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KOPSAVILKUMS

Olbaltumvielu un peptidu sorbcijas ipasibu izpete AESH apstaklos uz dazadam C18
kolonnam. A. Mardusevica, darba vaditaji Dr. Chem. Asoc. Prof. P. Mekss, O. Rotkaja. Magistra
darbs, 51 lappuses, 3 tabulas, 37 attgli, 42 literatiiras avoti. LatvieSu valoda.

Atslégas vardi: OLBALUMVIELAS, PEPTIDI, AESH, C18 KOLONNAS, IZDALISANAS
FAKTORS, GRADIENTA SLIPUMS.

Darba apskatiti olbaltumvielu un peptidu atdaliSanas mehanismi, gradients, organisko
skidinataju, kolonnas un temperatiiras ictekme uz olbaltumvielu un peptidu atdaliSanos. Izpé&tita
olbaltumvielu sorbcija cetras kolonnas no divam kustigam fazém. Darba tika izmantotas Poroshell
300 SB-C18, Poroshell 300 Extend-C18, Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 kolonnas

un organiskie §kidinataji - acetonitrils un metanols.



ABSTRACT

Protein and peptide sorption properties research in HPLC condition using different C18
columns. A. Mardusevich, scientific supervisors Dr. Chem. Assoc. prof. P. Mekss, O. Rotkaja.
Master thesis, 51 pages, 3 tables, 37 figures, 42 literature references. In Latvian.

Key words: PROTEIN, PEPTIDE, HPLC, C18 COLUMN, RETRENTION FACTOR,
SLOPE.

Protein and peptide separation mechanism, gradient, organic solvents, column and
temperature effect on protein separation have been examined. In current investigation such sorption
features as hydrofobity and silanol activity on four column using two mobile phases have been
evaluated. Poroshell 300 SB-C18, Poroshell 300 Extend-C18, Zorbax 300 SB-C18 and Zorbax 300
Extend-C18 columns and organic solvents — acetonitrile un methanol used for evaluation of the

protein sorption regularities.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AESH — augsti efektiva $kiduma hromatografija
MeOH — metanols

ACN — acetonitrils

THF — tetrahidrofurans

TFA — trifluoretikskabe

HFBA — heptafluorsviestskabe

HPFe — heksafluorfosfonskabe



IEVADS

Biologiski aktivas olbaltumvielas cilvéks iegilist, parstradajot ar &dienu uzpemtas
olbaltumvielas. Gan zinatniskais, gan industrialais sektors ir ieinteres€ts So olbaltumvielu izpéte,
JO tas ir nepiecieSamas dzivibas procesu uzturéSanai. Olbaltumvielam piemit daudzveidigas
biologiskas aktivitates ipasibas, ka antihipertensivitate, pretmikrobu u.c. [1].

Pedgjos gados novérots biofarmaceitisko olbaltumvielu skaita pieaugums, kas jau ir
piejaujams vai tuvaka laika paradisies tirgii. To molekulam ir sarezgita struktiira un ir nepieciesama
pamatiga analitiska baze, lai kontrol&tu to attistibas un ,,piegades” procesu [2].

Peptidu maisijuma analize, izmantojot augsti efektivo Skidruma hromatografiju (AESH)
sasaiste ar masspektrometriju, ir viena no svarigakajam olbaltumvielu identificéSanas metodem.
Individualie peptidi tiek atdaliti ar AESH un tad identificéti ar masspektometriskajiem
detektoriem [3].

Darba meérkis ir izpétit olbaltumvielu un peptidu sorbcijas 1pasibas augsti efektivas Skidruma
hromatografijas apstaklos C18 tipa sorbentos.

Darba uzdevumi ir:

e Iepazities ar zinatnisko literatiru par olbaltumvielu un peptidu atdaliSanas
mehanismiem, gradientu un dazadu apstaklu ietekmi uz olbaltumvielu un peptidu
hromatografiju.

e Noskaidrot C18 tipa sorbentu un kustigas fazes ietekmi uz olbaltumvielu izdaliSanos.

e Salidzinat kolonnu kimiskas 1pasibas.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Olbaltumvielas un peptidi

Olbaltumvielas ir lielmolekularas molekulas, kas sastav no aminoskabém, kuras ir savienotas
ar peptidu saiti. Satur slapekla, oglekla, iidenraza, skabekla, séra un dazreiz fosfora atomus [4].
Peptids ir 1sa aminoskabju virkne. Lidzigi ka olbaltumvielas, peptidos aminoskabes ir savienotas
ar peptidu saites palidzibu. [5]. Liels peptids satur 10-15 aminoskabju grupas un tiek saukts par
polipetidu. Lielie polipeptidi tiek klasificéti ka olbaltumvielas [6]. 1.1. attéla ir paraditas

olbaltumvielu struktiras [7].
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1.1. att. Olbaltumvielu struktiiras [7]

Peptidi ir svariga komponentu grupa, kurai ir liela nozime fiziologiskos procesos,
molekularaja biologija un kliniskos p&tijumos [6, 1826. Ipp.]. Olbaltumvielas ir biopoliméri, kuri
ir atrodami jebkura dziva organisma, ka dala no muskuliem, membranam u.c. Hormoni, enzimi,
antivielas, dala no medikamentiem, toksini un citi biologiski aktivi komponenti sastav no
olbaltumvielam [8]. Peptidu un olbaltumvielu svarigums farmacija p&d&jos gados pieaug.
Piem@ram, terapeitiskie peptidi tiek pozicionéti ka zales pret vézi, ka ar1 piedavati alternativai

arstésanai pret hepatitu C un osteoporozi [9].



Divas atdalisanas metodes doming olbaltumvielu un peptidu analizés: elektroforéze un augsti

efektiva Skidumu hromatografija [8, 8874. Ipp].

