C18, Poroshell 300SB-C3 un Zorbax 300SB-CN pie
30 °C, 40 °C, 50 °C un 60 °C temperatiiras, kustiga faze: acetonitrils/idens/0,1% TFA,
gradienta profils 10-90% B 10 min

(a) 313K (b) 290 K

3.7. att. Shematisks attéls, kas rada temperatiiras ietekmi uz proteinu mijiedarbibam ar
sorbentu [110]

Ar -C18 kolonnu novérots, ka joslas ir platakas wos% > 0,08 neka izmantojot poliméru
bazes kolonnas, -C3 vai -(CH2)CN (skat. 3.8. att.) wo sy Uz -C18 kolonnas ir >0,08, savukart

uz poliméru bazes kolonnas, -C3 vai -(CH2)CN platums augstuma pusé ir <0,08 (aprékinu
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formulu skat. 2.4. nod.). Iesp&jams to var&tu skaidrot ar, to ka proteinu molekulas ir atlocijusas
uz -C18 sorbenta un joslas kltst platakas neka uz poliméru bazes, -C3 vai -(CH2)CN sorbenta.
Proteinu molekulam parvietojoties salocita veida pa sorbenta virsmu joslas ir Saurakas neka, ja
proteinu molekulas parvietojas pa sorbenta virsmu atlocita veida veidojot garaku hidrofobo
“pedu” (hydrophobic foot).

Albumina gadijuma novérots, ka joslas platums minimali samazinas paaugstinoties
temperattirai. Citohroma C un L-glutaminskabes dehidrogenazei minimali samazinas joslas
platums uz -C18 kolonnas, un pargjam kolonnam tas praktiski nemainas. Proteinu joslas

platumu temperatura praktiski neietekme, bet ietekmé kolonnas daba.

0.160 - H Citohroms ¢
H Albumins
B L-Glutam inskabes dehidrogendze
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PLEP-5 300 Poroshell 3005B-C18 Poroshell 300SB-C3  Zorbax 300SB-CN

3.8. att. Citohroma C, albumina, L-glutaminskabes dehidrogenazes joslu platums (w0,5%) uz
kolonnam PLRP-S 300, Poroshell 300SB-C18, Poroshell 300SB-C3 un Zorbax 300SB-CN pie
30 °C, 40 °C, 50 °C un 60 °C temperatiiras, kustiga faze: acetonitrils/tdens/0,1% TFA,
gradienta profils 10-90% B 10min

Attéla 3.9. ir paraditas albumiba hromatogrammas uz kolonnas Poroshell 300SB-C18
par kustigo fazi lietojot Gidens/acetonitrila/trifluoretikskabes maisijumu pie dazadam kustigas
fazes temperataram (30 °C un 60 °C). No iegitajam hromatogrammam var secinat, proteinu
gadijuma temperatiira minimali ietekmé uz joslas platumu. Ieteicams izmantot augstaku
temperattru, lai samazinatu $kidinataja viskozitati un proteinu molekulam pie augstakas
temperatiiras ir vieglak mijiedarboties ar sorbenta virsmu. Turpmakajiem eksperimentiem tika

izmantota 60 °C temperatiira.
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3.9. att. Albumina hromatogramma ar acetonitrilu ka organisko $kidinataju T=30 °C - zala un
T=60 °C — sarkana. Kolonna Poroshell 300SB-C18, kustiga faze: acetonitrils/adens/0,1%TFA
(25-75%, 5min)

3.2. Proteinu stabilitate, linearitate un atkartojamiba

Izmantotie proteini no hromatografiskas sistémas izdalas, ja kolonna acetonitrila
koncentracija kustigaja faze sasniedz 17%-45%. Gradienta apstaklos, ja ACN maina ir no 30-
80% 10 miniités, augstaka koncentracija, ar kuru mijiedarbojas proteini ir ~50%. Tapéc darba
ietvaros tika parbaudita proteinu stabilitate kustigaja faze: 50% acetonitrils/tidens/0,1%TFA
80°C. Attela 3.10. paradita mioglobina joslas forma T=80°C atkariba no laika (Omin; 5min;,
10min;, 20min un 30min). Tika noskaidrots, ka mioglobins sak zaudét savu sakotngjo struktiiru
(samazinas joslas laukums), ja to 80°C temperatiira iztur vairak ka 10 mintites. Albumina
gadijuma tika noverots, ka piecas miniites izturot 80°C temperatiira, ta hromatografiska josla
sak paplasinaties, bet laukuma izmainas praktiski nenotiek. Tas nozimé, ka albumins kars€jot
zaudé savu sakotn&jo konformaciju un proteina kéde sak atlocities, ka rezultata var novérot
hromatografiskas joslas paplasinasanos. Lizocima gadijuma tika novérots, ka izturot 10 mintites
80°C temperatiira, tas sak zaud€t savu sakotn€jo struktiiru, ka rezultata samazinas lizocima
joslas laukums. Proteinu izdaliSanas laiks péc izturéSanas 80°C temperatiira praktiski nemainas

(skat. 3.2. tab.). Karsgjot proteinus vismaz 10 miniites 80°C temperatiira novero proteina
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hromatografiskas joslas laukuma samazinasanos un hromatogramma var noveérot jaunu joslu

paradiSanos, var secinat, ka proteins zaude savu sakotngjo struktiru.
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3.10. att. Mioglobina stabilitates hromatogrammas (T=80°C, Omin; T=80°C, 5min; T=80°C,
10min; T=80°C, 20min; T=80°C, 30min ar acetonitrilu ka organisko $kidinataju T=60 °C.
Kolonna Poroshell 300SB-C3, kustiga faze: acetonitrils/idens/0,1%TFA (30-80%, 10min)

Tika parbaudita proteinu stabilitate kustigaja fazé pec 24 stundam. Proteinu paraugi tika
1z8kidinati tdeni un kustigaja fazé (50%acetonitrils/tidens/0,1%TFA) un parbaudita stabilitate.
Izturot proteinu paraugus 20°C temperatiira 24 stundas tidens vidé un kustigaja faze, netika
novérota proteinu hromatografisko joslu paplasinasanas vai ar1 to laukuma izmainas (skat. 3.3.
tab.). Proteins hromatografiskaja sisttma no injekcijas briza lidz izdaliSanai no kolonnas atrodas
~1-6 mindtes 60°C temperatira (tas atbilst acetonitrila saturam 17-45% kustigaja fazg, atkariba
no proteina).

Noteikts, ka albumina, mioglobina, lizocima signali mainas lineari 11dz ar koncentraciju
(skat. 3.11. att.). Zemaka detekt€Sanas robeza attiecigi albuminam, mioglobinam un lizocimam
ir 0,008mg/ml, 0,006mg/ml un 0,007mg/ml. Kvantitativas noteikSanas robeza ir 0,024mg/ml,
0,018mg/ml un 0,020mg/ml (skat. 3.4. tab.).
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Proteinu stabilitate T=80°C*

3.2. tabula

Albumins Mioglobins Lizocims
Laiks, min tr Wo 5 Laukumes, tr Wo5 Laukums, tr Wo,5 Laukums,
mA:s mA:"s mA:"s
0 1,57 | 0,102 14000 1,78 | 0,082 3500 0,45 | 0,105 11500
5 1,56 | 0,115 14000 1,78 | 0,081 3500 0,45 | 0,100 11500
10 1,56 | 0,119 14000 1,78 | 0,083 3500 0,45 | 0,096 11500
20 155 | 0,135 14000 1,78 | 0,085 3000 0,47 | 0,093 9500
30 1,56 | 0,154 14000 1,79 | 0,085 2400 0,47 | 0,093 9300
* - proteini izSkidinati 0,1%TFA/50%acetonitrils/50%tidens
3.3. tabula
Proteinu stabilitate kustigaja fazg, T=20°C
Skidums, kura izskidinats Albumins Mioglobins Lizocims
Laiks, h proteins tr Wo 5 Laukums, tr Wo,5 Laukums, tr Wo,5 Laukums,
mA-s mA-s mA s
0 Udens 1,58 | 0,101 14000 1,79 | 0,082 3500 0,45 | 0,100 11500
0 0,1%TFA/50%acetonitrils | 1,58 | 0,100 14000 1,78 | 0,082 3500 0,45 | 0,102 11500
/50%tdens
24 Udens 1,58 | 0,101 14000 1,79 | 0,082 3500 0,45 | 0,100 11500
24 0,1%TFA/50%acetonitrils | 1,58 | 0,101 14000 1,79 | 0,083 3500 0,45 | 0,102 11500
/50%tdens
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3.11. att. Albumina, mioglobina un lizocima linearitate. Kolonna Poroshell 300SB-C3, kustiga faze: acetonitrils/tdens/0,1%TFA (30-80%, 10min)
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3.4. tabula