1.2. Olbaltumvielu un peptidu atdaliSanas mehanismi

Peptidu un olbaltumvielu maisijuma atdaliSana hromatografija balstas uz dazadu katras
iz8kiduSas vielas sorbciju. Ja dalinas molekulai piemit augsta Iidziba noteiktai specifiskai
stacionarai fazei, lidzsvara sadalijuma koeficients K ir augsts, tad sorbéta dalina tiek aiztur&ta ilgak
neka citas molekulas ar mazaku Iidzibu stacionarai fazei. Savieno$anas tieksmes pakape un raksturs

_____

1.1. Tabula paraditas dazas no olbaltumvielu atdaliSsanas metodém, izmantojot

hromatografiju.
1.1. tabula
Olbaltumvielu atdaliSanai izmantotie hromatografijas veidi [11]
Atdalisanu noteicosais | Hromatografijas veids
princips
Izmérs un forma Gela filtracijas vai ekskliizijas hromatografijas
Saisu (net) ladins Jonu apmainas hromatografija
Izoelektriskais punkts Hromatografiska fokusésana
Hidrofobas mijiedarbibas Apgrieztas fazes vai hidrofobo mijiedarbibu hromatografija
Biologiskas funkcijas Afina hromatografija
Antigenitate Imunoadsorbcija
Ogludenrazu saturs Lektina afina hromatografija
Brivo —SH saturs Hemisorbcija (,,Kovalenta hromatografija’)
Metaliska saite Imobilizétu metalu jonu afina hromatografija

Jonu apmainas hromatografija sasaiste notiek elektrostatisko mijiedarbibu dél [10, 4. Ipp.].
Jonu apmainitajs sastav no inertas pamatnes un ar kovalento saiti saistitu pozitivu (anjona
apmainitajs) vai negativo (katjona apmainitajs) funkcionalo grupu [12]. Anjona apmainas
hromatografija (skat. 1.2. atteélu [13]) negativi ladétiem parauga komponentiem biis stiprakas
mijiedarbibas ar stacionaro fazi un tie aizvietos Iidzigi ladétos jonus, kuri jau ir saistijusies ar

matricas joniem. Negativi ladétas dalinas izdalisies vélak neka neitralas vai pozitivi ladétas dalinas.
8



Katjona apmainas gadijuma situacija ir tieSi pret&ja [3, 349. Ipp.].
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dalinas var iziet cauri stacionaras fazes porainai struktrai [5, 4. Ipp.]. Stacionara faze ir izveidota
no kserogéla (xerogel), kuru var definét ka poliméra materialu ar labam S$kidinataja uztiikSanas
sp&jam, veidojot gélu. Par skidinataju biezi izmanto tideni. Tads pats skidrums tiek izmanots par
kustigo fazi vai eluentu [14]. Ekskliizijas hromatografijas principi ir att€loti 1.3. attéla [15]. Mazo,
vidgji lielo un lielo molekulu maisijuma gadijuma, géla hromatografija lielas molekulas netiks
aiztur€tas vispar un izies uzreiz ara. Mazas molekulas pavadis kolonna ilgaku laiku. Vidgji lielas
molekulas aiztures laiks ir mazaks neka mazam molekulam. Ekskluzijas efekts nepastav, ja poru

izmérs ir 2-10 reizes lielaks par molekulas izméru [14, 164.-165. Ipp.].
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1.3. att. Ekskliizijas hromatografijas principi [15]

Afina hromatografija ir atdaliSanas metode, kura sakuma tika attistita ka enzimu attiriSanas
metode, bet tika paplaSinata lidz nukleotidiem, nukleinskabém, imunglobuliniem, membranu
receptoriem, S$iinu un $tnu fragmentu atdaliSanas metodém. Afinaja hromatografija, lai attiritu
maisijuma eso$u specifisku sastavdalu, maisijums tiek ievadits hromatografijas kolonna ar iesttiem
imobilizétiem ligandiem. Mijiedarbibu laika tikai specifiska sastavdala piestiprinasies pie liganda.
Pargjas sastavdalas tiks izvaditas ara un nepiecieSamais komponents tiks atdalits no liganda. 1.4.

attela ir paradita enzima attiriSana ar afino hromatografiju [15].
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1.4, att. Enzima atdali§ana ar afino hromatografiju [15]

Apgrieztas fazes un hidrofobo mijiedarbibu hromatografijas gadijuma, mijiedarbibas
istenojas starp izSkiduSo vielu un imobilizéto n-alkil- ligandu [10, 4. Ipp]. Hidrofobas
mijiedarbibas var istenot, izmantojot reagentus, ar kuriem sorbciju ietekmé jonu spéks vai
temperatara [11, 26. Ipp.].

1.5.un 1.6. Attelos attiecigi paraditas peptida un olbaltumvielas piesaiste uz silikagéla bazes

veidotam sorbentam apgrieztas fazes augsti efektivaja skidrumu hromatografija (AESH) [10, 10.
Ipp].
PEPTIDS

N-ALKIL
LIGANDS

SILIKAGELS

1.5. att. Shematiska peptida piesaiste uz silikagéla bazes veidotam sorbentam apgrieztas fazes AESH

11
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1.6. att. Shematiska olbaltumvielas piesaiste uz silikagéla bazes veidotam sorbentam apgrieztas fazes
AESH

Izskiduso vielu maisijums sakuma saskaras ar sorbentu uz tidens bazes veidota buferskiduma
klatbiitn€ analiz€jama viela izdalas no sist€émas, pievienojot organisko komponentu kustigai fazei.

Izdali$ana no sist€mas var tikt istenota, izmantojot izokratiskos vai gradienta apstaklus [10, 9. Ipp].

1.3. AESH gradienta metode

AESH gradienta metode paraugu atdaliSanai balstas uz pakapenisku kustigas fazes sastava
mainu eluacijas laika. To var sasniegt ari mainot temperatiiru vai plismas atrumu [17].

AESH gradienta metode tiek izmantota gadfjumos, kad ar izokratiskas eluesanas metodém
nevar atdalit vielas. Viens no iemesliem, kapéc izmanto gradienta metodi, ir aiztures diapazona
parsniegums, kurs ir vélams, izmantojot izokratisku atdalisanu (1<k<10). AESH gradienta metodé
So diapazonu ir iespgjams palielinat 1idz 0,5<k<20. [18]

1.7. attéla paradits 14 toksisku standartu maisijums, kur$ tika atdalits uz C1g kolonnas par
kustigo fazi tiek izmantojot 50% acetonitrila buferskidumu. 1.7. Attéla paradita parauga atdaliSana,
izmantojot izokratisko metodi. Parak liels aiztures diapazons (k-vértibas diapazona no 0 lidz 50)
§im paraugam izraisa izskirtsp&jas pasliktinasanos no 1 1idz 6 joslam, bet 13 un 14 joslam ir parak
lieli izdalisanas laiki. P&dgjas joslas ir parak platas, kas var apdraudét mérijjumu precizitati. [18,

404. Ipp.]
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1.7. att. 14 toksisku standartu maisijuma atdaliSana, izmantojot izokratisku kustgas fazes metodi

Izokratiskos apstaklos, izmainot acetonitrila (%B) daudzumu kustigaja fazg, nevar uzlabot §1
maisijuma atdaliSanu. Izmantojot stipraku kustigo fazi samazinas k vertibas un vél vairak
samazinas joslu izskirtspgja (tam vielam, kuras praktiski nedalas Sajos izv€l&tajos apstaklos).
Izmantojot vajaku kustigo fazi tiks noverots pretejs process — k vertibas palielinasies, apgriitinot
pedgjo joslu identificéSanu [18, 404. Ipp.]. IzSkirSanas uzlaboSanai var izmantot dazadas

koncentracijas kustigo fazi (skat. 1.8. att€lu).

10% B 25% B 45% B 75% B
1 4 7 g9
2 i 3
3 6
l | n UM

—_ | L i1 I|_ 4 | .Il
TTrrrrrirt T T T T T T T T 1
2 4 B 8 2 4 B 4 6 4 B 4 & 8
Laiks, min Laiks, min Laiks, min Laiks, min Laiks, min

1.8. att. DaZada sastava kustigo faZu izmantoSana parauga atdaliSanai

1.9. Attéla ir paradita parauga atdaliSana, izmantojot gradienta apstaklus. Partraukta linija
att€lo kustigas fazes koncentracijas pieaugumu (skat. 1.9. att€lu). Izvéloties plasa diapazona linearu
gradienta profilu, var ieglit apmierino$u maisijuma komponentu atdaliSanu. Gradienta apstaklos

vielam, kuru molekulu lielums ir Iidz 500 kDair vienadas k vértibas [18, 404.-405. Ipp.].
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1.9. att. Gradienta metodes izmantoSana 14 toksisko komponentu maisijuma atdaliSanai

Gradienta slipums ir kustigas fazes sastava (%B) izmaina gradienta laika. Plasak lieto linearo
gradientu (skat. 1.10. a. att€lu). Metodes izstrades sakuma stadijas tiek ieteikts izmantot tiesi
linearo gradientu. Izliektie gradienta slipumi (skat. 1.10. b, 1.10. c. att€lu) agrak tika izmantoti
noteikta veida paraugiem, bet dazadu iemeslu d¢] tiek aizstati ar multilineariem gradientiem (skat.
1.10. d. attelu). Multilinearie gradienti sniedz izliekto gradientu priekSrocibas, tos vieglak izveidot
dazadiem paraugiem un $0 gradienta veidu var realizet ar lielak gradienta iekartu dalJu. Gradienta
aizkaveSanas jeb izokratiska aizture paradita e attéla, ta ari var tikt Tstenota gradienta beigas. Sola
gradienta (skat. 1.10. f att€lu) %B izmaina notiek momentani sadaliSanas laika . Tas ir specials
segmentéta gradienta gadijums. Sis gradienta veids tiek izmantots reti, iznpemot gadfjumus, kad ir
nepiecieSams iztirit kolonnu no 1€ni elugjosamies komponentiem gradienta beigas. Péksna kustigas

fazes stipruma palielinasana perfekti der §im mérkim [18, 407.-408. Ipp.].
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1.10. att. Gradienta slipumi

1.3. Hromatografisku apstaklu izvele

______

acetonitrilu vai metanolu, retak citus spirtus vai tetrahidrofuranu (THF).

Selektivitates atSkiriba starp dazadiem organiskiem Skidinatajiem ir paradita 1.11. attela. Par
kustigam fazém izmantoti acetonitrils (A), metanols (B) un izopropanols (C), bet paraugs ir
sagremotais liellopu s€ruma albumins. Meérjjumi veikti pie vienadiem hromatografijas apstakliem
joslas, izmantojot ka organisko Skidinataju acetonitrilu, parklajas, bet metanola vidé to joslas
pilniba sadalijas un izopropanola vidé tie nedaudz sadalijas. Cits peptidu paris T6 un T8 labi

sadalijas tikai, ja par organisko $kidinataju izmanto izopropanolu. [19].
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1.11. att. Albumina hromatografiska sadaliSana, izmantojot par kustigo fazi acetonitrilu (A),

metanolu (B) un izopropanolu (C)

1.12. attela paradita olbaltumvielu aizture, atkariba no kustigas fazes sastava, izmantojot
vienu un to pasu kolonnu, kolonnas temperatiiru, plismas atrumu un gradienta profilu. 1.12. A
att€la izmantota kustiga faze ir 1% skudrskabe acetonitrila un 1.12. B attéla ir 1% skudrskabe
izopropanola. Apskatot 1.12. att€lu, redzams, ka ovalbumina (Nr. 10) izdaliSanas laiks samazinas
par 14 minttém, izmantojot izopropanolu.