Proteina Zemaka Kvantitativas Atkartojamiba
nosaukums detektésanas noteiks$anas Laukums RSD
0,
robeza, mg/ml robeza, mg/ml tr RSD (%) (%)
Albumins 0,008 0,024 0,23 2,30
Mioglobulins 0,006 0,018 0,22 2,32
Lizocims 0,007 0,020 0,81 0,61

3.3. Kolonnas sorbenta ietekme uz proteinu izdalisanas laiku un joslu
platumu pusaugstuma

Kolonnas sorbenta ietekme uz izdalisanas laiku. Lai izp&titu proteinu hromatografisko
izturé$anos uz izveleétajam kolonnam, pirmkart, bija nepiecieSams atrast piemé&rotus gradienta
profilus So vielu izdaliSanai. Tika izv€l&ti Cetri proteini ar dazadu molekularo masu, lai
noskaidrotu proteinu sorbciju izvéletajos hromatografiskajos apstaklos.

Attela 3.12. (A, B, C un D) ir paradita citohroma C, enolazes, pienskabes dehidrogenazes
un L-glutaminskabes dehidrogenazes izdaliSanas laiki (tika veikti 3 merfjjumi, katram
gradientam) uz kolonnam (Zorbax 300SB-Diphenyl, Zorbax 300SB-C8, Zorbax 300SB-CN un
Zorbax 300SB-C3) gan ar acetonitrilu, gan metanolu ka kustigas fazes organisko $kidinataju.
Izveletas kolonnas atSkiras ne tikai ar ligandu dabu, bet arT ar dalinu izméru un kolonnas
diametru.

Citohromam C ar acetonitrilu ka kustigas fazes organisko skidinataju tika izmantots
gradienta rezZims 29-50% (acetonitrila satura izmaina 10 miniités), bet metanola gadijuma -
gradienta rezims 50-80% (izmaina 10 minites). Enolazei, pienskabes dehidrogenazei un L-
glutaminskabes dehidrogenazei par kustigas fazes organisko Skidinataju tika izmantots
gradienta rezims 30-80% (acetonitrila izmaina 10 miniit€s), bet metanola gadijuma - 70-80%
(10 mintisu laika).

Piem&ram, citohroma C gadijuma no 3.12., A att€la var redzet, ka sorbcija kolonnu paros
ir lidziga -C3 un -(CH2)CN; -Diphenyl un -C8, izmantojot acetonitrilu. Citohroms C ilgak
sorb&jas uz -C3 un -(CH2)CN kolonnam neka uz -Diphenyl un -C8. Savukart, ja izmanto
metanolu, redzams, ka citohroms C stiprak sorb&jas uz Zorbax 300SB-Diphenyl kolonnas. Tas
nozimé, ka citohroma C sorbciju ietekmé gan izveletas kolonnas daba, gan organiskais
Skidinatajs.

Enolazes gadijuma, var noveérot, ka kolonnas daba praktiski neietekmé sorbciju, ja
izmanto acetonitrilu (skat. 3.12., B att.). Savukart, metanola gadijuma novéro, ka uz kolonnas
-Diphenyl ~ izdaliSanas laiks ir 2,5 reizes lielaks neka uz kolonnam -(CH2)CN, -C3 un -C8.
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Pienskabes dehidrogenazes gadijuma, lidzigi ka enolazes gadijuma, var novérot, ka
kolonnas daba praktiski neietekmé sorbciju, ja izmanto acetonitrilu (skat. 3.12., B un C att.).
Savukart metanola gadijuma, pienskabes dehidrogenazes sorbciju ietekmé kolonnas daba un
sorbcija samazinas $ada seciba: -Diphenyl > -C3 > -(CH2)CN > -C8. L-glutaminskabes
dehidrogenazes gadijuma var novérot, ka gan nekustigas fazes, gan organiska skidinataja daba
ietekme sorbciju (skat. 3.12., D att.). Ja izmanto acetonitrilu ka organisko $kidinataju, tad var
noveérot, ka L-glutaminskabes dehidrogenaze visstiprak sorb&jas uz -C3, bet metanola gadijuma
uz -Diphenyl kolonnas.

Pieméram, uz -Diphenyl kolonnas acetonitrila gadijuma enolaze (67 kDa) izdalas vélak
neka pienskabes dehidrogenaze (140 kDa) un L-glutaminskabes dehidrogenaze (290 kDa), bet
molekulmasa tai ir vismazaka. Var secinat, ka proteinu izdaliSanas seciba ir atkariga no to sp&jas
veidot mijiedarbibu ar sorbenta virsmu. Proteinu sp&ju veidot mijiedarbibu ar sorbenta virsmu
ietekmé arT $kidinataja daba. Uz -Diphenyl kolonnas izvél&tas proteini stiprak sorbgjas, ja tick
lietots metanols. Var secinat, ka metanols uz §1s kolonnas veicina proteinu sakeri ar sorbenta
virsmu. Piemé&ram, uz -C3 kolonnas metanola gadijuma pienskabes dehidrogenazes un L-
glutaminskabes dehidrogenazes sorbcijas 1pasibas ir lidzigas. Ja nepiecieSams atdalit Sos
proteinus ir nepiecieSams izveleties acetonitrilu ka organisko $kidinataju, jo ar So Skidinataju
proteinu sorbcija atskiras uz -C3 sorbenta virmas, kas lauj veikt protetnu atdaliSanu.

No iegutiem rezultatiem var secinat, ka enolazi, pienskabes dehidrogenazi un L-
glutaminskabes dehidrogenazi var analizét, lietojot vienadu kustigas fazes gradienta profilu.
Gradienta profila izvéle ir atkariga no molekulas izm@ra, pieméram, proteinu ar molekulu
izméru 50 kDa — 290 kDa var analiz&t vienados hromatografiskos apstaklos. Tas atvieglo
hromatografista darbu, piemeklgjot optimalus analizes apstaklus. Proteinu molekulu analizei,
kuru izmérs < 50 kDa, jaizmanto kustigas fazes, kuras satur mazaku organiska $kidinataja

daudzumu.

60



tR A tR

BR (ACN) ®m{R (MeOH) MR (ACN) ®(R (MeOH)
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00 Zorbax 3008B- Zorbax 3008SB-C3  Zorbax 300SB-CN  Zorbax 3005B-C8
Zorbax 300SB- Zorbax 300SB-C3  Zorbax 300SB-CN  Zorbax 3005B-C§ Diphenyl
Diphenyl
R c R D
WtR (ACN) m®mtR (MeO
=R (ACN) =R (MeOH) ( (McOH)
8,00 - 7,00 - 6,53
7,05

7,00 6.00
6,00 5.00
5,00

4,00
4,00

3,00
3,00
2,00 2.00
1,00 1,00
0,00 0.00

Zorbax 300SB- Zorbax 3008B-C3  Zorbax 300SB-CN  Zorbax 300SB-C8

. Zorbax 3008B- Zorbax 3008B-C3  Zorbax 300SB-CN  Zorbax 300SB-C8
Diphenyl

Diphenyl

3.12. att. Citohroma C (A), Enolazes (B), Pienskabes dehidrogenazes (C) un L-glutaminskabes dehidrogenazes (D) izdaliSanas laiks no dazadas
funkcionalitates Zorbax kolonnam
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Kolonnas sorbenta ietekme uz proteinu joslas platumu (wo;s). Attéla 3.13. ir paradita
sorbentu ietekme uz L-glutaminskabes dehidrogenazes joslas platumu augstuma puseg.
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3.13. att. L-glutaminskabes dehidrogenazes hromatogramma ar acetonitrilu ka organisko
Skidinataju uz kolonnas Poroshell 300SB-C18 (A) un PLRP-S 300 (B) T=60 °C, kustiga faze:
acetonitrils/tidens/0,1% TFA (25-75%, 5min)

Sim noltikam izvéletas Getras dazadas kolonnas: Poroshell 300SB-C18, PLRP-S 300,
Poroshell 300SB-C3 un Zorbax 300SB-CN. Proteinus galvenokart veido hidrofobas
mijiedarbibas ar sorbentu, ta ka uz poliméru bazes kolonnas sorbenta virsma ir hidrofoba tas

varétu ietekmeét protetnu kédes stavokli. lespgjams, ka L-glutaminskabes dehidrogenazes kéde
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ir atloctta veida uz poliméru bazes kolonnas, un tas rada joslu paplasinasanos, bet uz -C18, -C3
un -(CH2)CN proteinu k&de ir salocita veida un, lidz ar to, joslas ir Saurakas.

Sorbenta poru izméra ietekme uz proteinu sorbciju. Attéla 3.14. ir paradita proteinu
sorbcija uz poliméru bazes kolonnam, kuras atskiras ar poru izméru (300, 1000 un 4000 A). No
iegiitiem datiem tika noverots, ka proteini stiprak sorb&jas uz kolonnas, kuras poru izmérs ir
300 A. Palielinoties sorbenta poru izméram samazinds proteinu sorbcija (skat 3.14. att.).
lespgjams, ka to varétu skaidrot ar to, ka sorbenta poru izmérs ir loti liels (>300 A) un proteinu
molekulas var brivi parvietoties cauri poram.

Ja poru izmérs ir ~100 A, tad proteinu molekulam nav iesp&jas iekliit sorbenta poras un
veidot mijiedarbibu ar hidrofobo sorbenta virsmu. Poru izmérs ~300 A ir pietieko$s, lai proteinu
molekulas var€tu iekliit poras un veidot mijiedarbibas, ka rezultata var novérot to sorbciju.
Proteinu, kuru molekulara masa ir >30 kDa (oglskabes anhidraze, peroksidaze un albumins)
sorbciju poru izmérs praktiski neietekm@ (skat. 3.14. att.). Kolonnas ar poru izméru >300 A
bitu piemérotakas proteiniem, kuru molekulara masa >30 kDa.
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3.14. att. Proteinu izdaliSanas laiks uz poliméru bazes kolonnam ar atskirigu poru izméru
(PLRP-S 300, 1000 un 40004), kustiga faze: acetonitrils/iidens/0,1% TFA, 25-80%B 10min,
T=60 °C

Gradienta laika ietekme uz proteinu joslas platumu. Proteini ir jutigi pret kustigas
fazes sastava izmainam. Tabula 3.5. paradits ka albumina izdalisanas laiku un joslas platumu
ietekmé izveleta gradienta laiks. Palielinot gradienta laiku 6 reizes, joslas platums palielinas
apméram 3 reizes. Lai iegiitu Saurakas proteinu joslas un panaktu efektivaku joslu atdaliSanu,
optimalam gradienta laikam jabut robezas no 5-15 min.

To varétu izskaidrot ar to, kad proteinu adsorbcija/desorbcija ar sorbentu virsmas notiek
vienu reizi un tiklidz kolonna ir sasniegta organiska §kidinataja koncentracija, kas ierosina So

procesu, ta proteini atdalas no sorbenta virsmas veidojot vajas saites un sak izdalities no
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kolonnas. Savukart, ja gradienta profils ir 1€zens, tad proteinu izdalisanas no kolonnas notiek
1€ni un var novérot joslu paplasinasanos, bet izmantojot stavaku gradienta profilu proteinu joslu
paplasinasanas praktiski netiek novérota.

3.5. tabula
Albumina izdaliSanas laiks, joslas platums uz kolonnas Zorbax 300SB-C8 (gradienta profils
30-80%, KF: tidens/acetonitrils/0,1% TFA)

Gradienta laiks, min | Izdalisanas laiks, min | Joslas platums (wos),
min
5 1,66 0,088
10 2,32 0,161
15 3,09 0,170
20 3,80 0,203
30 5,20 0,289

Kolonnas sorbenta dalinu izmeéra ietekme uz proteinu joslas platumu. Attéla 3.15.
paradits ka sorbenta dalinu izmérs ietekmé dazadu proteinu joslu platumu pusaugstuma,
izmantojot gan acetonitrilu, gan metanolu.

No literattiras ir zinams, ka, lietojot kolonnas ar mazaku sorbenta dalinu izméru (<2pum),
mazmolekulariem savienojumiem var ieglt Saurakas joslas un sasniegt augstaku izskirSanu.
Tika izvélétas Cetras dazadas -C18, ka ari viena kolonna ar atskirigu ligandu dabu -(CH2)CN,
lai noveértétu sorbenta dalinu izméra ietekmi uz proteinu joslas platumu. Proteinu analizém
raZzotaji piedava kolonnas ar dalinu izméru no 1,7-10pum, bet bieZak raZotaji proteinu analiz€ém
piedava kolonnas ar 5 um dalinu izméru.

Izmantojot kolonnu ar mazakam dalinam (1,8 um), tikai dazu proteinu gadijuma
(albumina, a-laktalbumina, lizocima, oglskabes anhridrazes) tika noveérotas Saurakas joslas
(skat. 3.15. att. A) acetonitrila gadijuma.

Peroksidazei Saurakas joslas tika novérotas uz -(CH2)CN kolonnas ar dalinu izm&ru
3,5um. Peroksidazes standarts satur piemaisijumu (~5%), kas uz -C18 kolonnam neatdalas no
tas. Tikai uz -(CH2)CN kolonnas tika novérots peroksidazes un tas piemaisijuma atdaliSanas,
ka rezultata tika iegiita Sauraka josla.

Insulina, elastazes un B-laktoglobulina gadijuma tika noveérots, ka joslas ir platakas uz
kolonnas ar mazaku dalinu izméru (1,8 pm).

Metanola gadijuma (skat. 3.15. att. B) piemé&ram, insulina un ribonukleazes gadijuma
sorbenta dalinu izmérs joslas formu neietekmé.

Var secinat, ka kolonnas dalinu izmérs minimali ietekm& proteinu joslu platumu

pusaugstuma.
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3.15. att. Kolonnas sorbenta dalinu izméra ietekme uz proteinu joslas platumu. Acetonitrils (A) un metanols (B). kustiga faze: acetonitrils/adens/0,1%
TFA 25-80% B 10min, metanols/adens/ 0,1% TFA 30-90% B 10 min
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3.4. Kustigas fazes ietekme uz proteinu sorbciju

Att€los 3.16 (aun b) un 3.17 (aun b) ir paradita proteinu izdaliSanas laiku starpiba starp
metanolu un acetonitrilu uz ¢etram -C18 kolonnam.

Insulinam, [B-laktoglobulinam un elastazei tika novérots, ka stiprak sorb&jas ar
acetonitrilu uz izmantotajam -C18 kolonnam.