Izmantojot So $kidinataju, var samazinat gradienta laiku un patérét mazak Skidinataja, jo
atdaliSanai nepiecieSama mazak stipra kustiga faze. [zmantojot izopropanolu, picaug olbaltumvielu
5-8 iz8kirtsp&ja, bet olbaltumvielu 2 (citohroms C) un 3 (insulins) labak atdalit, izmantojot

acetonitrilu par kustigas fazes organisko skidinataju [20].
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Kustigas fazes koncentracijas ietekme uz aminoskabju sorbciju paradita 1.13. attéla, kur

1.13.a att€la redzama izokratiska aminoskabju atdaliSana (kustiga faze 0,005% TFA dejonizéta

tidend). Gradienta atdaliSana B kustiga fazé 5% acetonitrils un 0,006% TFA (1.13. b att.), 10%

acetonitrils un 0,006% TFA (1.13. c att.) un 20% acetonitrils un 0,006% TFA (1.13. d att.).

Gradients — linears, 0%-100% kustiga faze B 12 minttés. Gradienta metodgé tiek novérots mazaks

aminoskabju izdaliSanas laiks neka izokratiskos apstaklos. Gradienta apstaklos pie acetonitrila

koncentracijas 20% izdaliSanas ilgums ir mazaks par 10 minitém. Izokratiskos apstaklos

aminoskabju izdaliSanas notiek 30 minGsSu laika. Pirmam se$am aminoskabam novietojums

hromatogramma ir vienads, mainas tikai triptofana (7) novietojums hromatogramma. Palielinoties

gradienta sakuma koncentracijai, aminoskabé izdalas atrak. Pie lielakas organiska Skidinataja

sakuma koncentracijas fenilalanina (6) un triptofana (7) joslas ir smailakas un simetriskakas [21].
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1.13. att. Acetonitrila koncentracijas ietekme uz aminoskabju izdaliSanos

(1 - valins, 2 - metionins, 3 - izoleicins, 4 - leicins, 5 - tirozins, 6 - fenilalanins, 7 - triptofans)

Biezi izmantotie jonu paru reagenti olbaltumvielu atdalisana ir trifluoretikskabe (TFA),
heptafluorsviestskabe (HFBA) un heksafluorfosfonskabe (HPFg). HFBA ir plasi izmantots jonu
paru reagents, ka arf tas ir stipraks reagents neka TFA. HPFg ari tiek uzskatits par stipru jonu paru
reagentu. 1.2. tabula ir paraditi So trs jonu paru reagentu ietekme uz izdaliSanas laiku un joslas
platumu trim olbaltumvielam — insulinam, lizocinam un mioglobinam. Analizei izmantota kolonna
ir HC-C1s un hromatografiskie apstakli ir kolonnas temperatira — 35 °C, pliismas atrums —
ImL/min, parauga injekcijas tilpums — 1uL, detekté$anas vilpa garums — 220 m. Kustiga faze A —
13 mM skabe Gdent, kustiga faze B — 8,7 mM skabe acetonitrila [22].

Katrs anjons (jonu para reagents) sorb&jas uz stacionaras fazes dazada pakapé. Kad pozitivi
ladéta olbaltumvielas molekula saskaras ar palielinato anjonu koncentraciju tuvu stacionaras fazes
virsmai, izveidojas jonu paris, kur§ nodrosina aizturi. Sis modelis ari strada attieciba joslu
platumiem. Jona para izveide starp olbaltumvielu un sorb&tu piedevas anjonu, samazina
olbaltumvielas aizturi jonu apmainas cela ar joniz&to silanola grupu. Rezultata aiztures laiks kltist

lielaks un joslas Saurakas, ja izmanto stipraku jonu para reagentu [22, 216. Ipp.].

18



Jonu paru reagentu ietekme uz aiztures laiku un joslas platumu

1.2. tabula

Aiztures laiks (tr), min Joslas platums (wx/2), min
TFA HFBA HPFe TFA HFBA HPFe
Insulins 3,98 5,47 5,45 0,065 0,060 0,057
Lizocins 4,82 6,67 6,52 0,104 0,075 0,063
Mioglobins 6,10 8,11 7,94 0,108 0,086 0,073
Sorbenta izvele. 1.14. attéla ir paraditas dazadi sorbenti.
v
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1.14. att. Silikagela “ieSiitas” funkcionalas grupas

Izdalisanas faktors tiek izmantots, lai salidzinatu dazadus sorbentus(skat. 1.3. tabulu).

Vislidzigakie izdaliSanas faktori ir SG-C18 un SG-C30 sorbentiem, kuros peptidu piesaiste notiek

pie garam alkilkédem, ar kuram ir modificéta silikagéla virsma. Sis kédes dod stipro hidrofobo

raksturu staciondrai fazei. Nakama, lidziga sorbentu grupa ir SG-C4 un SG-C8 kolonas. Isas

alkilkedes ir kimiski sasaistitas ar stacionaro fazi, kas samazina hidrofobo raksturu un silanola

grupas var vieglak mijiedarbojas ar analiz€jamam substancém. SG- CHOL un SG-AP sorbentos

organiskas grupas, kuram piemit hidrofobais-hidrofilais raksturs, ir iesiitas modific&tas stacionaras

fazes virsma. Abam kolonnam piemit pseidomembranas ipasibas. SG-CN sorbents ir hidrofils [23].
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Peptidu izdaliSanas faktoru atkariba no sorbentu veida