Piemé&ram, aprotinina un mioglobina gadijuma uz Zorbax 300SB-C18 sorbenta virsmas
stiprak sorbg&jas ar acetonitrilu, bet uz Poroshell 300SB-C18 ar metanolu. Savukart albumina
gadijuma tas ir otradak stipraka sorbcija uz Zorbax 300SB-C18 sorbenta virsmas ir ar metanolu,
bet uz Poroshell 300SB-C18 ar acetonitrilu. Organiska $kidinataja ietekme uz proteinu sorbciju
ir atkariga no kolonnas un proteinu struktiras.

Ta ka praktiski visos gadijumos tika nove@rots, ka proteinu sorbcija stipraka ir ar
acetonitrilu, var secinat, ka lai proteini sorbétos uz -C18 sorbenta par kustigas fazes organisko
skidinataju ir nepiecieSams izveleties acetonitrilu. Acetonitrilam piemit Ipasibas, kas veicina
hidrofobas mijiedarbibas starp analiz§jamo vielu un sorbenta virsmu. Ta ka proteini
galvenokart veido hidrofobas mijiedarbibas ar sorbenta virsmu un -C18 grupas ir hidrofobas,
tad acetonitrils pastiprina §1s mijiedarbibas. Ta ka metanolam piemit hidrofilas mijiedarbibas,
tad uz -C18 sorbentiem, tas pavajina proteinu un sorbenta hidrofobas mijiedarbibas. Loti lielas
proteinu molekulas nav ieteicams analizét uz -C18 kolonnam, jo var notikt neatgriezeniska

proteinu sorbcija.
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3.16. att. Proteinu izdalisanas laika starpiba (tRmeor-tRmecn) Uz kolonnas Zorbax 300SB-C18

(A) un Poroshell 300SB-C18 (B), kustiga faze: acetonitrils/adens/0,1% TFA 25-80% B, 10
min; metanols/tidens/0,1% TFA 30-90% B, 10 min, T= 60 °C
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3.17. att. Proteinu izdaliSanas laika starpiba (tRmeon-tRmecn) Uz kolonnas Zorbax 300Extend-
C18 (A) un Poroshell 300Extend-C18 (B), kustiga faze: acetonitrils/tidens/0,1% TFA 25-80%
B, 10 min; metanols/adens/0,1% TFA 30-90% B, 10 min, T= 60 °C
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3.5. Proteinu maisTjumu atdali$ana apgrieztas fazes AESH apstaklos

Attela 3.18. paradita proteinu standartvielu maisijuma atdaliSana uz YMC-Pack C4
kolonnas, selektivitates vértibas ir > 1,5 un joslu iz&kir$ana >2. Sadu metodi var lietot proteinu
maisijuma atdaliSanai, ka arT to kvantitativai noteikSanai. Proteinu izdaliSanas seciba tika

identific€ta izmantojot proteinu standartvielas.
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3.18. att. Proteinu atdalisana uz YMC Pack C4 sorbenta ar kustigo fazi acetonitrils/Gdens/
0,1% TFA, gradienta rezims 1-43% 0-35,7 min 43% 35,7-53,7 min.1 — Aprotinins, 2 —
insulins, 3 - ribonukleaze, 4 — elastaze, 5 — lizocims, 6 — albumins, 7 — a-laktalbumins, 8-
mioglobins, T=40 °C, 20 uL

Izmantojot dazadus gradienta profilus uz kolonnas PLRP-S 4000 netika atrasti
pieméroti hromatografiskie apstakli proteinu maisijuma atdaliSanai (skat. 3.19. att.). Proteinu

paru 3,4 un 5,6 selektivitate un joslu iz8kir§ana < 1,5.
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3.19. att. Proteinu atdalisana uz PLRP-S 4000 sorbenta ar kustigo fazi acetonitrils/adens/
0,1% TFA, gradienta rezims 3-48% 0-14,6 min 48% 14,6-18,9 min. 1 — Aprotinins, 2 —
insulins, 3 - ribonukleaze, 4 — elastaze, 5 — lizocims, 6 — albumins, 7 — a-laktalbumins, 8-
mioglobins, T=50 °C, 20 uL

ArT uz Zorbax 300Extend-C18 (skat. 3.20. att.) joslas nav pilnigi atdalitas Iidz bazes
ITnijai Sajos hromatografiskajos apstaklos. Proteinu 3,4,5 un 6 selektivitate ~ 1, joslu izskirSana

ir~15.
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3.20. att. Proteinu atdaliSana uz Zorbax 300Extend-C18 sorbenta ar kustigo fazi
acetonitrils/tidens/ 0,1% TFA, gradienta rezims 0-48% 0-11,8 min 48% 11,8-16,1 min.. 1 —
Aprotinins, 2 — insulins, 3 - ribonukleaze, 4 — elastaze, 5 — lizocims, 6 — albumins, 7 — a-
laktalbumins, 8- mioglobins T=50 °C, 20 uL

3.6. Piena proteinu noteik$ana apgrieztas fazes AESH apstaklos

No literatiiras datiem ir zinams, ka piena paraugi satur a-laktalbuminu (14200 Da), B-
laktoglobulins A (18276 Da) un B (18363 Da), ka ar nelielos daudzumos laktoferinu, albuminu
un imunoglobulinu G. Lai varétu noteikt proteina daudzumu kompleksa maisijuma, pirmkart ir
nepiecieSams atrast optimalus hromatografiskus apstaklus to atdaliSsanai. Mazmolekularu vielu
gadijuma, kad analiz€jamas vielas ir izomeri vai ar lidzigu struktirformulu, to atdaliSanai iesaka
izmantot izokratiskos apstaklus. Proteinu molekulas ir jutigas pret organiska $kidinataja
koncentracijas izmainu, izokratiskos apstaklus neiesaka izmantot, jo samazinot vai palielinot
organiska skidinataja koncentraciju par 1-2% proteina izdaliSanas laiks var palielinaties vai
samazinaties pat 2 reizes. Izokratisko apstaklu piemeklésana proteinu atdaliSanai var bat loti
laikietilpiga. Lai samazinatu laika un $kidinataju patérinu, metodes izstradei var izmantot
programmas, kas prognoze teorétiskos izdaliSanas laikus. Darba ietvaros tika atrasti apstakli 3-
laktoglobulina B un B-laktoglobulina A atdalisanai, lai varétu to daudzumu noteikt piena

paraugos.
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Izmantojot a-laktalbuminu, B-laktoglobulinu A un B standartvielu maistjumu, tika veikti
dazi eksperimenti, lai atrastu hromatografiskos apstaklus proteinu atdaliSanai. Tika izvéletas
cetras kolonnas, uz kuram tika veikts tests, lai noskaidrotu So proteinu atdaliSanas iesp€jas. Ar
-C4, -C3, -Diphenyl un -C18 kolonnam joslu izskir$ana (Rs) p-laktoglobulina A un B attiecigi
ir 1,37; 0,50; 0,74; 0,77. Izvertgjot iegutos datus, talakiem eksperimentiem tika izv€l&ta kolonna
-C4, ar kuru tika veikta sakotng&jo hromatografisko apstaklu optimizacija, lai iegiitu pilnigu
proteinu atdaliSanu.

Attela 3.21. paradita proteinu atdaliSana piena parauga, joslu izSkirSana starp B-
laktoglobulinu A un B joslam ir 2,45. Lai atdalitu proteinus p-laktoglobulinu A un B tika

izmantots l&zens gradienta profils.

Absorbeija
MeCN koncentracija gradientd, %

3.21. att. Piena parauga hromatogramma. Proteinu atdalisana uz YMC Pack-C4 sorbenta ar
kustigo fazi acetonitrils/tidens/ 0,1% TFA, gradienta reZima 0-36% 0-10,9 min, 36-43% 10,9-
29,9 min, 43% 29,9-35 min. 1,2 un 4 nezinamas vielas, 3 - a-laktalbumins, 5 - -
laktoglobulins B un 6 - B-laktoglobulins A, T= 40 °C, 20 uL, y=0,1 mg/ml

Tika noverots, ka piena proteinu atdaliSanu ietekmé nelielas izmainas hromatografiskaja
metodg€, jo, ka zinams, proteini ir jutigi pret kustigas fazes sastava izmainam. Tabula 3.6.
paradits, ka joslu izskirSanu ietekmé kustigas fazes, temperatiiras un plismas atruma (F)
izmainas.

Ir redzams, ka nelielas metodes izmainas minimali ietekmé@ uz piena proteinu atdaliSanu.
Paru 4 un B-laktoglobulina (5) B-laktoglobulina B (5) un B-laktoglobulina A (6) un 3 un 4

atdaliSanu visvairak ietekm@ acetonitrila daudzuma palielinaSana kustigaja faze. Para 2 un 3
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atdalisanu visvairak ietekmé temperatiiras paaugstinasana un plismas atruma samazinasana,
neskatoties uz to, ka joslu izskirSana ir 1,89, hromatogramma ir redzams, ka joslas lidz bazes

Inijai netiek atdalitas (skat. 3.22. att.).

3.6. tabula
Joslu iz8kirSana (Rs) piena proteiniem

Komponenta |[+5°C | -5°C [ +2% |[-2% |-0,Iml/min | +0,1ml/min | Metode
Nr. (skat. Joslu iz8kirSana (Rs)

3.22. att)

2/3 1,86 1,92 1,89 | 2,03 1,87 1,70 1,95
3/4 3,23 3,33 | 2,82 | 3,25 3,30 3,05 3,28
4/5 7,50 7,57 6,01 | 7,59 7,23 7,12 7,58
5/6 2,32 2,24 2,14 | 2,29 2,26 2,24 2,30

Piena proteinu atdaliSanai tika izvEl&ti tris dazadi piena paraugi, kuros tika noteikts to
daudzums (skat. 3.7. tab.). No literatiras avotiem ir zinams, ka pasterizétam pienam minimalais
kopégjais B-laktoglobulina daudzums ir 2600 mg/L. Piena paraugs Nr. 1 (pasterizéts govs piens)
satur kopgjo B-laktoglobulina daudzumu 3600 mg/L, kas atbilst kvalitates normam.

Paraugs Nr. 2 ir kazas piens, kas pasteriz€ts 1paSi augsta temperatira (UHT). Taja
minimalajam kopgjam B-laktoglobulina daudzumam jabiit 50 mg/L. Sis piena paraugs satur
tikai B-laktoglobulinu B. Vismazakais piena proteinu saturs bija piena parauga Nr. 3 (govs
piens, kas pasterizéts Tpasi augsta temperatara, UHT)., kur kopgjais B-laktoglobulina daudzums
ir 94 mg/L.

3.7. tabula
Proteinu daudzums piena paraugos
Piens Nr. 1 Piens Nr. 2 Piens Nr. 3
mo/L LA | LGB |LG-A| LG* | LA |LG-B LE' LG* | LA | LG-B 'f' LG*
Vid. | 1500 | 1700 | 1900 | 3600 - 450 - 450 800 49 45 94
RSN 1,2 2,1 1,8 0,46 - 1,7 1,7 1,3 2,6 2,3 1,3

LA — a-laktalbumins; LG-B B-laktoglobulins B; LG-A B-laktoglobulins A; LG* - kopgjais B-laktoglobulins, SN
— standartnovrize, relativa standartnovirze.
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3.22. att. Piena parauga hromatogramma iegiita ar mainigu kustigas fazes sastavu, plismas atrumu, temperatiiru. Proteinu atdalisana uz YMC Pack-C4
sorbenta ar kustigo fazi acetonitrils/tidens/ 0,1% TFA, dazadi gradienta reZimi, 1,2 un 4 nezinamas vielas, 3 - a-laktalbumins, 5 - B-laktoglobulins B un

6 - B-laktoglobulins A, 20 uL
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3.7. Proteinu izdaliSanas laiku paredzeSana

Izmantojot linearo sorbcijas modeli, kurS balstdas uz diviem eksperimentaliem
mérijumiem (izdaliSanas laiks un gradienta profils), var paredz&t proteinu izdalisanas laikus.
No iegitajiem eksperimentalajiem mérijumiem (izdaliSanas laiks un gradienta profils) tika
konstruéti linearas sorbcijas modeli, kuri raksturo vielu sorbcijas koeficienta atkaribu no
kustigas fazes sastava.

ChromSword programma ievada eksperimentos izmantotas kustigas fazes procentuala
sastava izmainas laika (gradienta profilus) un proteinu izdaliSanas laikus, lai iegttu linearas
sorbcijas modelus. Tika veikti eksperimenti, lai salidzinatu paredzetos proteinu izdaliSanas
laikus ar eksperimentali ieglitajiem un aprékinatu prognozes kladu.

Sorbcijas modeli ChromSword tiek definéti ka matematiskie vienadojumi, kuri apraksta
vielas sorbciju un tas ipasibas, noteiktos hromatografiskajos eksperimentos. ChromSword
izmanto divas pieejas sorbcijas modela noteikSanai apgrieztas fazes apstak]os.

1) Tradicionala pieeja, izmantot linearo, kvadratisko un kubisko vai citu polinomisko
modeli, lai aprakstitu izSkidusas vielas sorbciju un organiska Skidinataja
koncentraciju kustigaja faze:

Ink=a+b(C)

Ink =a+b(C) + d(C)?

Ink =a+b(C) +d(C)*+ ¢(C)®
kur k sorbcijas faktors, C — organiska $kidinataja koncentracija kustigaja faze, a, b, d un e ir
vienadojuma parametri, kurus aprékina programma katrai vielai no eksperimentaliem
mérjjumiem, kas iegiiti ar dazadam organiska $kidinataja koncentracijam kustigaja faze.
Visvienkar$akais ir pirmais linearais modelis, kur nepiecieSami divi eksperimentali rezultati,
lai prognozétu optimiz€tu hromatografiskos apstaklus. Polinomos modelus izmanto
hromatografisko apstaklu prognozesanai, ja nav zinama vielas molekulara struktiira.

Lai konstrugtu linearo modeli ChromSword programma ir nepieciesami eksperimentalie

mérijumi (izdalisanas laiks, joslas platums, joslas laukums) no diviem gradienta profiliem (skat.
3.23. att.), kuriem organiska $kidinataja koncentracija ir vienada, bet gradienta laiks mainas

vismaz 2 reizes (pieméram, gradients 20-80%, 5 min un 20-80% 10 min).
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Compound [RT i3 Lax  |waz) |Npl |Area |
Fenols 15.69 4.20 1.434 0.132 78272 3538.00
Metilparab&ns 18.94 5.27 1.662 0.169 69582  2702.00
4-Hidroksibenzaldehids  21.46 6.11 1.809 0.140 130171  6338.00

"}, Cotumn 1,{Column 2 { Column 3 | Cotumn 4/

3.23. att. ChromSword programmas logs, kurd ievada izdalisands laiku un gradienta profilu
3.24. un 3.25. Attelos ir paradits 3 testa vielu linearais sorbcijas modelis, kur Ink’ —
vielas sorbcijas koeficienta logaritms, Ink’o — sorbcijas koeficienta logaritms pie organiska

Skidinataja koncentracijas C=0, ao lineara polinoma faktors.
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3.24. att. ChromSword programma linearas sorbcijas modelis (0-100% acetonitrila

kustigaja faz€)
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3.25. att. Linearas sorbcijas modelis ChromSword programma