1.3. tabula

Proteins | SG-C4 SG-C8 SG-C18 | SG-C30 SG-AP CIS—ICZL SG-CN
3d 0,23 0,57 2,07 2,22 1,47 8,72 0,42
8d 0,03 0,21 1,39 1,39 0,81 5,86 0,04
2p 0,04 0,54 1,14 1,22 0,63 6,25 3,98
3p 2,47 2,92 2,59 3,00 1,83 11,84 1,92
4p 0,14 0,53 1,15 1,30 0,61 5,91 tr<to
8p 2,29 2,46 2,19 2,56 1,57 1,95 1,79
68p 1,00 1,36 1,67 1,87 1,14 1,44 0,78

Liellopu seruma albumina atdaliSanai tika izmantotas 4 dazada garuma kolonnas (skat. 1.15.

attélu). Lai iegutu Iidzigus izdaliSanas faktorus dazadiem komponentiem, gradienta laiks tika

proporcionali pieskanots kolonnas garumam. Kolonnas garumi un gradienta laiks ir attiecigi ir 4 m

t;=840 min (a); 2m un tgz=420 min (b); 1 m un tz=210 min (c); 0,25 m un tz=52,5 min (d).

Samazinoties kolonnas garumam, samazinas ar1 laiks, kur§ ir nepiecieSams visu komponentu

atdaliSanai [24].
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1.15. att. Kolonas garuma ietekme uz aiztures laiku

Masas nestspéja tika parbaudita, palielinot karboanhidrozes masu, uzturot nemainigu
injekcijas tilpumu — 1 pl. 1.16. attéla paradits masas slodzes efekts 50 mm monolita sorbenta
kolonnai un kolonnai, kura pildita ar porainam silikag€la granulam. Joslas platums tika mérits
augstuma pusé. Palielinoties masai, tiek novérots linears joslas platuma pieaugums, izmantojot
monolita kolonnu. Pie 100 pg injekcijas masas joslas profils norada uz parslodzi un aiztures laiks
mainas uz mazakam veértibam. Pilditai kolonnai pusaugstuma joslas platums ir konstants 1idz 50 pg
injicétai masai, pirms joslas platums palielinas [25]. Silikagéla monolitam piemit labas mazo

molekulu atdali$anas sp&jas [26].
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Monolita poliméra gadijuma d&] mezoporu neesamibas visas mijiedarbibas saites ir
aiznemtas pie mazam parauga koncentracijam. lerobezotas masas slodzes efekts ir neapSaubams

uz joslas platumu, joslas formu un aiztures laiku [25, 3088. Ipp.].
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1.16. att. Masas nestspéjas efekta salidzinajums monolita kolonnai (o) un kolonnai pilditai ar silicija

granulam (¢)

Ievadot biologiskus paraugus, svarigs ir kolonnas pretspiediens. 1.17. att€la ir paradita
pilditas kolonnas un monolita silicija kolonnas pretspiedienu atkariba no mérjjumu daudzuma.
Izmantotas kolonnas: RAM-SCX (25 nm x 4mm L.D.) pildita kolonna ar 25 pm granulam un
Chromolith CapRod monolita silicija kolonna (150 mm x 0,1mm I.D.). Pilditai kolonnai tiek atrak
piesarnota neka monolita kolonna. 120 plazmas injekcijas (50 pL katrd) noveda pie blivuma

paaugstinajuma lidz 6 bar RAM-SCX kolonnai. Monolita kolonnai pretspiediens ir apméram 1 bar
[27].
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1.17. att. Pretspiediena izmainas atkariba no mérijuma skaita pilditai un monolita kolonnam

Ta ka olbaltumvielam piemit ievérojami hidrodinamiskie radiusi, tad poru izméram jabiit
paliclinatam. 1.18. att€la ir paradita insulina, mioglobina un citohroma C joslu asimetriju,
analizgjot tos ar divam dazadam C18 Acquinty kolonnam ar dazadiem poru izm&riem 120 un 300
A. Apstakli: kustiga faze A — 0,1% TFA (tilp/tilp) Gideni, mobila faze B — 0,1% TFA (tilp/tilp)
acetonnitrila, gradienta profils — 5-60% acetonitrila 10 miniites, plismas atrums 500 pL/min,
A=214 nm, injekcijas tilpums — 2 uL, t=50°C. Iegitie rezultati ir pretgjie, tika noveérots, joslu
simetrijas degradacija, izmantojot kolonnas ar poru izméru 300 A. Lidziga uzvediba tika novérota
arT mazam molekulam un pozitivi ladétiem peptidiem — asimetrija ir lielaka kolonnam ar poru
izméru 300 A. Lielas astes veido$anas ir novérota kolonna ar 300 A poru izméru d&l to piepildisanas
problémas, neka dg] silanola grupu atskirigas aktivitates. To pierada tas fakts, ka neitraliem maziem

komponentiem ar1 piemit augstaka asimitr&ja [9, 8909.-8910. Ipp.].
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1.18. att. Poru efekts uz joslu asimetriju

Gradienta laika izvéle. Joslu pusplatuma atkariba no gradienta laika ir atspogulota 1.19.

att€la. Katrs atvertais aplis histogramma nozimé cik daudz joslas ir pie noteikta joslas pusplatuma.
Hromatografijas apstakli: temperatiira 60 °C, plismas atrums 0,5 mL/min, gradienta laiks 30, 60,
90, 180, 240, 360 un 750 minttes. Ka redzams no 1. 19. attéla joslas pusplatums var atskirties,
atdalot olbaltumvielas, pie dazadiem gradientu laikiem. Liela starpiba ir pie ilgakiem gradientiem.
Piem&ram, pie gradienta laika 750 miniites mioglobinam ir 10 joslas ar pusplatumu starp 0,5 un
0,6 minttes, 8 joslas — starp 0,4 un 0,5 mintites, 6 joslas — starp 0,6 un 0,7 miniites. Ir novérojams

joslu pusplatumu palielindjums, palielinoties gradienta laikam [28].
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1.19. att. Joslu pusplatuma atkariba no gradienta laika

Plismas atruma izvéle. Plismas atruma ietekme uz joslu kapacitati ir paradita 1.20. attela.

Tika izmantotas divas 10 cm kolonnas, kuras ir pilditas ar 1,7 um (1.20. a att.) un 3 um (1.20. b
att.) granulam, gradienta ilgums 24 miniites. Abas liknes ir [idzigas pec izskata. Pie plismas atruma
100-300 nL/min ir redzama vislielakais joslu kapacitates pieaugums. Grafika Iiknes kltist 18zenaki
pie plismas atruma 300-700 nL/min. Liknes iet dazados virzienos pie plismas atruma no 700 lidz
1000 nL/min. Liknes a gadijjuma tiek noverots kapacitates pieaugums, bet Iiknei b tiek novérots
kapacitates samazinajums. Vienada joslu kapacitate abam kolonnam ir novérota pie plismas
atrumiem 250 nL/min un 750 nL/min attiecigi 1,7 um un 3,0 pm kolonnam. Lielaka joslas
kapacitate 3 pm kolonnai ir pie plismas atruma ~750 nL/min, tadg&jadi Sis pliismas atrums ir

piemérotaks $ai kolonnai. 1,7 pum kolonnai efektivakais pliismas atrums ir 1000 nL/min [29].
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1.20. att. Joslu kapacitates atkariba no pliismas atruma

Temperatiira izvéle. Temperatiira ietekme peptidu izdaliSanos un izdales koeficientus [19,

141. Ipp.]. Temperatiras palielinajums bitiski uzlabo hromatografiskas atdaliSanas efektivitati.
Palielinas analizes atrums — tas ir 5-15 reizes lielaks, ja temperatiira tick palielinata no istabas lidz
200 °C. Izmainot temperatiiru, var tikt palielinata kolonnas efektivitati, samazinot to Iidz
optimalam $kivju augstumam.. Joslas ir simetriskakas dé] sekundaro mijiedarbibu ierobezoSanas
[30].

1.21. attela ir paradita temperatiras ietekmi uz farmaceitiska kokteila atdaliSanos. Tika
izmantota Acquity BEH C18 (2,1mm I.D. x 30 mm, 1,7 um), kustiga faze 0,1% skudrskabe tident
un 0,1% skudrskabe acetonitrila (gradients). Maisijums sastav no paracetamola (1), fenazona (2),
fenobarbitala (3), metilfenobarbitala (4), propifenazona (5), nitrazepama (6), flunitrazepama (7),
diazepama (8). 1.21.a att. atdaliSana notika pie temperattras 30 °C un plismas atruma 600 uL/min,
1.21.b att. pie 90 °C un 2000 pL/min. Apskatot hromatogrammu ir redzams, ka noteikSanas laiks

samazinajas no 2 minitém lidz 0,6 minateém, pie tam katru joslu ir viegli identificét [31].

26



] : o
— 0601 (a) AP 30 °C
< 0404 1 2 ”. 5 7 8
8 ] fi |'| 3 | I. fi
S 020 | ' I I 1
5 1 i | |I Il‘.l .I |I | |I I| II
8 oo004—— , S .Jl L AN | AL __..—_'I I'\__ _J I'\._ - B
E I
[ T T T T T T T T T T
000 020 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00
Laiks, min
1
0.40 I:b} 5
- , 2 ; 90 °C
< 030 P, |, |6 T 8
o iI [ 3 [ . | il
@a 0.20 | || " 4: | !I‘, I\ II |II
' 0.10 I I I I A A |
= I [ I\ f I'k A, I\ ) "\\_ PR
Fé ooo0d——-/ N B VY . Wy o — =
[}
=%
Q.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
Laiks, min

1.21. att. Temperatiiras ietekme uz farmaceitiska maisijuma atdali§anu

1.22. attéla paradita temperatiras ietekme uz mazo olbaltumvielu atdalisanu. Apstakli:
kustiga faze A — 10% acetinitrils-0,1% TFA, kustiga faze B — 70% acetonitrils-30% tdens-0,1%
TFA; gradients no 15% B 1idz 50% 15 minttes; pliismas atrums 1 pL/min; detekteéSana pie 220
nm. Joslu platums samazinas pie lielakam temperatiiram, notiek efektivaka atdaliSana. Tas var
novest pie ta, ka izskirtsp&ja uzlabosies un joslu kapacitate palielinasies. DarboSanas pie augstakam
temperatiram (60 °C) var but efektiva un to var izskatit, ka peptidu un mazo olbaltumvielu
atdaliSanas metodi. Temperatiiras izmainas var ari izraisit saiSu intervala (selektivitates) izmainu,

kas var biit noderigi vai kaitigi atkariba no kads specifiskais paraugs tiek atdalits [32].
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1.22. att. Temperatiiras ietekme uz mazo olbaltumvielu atdaliSanu

pH izveéle. Kustigas fazes pH vértiba atstaj butisku efektu uz peptidu un olbaltumvuelu
atdaliSanu jonu apmainas hromatografija. pH ietekme jonu apmainas funkcionalo grupu un analita
jonizacijas apjomu [33]. Sakara ar to ka fosforskabe ir diezgan stipra skabe, tad pH vértibai virs
3,0 piemit niecigs efekts uz skabes jonozaciju. Sintétiskiem peptidiem CES P0050 nav skabju
grupu, bet tiem it neliels 1adin$ no skabém 11idz neitralam vidém. Teorétiski pH nevajadzeétu biit
nozimigam efektam uz peptidu atdaliSanos [34].