Eksperimentali ir iegiti izdaliSanas laiki no diviem dazadiem gradienta profiliem
izmantojot Sos datus var paredzet vielas izdaliSanas laiku atSkiriga gradienta profila (pieméram,
20%-60%, 10 min). Eksperimentali piemekl&t piemérotu gradienta profilu vielu atdaliSanai
bieZzi vien $is process ir laikietilpigs, tapec izmantojot divus eksperimentalos datus var atrast
gradienta profilu, kura vielu maisijumu atdaliSana notiek lidz bazes linijai. Lidziga veida var
optimiz€t ne tikai gradienta profilu, bet ari kustigas fazes pH vertibu un temperatiiru.
ChromSword programma gradienta profilu var optimiz&ét manuali bidot krustinus (skat. 3.26.
att.) ir redzams ka mainas vielu atdaliS$ana no gradienta profila. Vai ari izmantojot pogu
“optimize” programma automatiski piemeklé dazadus gradienta profilus. Ir iesp&ams iestatit
kritiskos parametrus, kuri ir svarigi optimizacijas procesa (pieméram, gradienta laiks, gradienta
profila sakumu un/vai beigu koncentraciju), tas nozime, ka programma nems vera Sos

parametrus un piedavas gradienta profilus, kuros ir ieveroti iestatitie parametri.
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3.26. att. Gradienta profila optimizacija izmantojot ChromSword programmu

2) Otra veida pieeja, kas nem véra iz§kidusas vielas un kolonnas Tpasibas.
Ink =av)?® +b(AG,)+c
Kur V ir analizéjama parauga parcialais mola tilpums (cm®mol); AG,, ir analizéjama parauga
mijiedarbibas energija ar Gideni (kJ/mol); a, b un c ir parametri, kurus nosaka apgrieztas fazes
sorbents ar izmantoto kustigo fazi. Izmantojot savienojuma struktiiru ar datorprogrammas
palidzibu var izrékinat V un AGw. Parametrus a, b un c var noteikt kalibrgjot kolonnu ar
references standartiem var izmantot §adu metodi sorbcijas parametra noteik3anai. Sada tipa
modelis lauj precizak prognozet hromatografiskos apstaklus, bet pirms prognozésanas ir javeic
kolonnu kalibrésana ar standartiem. Mazmolekularu savienojumu struktiirformulas var ievadit
ChromSword programma un var izvéleties kolonnu uz kuras nepiecieSsama vielu
hromatografisko apstaklu prognozésana (skat. 3.27. att.). ChromSword datu bazé ir apméram
100 dazadas kalibrétas kolonnas uz kuram var veikt mazmolekularu savienojumu izdaliSanas

laika paredzgsanu izmantojot tikai struktoru gan izokratiskoas, gan gradienta apstaklos.
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Compound  4-Hidroksibenzaldehids " Extra ¥ RunEff | Total 132
Funcentratiml 23.00 W' Grid Selected 332
k' 4.30 Lnk' 1.46 u. Plates || current 272

3.7

-0.2 i | i i | | i | | i | | | i |
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 6 70 75 80 85
Modifier concentration
Sorbent [YMC-Pack ODS-AQ A 44 Optimization & Lok
Model
Eluent |Acetonitril- Water,10-00 44 el Model| cs o y
Label [YMC Co..LTD Local Select | - 10 SELAT
Comm [100x4,6:210nm: 1.0mlmin;30° Search || _ Fines Send to Fit | ~ »q

\ Compounds }-,First Guess A Methods Base ;{Fit Structure Parameters ,.{ Calibrate Column ,."

3.27. att. Vielu izdaliSanas laika prognozésana ChromSword programma izmantojot

strukturformulu

levadot ChromSword programma vielas struktirfomulu var iegit vielas molekulas
lielumu tident, cm®/mol (Vol) un mijiedarbibu energiju ar fideni kJ/mol (Eint), $os parametrus
ChromSword programma izmantot (skat. 3.28. att.), lai prognozétu vielas izdaliSanas laiku, ja

ir zinama tikai vielas struktarfomula.

o

Fenols
Selected
Label |
Formula |cgHs01
Comm

Parameters Main.rul

Vol 86.220
Eint -56.950
Ln HBC 0.000

3.28. att. ChromSword molekulas datu logs
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Prognozetie vielu izdaliSanas laiki izmantojot tikai strukttrformulu ir orient€joSi un
precizus izdalisanas laikus var iegit ChromSword programma ievadot vielas molekularo
formulu un izdaliSanas laiku no viena eksperimenta. Ir zinams, ka proteini var mainit savu
konformaciju hromatografiskajos apstaklos, tap&c automatizétas datoru metodes nevar
balstities uz proteinu strukttru, tomér datorsimulacjas, kuru pamata izmantot proteinu sorbciju
varbiit noderigas metodes izstrade.

Proteini ir lielmolekularie savienojumi, tap&c izdaliSanas laiku paredz&Sanu var izmantot
linearos sorbcijas modelus. Paredz&to izdaliSanas laiku noteik$anai tika izmantota ChromSword
programma un 3.29. attéla paraditais vienadojumes.

Linearie sorbcijas modeli uzrada labu korelaciju starp proteinu eksperimentalajam un
paredz&tajam vertibam par organisko $kidinataju izmantojot acetonitrilu vai metanolu uz
Poroshell 300SB-C18, Poroshell 300Extend-C18, Zorbax 300SB-C18 un Zorbax 300SB-C18.
Att€los 3.29. un 1.-3. pielikumos paradita proteinu izdaliSanas laiku korelacija starp
eksperimentalajam un paredz&tajam veértibam uz Poroshell 300Extend-C18, Poroshell 300SB-
C18, Zorbax 300Extend-C18, Zorbax 300SB-C18 ar metanolu un acetonitrilu ka kustigas fazes

organisko $kidinataju.

9
8 y = 1,003x
7 R?=0,9990
£6
S
N D
i®]
€4
98]
o
X3
2
1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tReksper, min

3.29. att. Proteinu (skat. 3.10. tab.) izdalisanas laiku korelacija starp eksperimentalajam un
paredz&tajam vertibam uz Poroshell 300Extend-C18, kustiga faze: acetonitrils/idens/0,1%
TFA, gradienta rezima 25-80% B 10 min, T=60 °C

Lai varétu lietot linearo sorbcijas modeli ir nepiecieSami divi eksperimentalie rezultati

pie diviem dazadiem gradienta profiliem. Sada pieeja lauj ietaupit hromatografista laiku un
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samazinat eksperimentu skaitu, ka ar1 Skidinataja paterinu, lai iegtitu optimalu metodi, ko var
lietot proteinu maisijjumu atdaliSanai.
Tabula 3.8. paraditas eksperimentalas un paredz&tas proteinu izdaliSanas laiku vertibas
uz Poroshell 300Extend-C18 ar acetonitrilu un metanolu ka organisko $kidinataju. No 3.8.
tabulas ir redzams, ka starpiba starp eksperimentalo vértibu un paredzéto ir minimala
(maksimala Atr = 0,04). No ta var secinat, ka linearas sorbcijas modelus var izmantot proteinu
izdaliSanas laiku paredzgSanai, metodes optimizacijai.
3.8. Tabula

Eksperimentalas un paredzgetas proteinu izdalisanas laiku vértibas uz Poroshell 300Extend-C18,
kustigas fazes: acetonitrils/tdens/0,1% TFA, gradienta rezimi 30-80% B 10 min, 30-80% B 5
min; metanols/tdens/0,1% TFA gradienta rezimi 40-80% B 10 min, 40-80% B 5 min

Organiskais Acetonitrils Metanols
skidinatajs
treksper® | trparedz” AtR treksper? trparedz® AtR
Proteinu
nosaukums
Insulins 4,23 4,25 -0,02 3,32 3,30 0,02
Aprotinins 1,79 1,76 0,03 0,83 0,87 -0,04
Citohroms C 4,34 4,37 -0,03 4,86 4,87 -0,01
Ribonukleaze 3,19 3,15 0,04 1,86 1,90 -0,04
o-Laktalbumins 6,30 6,31 -0,01 6,15 6,11 0,04
Lizoctms 4,99 4,95 0,04 4,04 4,00 0,04
Mioglobins 7,11 7,10 0,01 6,26 6,28 -0,02
B-Laktoglobulins 7,39 7,35 0,04 6,80 6,82 -0,02
Elastaze 2,12 2,11 0,01 0,94 0,97 -0,03
Oglskabes 7,95 7,94 0,01 6,82 6,83 0,01
anhidraze
Peroksidaze 7,30 7,28 0,02 5,58 5,60 -0,02
Albumins 6,46 6,44 0,02 6,14 6,17 -0,03
Enolaze 8,36 8,40 -0,04 7,22 7,25 -0,03
Lglu@minskabes | g 45 736 | -008 | 7,13 715 | -0,02
dehidrogenaze