1.23. attela ir paradita pH gradienta ietekme uz tripsinogéna (1), citohroma C (3), a-
himotripsinogéna A (2), ribonukleazes A (4) un lizocima (5) aiztures laiku, joslu kapacitati un
1z8kirtsp€ju, izmantojot monolita kolonnu. Hromatografijas apstakli: kolonna 10,5 cm x 75 pmi.d.;
A kustiga faze 5 mmol/L natrija fosfata Skidums ar pH 6,0, 7,0, 8,0 un 9,0, B kustiga faze 1 M
NaCl 5 mmol/L natrija fosfata skiduma; 2 mintisu 100% A kustigas fazes izokratiska eluéSana,
kurai seko linearais gradients no 100% A lidz 100% B kustigas fazes 10 miniités; pliismas atrums
40 pL/min; UV detektéSana pie 214 nm. Palielinoties pH, olbaltumvielas izdaliSanas laiks
samazinas. Ribonukleaze A tiek eluéta pirms citohroma C pie pH 8,0 un augstaka, bet pie pH
vértibas 6,0 un 7,0 vélak. Sis efekts var tikt izmantots, lai optimizetu dazadas atdaliSanas un
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izmainit selektivitati. Izskirtsp&ja starp citohromu C un a-himotripsinogénu A samazinas no 3,8

11dz 2,0 pie pH vértibam 6,0 un 9,0 [34, 4328. Ipp.].
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1.23. att. Kustigas fazes pH ietekme uz olbaltumvielu atdali§anu
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantota aparatura

Izmantota aparatiira

e Agilent hromatografiska iekarta:
» detektors —Infinity 12290DAD
» stknis —Infinity 1290 ar automatisko paraugu ievadisanu,
» datu apstrades programma Chemstation, Chromsword ,

e Analitiskie svari Precisa 32324 (d=+ 0,0001 g).

e Ultraskanas vanna Selector Ultrasons 38035.

e Magnétiskais maisitajs

2.2. Izmantotas vielas un reagenti

Izmantotas standatvielas un reagenti

Albumins (M=66,5kDa) >96%, Sigma-Aldrich Nr. A2153
-Laktoblobulins (M=18,0 kDa) >90%, Sigma-Aldrich Nr. L3908
Karboanhidraze (M=29,0 kDa) >95%, Sigma-Aldrich Nr. C2624

Aprotinins (M=6,5 kDa) 3-8 TIU/mg ciets, Sigma-Aldrich Nr. A1153
L-Glutamates dehidrogenaze (M=290,0 kDa) éé()sgien/mg olbaltumvielas, Sigma-Aldrich Nr.
Peroksidaze (M=44,0 kDa) 150 U/mg, Sigma-Aldrich Nr. 77332
Mioglobins (M=17,8 kDa) >90%, Sigma-Aldrich Nr. M1882

Enolaze (M=67,0 kkDa) >50%, Sigma-Aldrich Nr. E6126

Citohroms C (M=12,0 Da) >95%, Sigma-Aldrich Nr. C7752

Lizocims (M=14,3 kDa) >90%, Sigma-Aldrich Nr. L6876
a-Laktalbumins (M=14,1 kDa) >85%, Sigma-Aldrich Nr. L5385

Ribonukleaze A (M=14,0 kDa) iIZ’OF\I’%uSTéZ vien./mg olbaltumvielas, Sigma-Aldrich
Elastaze (M=25,9 kDa) >98%, Sigma-Aldrich Nr. SCP0249

Insulins, cilvéka (5,8 kDa) Sigma-Aldrich Nr. 12643
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Metanols >99,9%, Sigma-Aldrich Nr. 34885
Acetonitrils >99,9%, Sigma-Aldrich Nr. 34851
Trifluoretikskabe Penta Nr. t-4390

2.3. Kustigo faZu un analiz€éjamo paraugu pagatavosana

Kustigo faZzu pagatavoSana.

Kustigas fazes | pagatavosana. 500 ml tdens pievieno 0,50 ml trifluoretikskabes un labi
samaisa.

Kustigas fazes 11 pagatavosana. 500 ml metanola pievieno 0,50 ml trifluoretikskabes un labi
samaisa.

Kustigas fazes 1l pagatavosana. 500 ml acetonitrila pievieno 0,50 ml trifluoretikskabes un

labi samaisa.

2.4. Hromatografiskas analizes apstakli

Hromatografiskie apstakli

e Kolonna: Firmas Agilent kolonna Zorbax 300 SB-C18 uz silikagéla bazes ar C18 grupam,
darba pH intervals 1,0-8,0 un maksimala temperatiira 90 °C [35]. Sorbenta dalinu izm&rs —
1,8 pum, poru izmérs — 300 A [36], Tpatngjs virsmas laukums — 45 m?/g [35]. Kolonnas
izmérs 2,1x50 mm [36].

e Kolonna: Firmas Agilient kolonna Zorbax 300 Extend-C18 uz silikagéla bazes ar C18
grupam, darba pH intervals 2,0-11,5 un maksimala temperatara 60 °C. Sorbenta dalinu
izmérs — 3,5 um, poru izmérs — 300 A, Tpatngjs virsmas laukums — 42 m?/g. Kolonnas izmé&rs
2,1x50 mm [37].

e Kolonna: Firmas Agilient kolonna Poroshell 300 SB-C18 uz silikagéla bazes ar C18
grupam, darba pH intervals 1,0-8,0, maksimala temperattira pie pH vertibas mazakas par 5
70 °C un pie pH 4-8 70 °C. Sorbenta dalinu izm@rs — 5 um, poru izmérs — 300 A, Tpatngjs
virsmas laukums — 4,5 m?/g [38]. Kolonnas izmérs 2,1x75 mm [39].