% eksper — eksperimentalais proteinu izdalisanas laiks
b paredz — paredz&tais proteinu izdalisanas laiks

Izmantojot eksperimentalos datus, tika izstradats papildinagjums ChromSword
programmai ka ari izstradati matematiskie modeli, kas lauj lielmolekulariem savienojumiem
atrast optimalus  apstaklus. Izstradatie —matematiskie modeli ir konfidenciali.
ChromSwordAuto®Developer ir inovativa hromatografijas metozu izstrades programma, kas
lauj izstradat un  optimizét  HPLC un  UPLC metodes automatiski.

ChromSwordAuto®Developer spgj kontrolét dazadu razotdju hromatografus (pieméram,
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Agilent, Waters, Hitachi u.c.) 3.30. Attéla ir paradits pirmais solis pirms maisijuma metodes
optimizacijas. Izvelas iekartu uz kuras veiks hromatografiskas analizes, ievada paraugu,

kolonnu, kustigas fazes nosaukumus.
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Instrument | Setup )
& connect 9 Undo | & Reset & Change data-system
4° Disconnect | Redo | &” Auto configure
[P A——
Status Actions

Configuration

Step 1 of 8: Instrument configuration

Sn3ess Juawngsup

Simulator
“ o
Agile
LA :;;:w'lmﬂ 7 | Thermo Chromeleon
Waters ICS

Data backup directory

|caprogram Files\chromsword Auto ! | Browse.. |

Data-system in use

Agilent j

Hitachi
VChemStation

(© External column

=

A11CMP611IN

Q0 &

pP1 Length: 50mm Diameter: 2.1mm

AL1CMP61IN

Zorbax 30058-C18 | § @

.;.Hwae

© Column valve
(]
3 i] #H
= - —@
Outlet
D11SDI292M
1:A1 1:A,2 1:A3 1:A4
mAb-1 ! Avastin ! Erbitux ! mAb-2 !
A5 1:A6 1:A7 1:A8
mab-1+1des | 7 Avestintldes | Erbitux + 1des | mab-2+1des | 7
1Bl 1:8,2 1:8,3 1 1:B,4
mAb-1+DDT t Avastin+DTT ! Erbitux+DTT ! mAb-2+DTT !

i

P2 Length: 50mm Diameter: 2.1mm
PLRP-5300 ¢ | /@

@ Column

@ Column oven

o @

A

EOSUPT361M

1P address: | 192.168.254.11 @,

3.30. att. Iekartu konfiguracijas ekrans
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Pirms veikt hromatografiskas metodes optimizaciju izvélas metodes izstrades uzdevumu.

ChromSwordAuto®Developer ietilpst dazadi automatiz€éti metodes izstrades uzdevumi:

[

Rapid optimizacija mazmolekulariem savienojumiem (3-4 dazadi gradienti),
Rapid optimizacija lielmolekulariem savienojumiem (3-4 dazadi gradienti),

Parauga sorbcija un optimizacija izokratiskos apstaklos (12-20 izokratiskas metodes),

Parauga sorbcija un optimizacija gradienta apstaklos mazmolekulariem savienojumiem (12-20 dazadi gradienti),

Parauga sorbcija un optimizacija gradienta apstaklos lielmolekulariem savienojumiem dazadi gradienti.

3.31. Attela ir paradits summarais eksperimentu plans, kur izv€las kustigo fazi, paraugu, kolonnu, plismas atrumu, kolonnas temperattru,

injekcijas tilpumu un vilna garumu. Parejot pie nakosa etapa (3.32. att.) ir paradits online hromatografiskas iekartas statuss.

E Import step 4 Undo
5 Importand append | (¥ Redo
Export to Excel
Wizard Actions

Snyess JuswngsuY

Step 5 of 8: Planned tests / sequences

[ Planned tests / Sequences

# Enabled | Buffer Solvent Vial Column

‘i‘ 1 ¥ IAWaber+0.1%TFAj ICAcetunitri\e O‘I%TFAj Il:&l: mAb-1 j IPl: S0mm x 21mm Zorbax SDDSB-CISj ‘0.25 24 min |UAZ 10 80
‘f‘ 2 M IAWaber+0.1%TFAj ICN:etunitri\e O‘I%TFAj Il:EA.' mAb72+D'ITj IPZ: 50mm x 21mm PLRP-S 300 j ‘ 0.25 24 min |042 10 80

il |k
Bl ol

Flow, mi/min | Dw. time ' Zero time, min | Eq.time, min | Temp, °C  Injvol, pl | Rejection level  Int.delay, min WL

BOHE0
BIOHEG

[@ _Add sequence

3.31. att. Summarais eksperimentu plans
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B Skip current run

11 Pause after run

B Skip current sequence &) Stop all sequences
() Change run time

InJ Change rejection level

s l{Ea

Tables | | Sidebar

D Tooltips
B aridiines

' Solvent conc.

& Configure

% Relative spectra

5* Reference spectra
4 Clear spectra

Instrument status
| | Q Instrument: Running
Acquiring data
18:01 52:27
3 /75 runs (spprox.)
3:20:51 ] 42:07:40

| | E% Solvent valve : Running

Q DES0555860

| | Pump: Running
DES2900600
Ve @
Flow rate: 0.50 ml/min

€9 / 1000 bar

™ Pos. A1 62.9%
[ ‘Water +0.1%TFA
Buffer

[ Pos. B1 37.1%
MeCN+0.1%TFA+6%2-Prop:

Autosampler: Running
Q| g DE93000586

Tnj. volume: 1.00 pl ¢’ 4.1
£iPLa3
Erbitwoc+TdeS

. f Column valve: Running
./ DEs3000678

Position: 1
- N
P1 Zorbax 30058-CN
50 mm x 4.6 mm

. f Column valve: Running
./ pEsspsszzz

Position: 1
| | 'Eﬁ' Column Comp.: Running

Q| [§@ DeEvs000s78
ca

P1 Zorbax 30058-CN
50 mm x 4.6 mm

.-@ Column Comp.: Running

Q| i pesoss2z2
icso

. DAD : Running
()| DES3000522

Running tests

100.0 -

500

Intensity [mAU]

-50.0 1

— 210 nm Rpt.3 Run 3
Solvent B

I 100

80

T
a
3

T
IS
S

20

Fl Bl [£

Log | Peaks | Method | Info

10 15

20

T
25
Time [min]

30

35

45 50

Concentration [%]

Intensity [%]
o
&
g
8
1

\EBE

40
Wavelength [nm]

100

" Chromatogram

[ Wavelength

210 nm |0 nm

[ Wavelength range end (max peaks)

Enabled

Column: P1: 50mm x 4.6mm Zorbax 300SB-CN
Sample vial: P1-A-3: Erbituwoct Ides
Injection volume: 1

Solvents: A1 Water +0.1%TFA, BL MeCN+0.1%TFA+6%2-Propanol
%

Concentration: 0 min 76 % 24
Concentration: 45 min 42 % 58 %
Concentration: 52.45 min 42 % 58 %
Flowrate: 0.5 mijmin

Temperature: 80 °C

Run time: 52.45 min

24.05.2017 13:44:22 210 nm Rpt.3 Run #3
24,05.2017 13:44:22 Method started
24.05.2017 13:44:26 Detector (DE23000522) status changed to Prepare

3.32 att. Online hromatografiskas iekartas statuss
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Attela 3.33. paraditas hromatogrammas izmantojot ChromSwordAuto®Developer
programmas automatiz&tu metodes izstrades uzdevumu lielmolekulariem savienojumiem. Tiek
veikti dazadi gradienta profili, ka rezultata ir iesp&ams atrast piem&rotako ar 1saku analizes

laiku un Sauraku joslu platumu. Programma izmanto izstradatos modelus, lai atrastu piemé&rotu

gradienta profilu.

= 210 nm Rpt.1 Run #17
— 210 nm Rpt.1 Run #16
210 nm Rpt.1 Run #15
— 210 nm Rpt.1 Run #14
— 210 nm Rpt.1 Run #13
— 210 nm Rpt.1 Run #12
— 210 nm Rpt.1 Run #11
— 210 nm Rpt.1 Run #10
— 210 nm Rptl Run #9
— 210 nm Rpt.1 Run #8
— 210 nm Rpt.l Run #7
— 210 nm Rptl Run #6 __ |

— 210 nm Rpt.1 Run #5

|

— 210 nm Rpt.1 Run #4 —|
— 210 nm Rptl Run #3 ~ |
— 210 nm Rpt.1 Run #2 =—

Absorbcija -10°

L L]

ChromSword
—

T
14

I e e e NN B s e e e e e I |
0 2 4 6 8 10 12

Lailcs. min

16

3.33. att. Albumina hromatogrammas uz kolonnas Zorbax 300-SB Diphenyl, kustiga faze:
acetonitrils/iidens/0,1% TFA, (dazadi gradienta profili), F=0,25 ml/min, T=70 °C, 1 ul

No 3.9. tabulas datiem var redz&t, ka gradienta profila izvéle ietekm& uz albumina

izdali$anas laiku un joslu platumu.
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3.9. Tahula

Albumina izdaliSanas laiks, joslas platums pusaugstuma, laukums, augstums, asimetrijas

faktros. Kolonna:

(dazadi gradienta profili), F=0,25 ml/min T=70 °C, 1 ul

Zorbax 300-SB Diphenyl, kustiga faze: acetonitrils/idens/0,1% TFA,

Inzekcijas | tR, Wos, | Laukums, | Augstums, | Asimetrijas | Gradienta profils, B %
Nr. min min MA*s A faktors izmainas laika
12-77% 0-22,1 min,
#2 10,9 | 0,111 2960 0,38 1,3 77% 22,1-29.0 min
12-77% 0-18,9 min,
#3 9,68 | 0,104 3070 0,44 1,4 77% 18,9-25 8 min
12-77% 0-15,8 min,
#4 8,42 | 0,089 3190 0,52 1,3 77% 15,8-22. 7 min
12-77% 0-12,6 min,
#5 7,13 | 0,070 3370 0,70 1,0 77% 12,6-19 5 min
12-77% 0-9,5 min,
#6 5,87 | 0,063 3480 0,81 1,1 77% 9.5-16.4 min
12-77% 0-6,3 min,
#7 4,59 | 0,050 3360 1,0 1,4 77% 6.3-13 2 min
12-77% 0-3,2 min,
#8 3,30 | 0,041 3510 1,3 1,8 77% 3.2-10.1 min
12-77% 0-25,2 min,
#9 12,2 | 0,137 3570 0,39 1,3 77% 25.2-32.1 min
12-77% 0-28,4 min,
#10 13,4 | 0,160 3540 0,34 1,5 77% 28.4-35.3 min
12-77% 0-20,5 min,
#11 10,3 | 0,112 3460 0,47 1,4 77% 20,5-27.4 min
12-77% 0-23,6 min,
#12 11,5 | 0,124 3550 0,43 1,4 77% 23,6-30.5 min
12-77% 0-21,3 min,
#13 10,6 |0,114 3670 0,48 1,3 77% 21,3-28 2 min
12-77% 0-22,8 min,
#14 11,2 | 0,132 3700 0,43 1,3 77% 22,8-29 7 min
36-53% 0-7,2 min,
#15 2,81 |0,149 3950 0,38 1,8 53-59% 7,2-16,0 min,
59-61% 16,0-20,7 min
16-30% 0-4,4 min,
30-32% 4,4-11,5 min,
#16 13,9 | 0,052 3830 1,1 1,3 100% 11.5-17.4 min.
100% 17,4-21,4 min
23-28% 0-3,7 min,
28-32% 3,7-11,6 min,
#17 14,2 | 0,051 3820 1,1 1,3 100% 11.6-17.4 min.
100% 17,4-21,4 min
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SECINAJUMI

Iegiitie eksperimentalie dati rada priekSnosacijumus optimalu apstaklu atrasanai
proteinu maisTjumu atdaliSanai, laujot samazinat veicamo eksperimentu skaitu un
analizes metoZu izstrades izmaksas.

Ka kustigas fazes organisko $kidinataju analizém var izmantot acetonitrilu, metanolu
vai 2-propanolu.

Sorbenta daba ietekmé gan proteinu izdaliSanas laiku, gan joslu formu. Apgrieztas
fazes AESH apstaklos proteinu noteik3anai ir piemérotas visas testétas kolonnas (-
C18, -C8, -C4, -C3, -(CH2)CN, -Diphenyl, PLRP-S un Protein-RP). Dalinu izmeérs
(intervala no 1,8 lidz 5,0 um) proteinu hromatografisko joslu platumu pusaugstuma
butiski neietekmé. Bet ietekm@ sorbenta poru izmérs, tika noskaidrots, ka proteinu
izdali8anas laiks samazinas, ja palielina sorbenta poru izméru.

Proteini zaudé savu sakotn€jo struktiiru (notiek denaturacija), ja tos iztur 80°C
temperatira vismaz 10min. Tika parbaudita proteinu stabilitate kustigaja faze:
50%acetonitrils/idens/0,1%TFA 24 stundu laika netika noverota proteinu
hromatografiska laukuma vai hromatografiskas joslas platuma izmainas.

Linearo sorbcijas modeli var izmantot proteinu izdaliSanas laika prognozésanai, jo
paredzetas izdaliSanas laiku veértibas ir tuvas eksperimentalajam.

Piena proteinu maisijumu iesp&jams pilnigi atdalit apgrieztas fazes hromatografijas
apstaklos ar -C4 tipa sorbentu, par kustigo fazi lietojot acetonitrila/tidens/0,1% TFA
Skidumu gradienta rezima 30 mintiSu laika. Gradienta profila izvéle ir atkariga no
proteinu molekulu izméra. Saurakas joslas novérotas, izmantojot stavakus gradienta
profilus.

Ir izstradata programma, ar kuras palidzibu var atrast optimalus apstaklus proteinu
maistjumu sadaliSanai.

Izmantojot eksperimentalos datus par proteinu sorbciju dazados hromatografiskos
apstaklos ir izdevies uzlabot ChromSword algoritmu, lai to var€tu pielietot
lielmolekularu savienojumu metoZu izstrade, samazinot metozu izstrades laikus un

izmaksas.
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Pielikumi

1. Pielikums

Proteinu izdaliSanas laiku korelacija starp eksperimentalajam un paredzeétajam veértibam uz
Poroshell 300Extend-C18 ar metanolu (A) un Zorbax 300Extend-C18 ar acetonitrilu (B)
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2. Pielikums
Protetnu izdaliSanas laiku korelacija starp eksperimentalajam un paredzétajam veértibam uz
Zorbax 300Extend-C18 ar metanolu (A) un uz Poroshell 300SB-C18 ar acetonitrilu (B)
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3. Pielikums
Protetnu izdaliSanas laiku korelacija starp eksperimentalajam un paredzétajam veértibam uz
Poroshell 300SB-C18 ar metanolu (A) un uz Zorbax 300SB-C18 ar acetonitrilu (B)
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