e Kolonna: Firmas Agilient kolonna Poroshell 300 Extend-C18 uz silikaggla bazes ar C18

grupam, darba pH intervals 2,0-11,0 un maksimala temperatiira pie pH vertibas lielakas par
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8 40 °C un pie pH vértibas zemakas par 8 60 °C. Sorbenta dalinu izmérs — 5 um, poru izmérs

—300 A. Kolonnas izmérs 2,1x75 mm [39]

e Gradients I: kustigas fazes stipruma palielinagjums no 15% lidz 50% acetonitrila 5 mindsu
laika.

e Gradients Il: kustigas fazes stipruma palielinagjums no 15% Iidz 50% acetonitrila 10 minaisu
laika.

e Gradients I11: kustigas fazes stipruma palielinajums no 35% Iidz 85% metanola 5 mintisu
laika.

e Gradients IV: kustigas fazes stipruma palielinajums no 35% lidz 85% metanola 10 mintsu
laika.

e Kolonnas temperatiira: 60 °C.

e Plasmas atrums: 7,00 mL/min (Poroshell kolonnam) un 0,5ml/min (Zorbax kolonnam).

e Detektors: UV absorbcija, A = 210 nm.

e Injekcijas tilpums: 20 uL.

2.5. Aprekinu formulas

Gradienta slipums tika noteikts ar vienadojuma 2.1 palidzibu.
b = V- Ap - S 2.1)
te F
, kur b — gradienta solis;
te — gradienta laiks, min;
F — kustigas fazes atrums, mL/min;
Vm — kolonnas tuksais tilpums, mL;
A% — kustigo fazu stipruma starpiba péc organiska skidinataja (gradient range; A% =s-
Pb);
S — gradienta slipums [18, 410. Ipp.], ja molekulara masa ir >500 Da, tad 10<S<100 [40].
Gradienta sola aprékinasanai tiek izmantota formula 2.2:
b — t, " logp
tr1 — (tra/B) — (to +tp) - (B —1)/B

, kur  to — kolonnas tuk$ais laiks, min;

(2.2)

B — koeficients, divu gradientu dalijums;
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tr1, tr2 — viena komponenta pirma un otra gradienta aiztures laiki, min;
tp — iekartas tuksais laiks, min [18, 432. Ipp.].
B tiek noteikts, izmantojot vienadojumu 2.3:
G1
Ckur  te>ter.

IzdaliSanas faktors tiek rékinats, izmantojot vienadojumu 2.4 [18, 412. Ipp.]:

k* . O,87'tG'F
C Vp,tAp-S
Hidrofobitates aprékina formula ir 2.5:

(ktoluols - kbenzols)

Hidrofobitate = >

, Kur  Kioluols — toluola izdaliSanas faktors;
Kbenzols — benzola izdaliSanas faktors.
Silanolaktivitate tiek aprékinata, izmantojot vienadojumu 2.6:
Silanolaktivitate =1+ 3 - <M - 1)
kf enols
, KUr  Kaniins — anilina izdaliSanas faktors;

Kfenols — fenola izdalisanas faktors [41].
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3. REZULTATU IZVERTEJUMS

Darba tika izmantotas 14 olbaltumvielas. Katrai olbaltumvielai tika pieskirts numurs: 1 —
insulins, 2 — aprotinins, 3 — citohroms C, 4 — ribonukleaze, 5 — a-laktalbumins, 6 — lizocims, 7 —
mioglobins, 8 — B-laktoglobulins, 9 — elastaze, 10 — karboanhidraze, 11 — peroksidaze, 12 —
albumins, 13 —enolaze, 14 — L-glutamates dehidrogenaze. Katras olbaltumvielas molekulara masa
ir noradita 2.2 nodala. Vislielaka molekulara masa ir L-glutamazes dehidrogenazei un mazaka ir
insulinam, attiecigi 290,0 kDa un 5,8 kDa. Eksperimentalie dati tika iegiiti, izmantojot Cetras
kolonnas — Zorbax 300 SB-C18, Zorbax 300 Extend-C18, Poroshell 300 SB-C18 un Poroshell 300
Extend-C18 un divus organiskos $kidinatajus — 0,1% TFA tdens maisTjumi ar acetonitrilu vai
metanolu.

3.1. attela ir paradita mioglobina hromatogramma. Hromatografiskie apstakli: kustiga faze —

metanols, kustigas fazes gradients no 35 Iidz 85% metanola 10 minaGtgs.

Mixture(Vial 4) at 210 nm

0.200 - Mioglobins
0175
0150
0125

0100 |

0.075 7 k

0.050 p B i

0.025

Intensity, &

-0.025

0.000 1 [f—‘p_
\I

-0.050 T T T T T T T T T T T

T T
05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 50 55 6.0 6.5
Time. min

3.1. att. Mioglobina hromatogramma

3.1. Sorbentu testi

Tika noteikta sorbentu hidrofobitate — sorbenta spgja saistit hidrofobos savienojumus un
silanolaktivitate — sp&ja staties mijiedarbibas ar skabajam silanolu grupam. [42]. 3.2. att€la ir

paradita izmantoto sorbentu hidrofobitates un silanolaktivitates sakariba.
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3.2. att. Sorbenta hidrofobitates un silanolaktivitates sakariba
(1-Poroshell 300 SB-C18, 2-Poroshell 300 Extend-C18, 3-Zorbax 300 SB-C18, 4-Zorbax 300 Extend-
C18)

Analizgjot 3.2. att€lu, tika ieverots, ka sorbentus p&c hidrofobitates var izteikti iedalit divas
grupas: a) kuriem hidrofobitate ir maza — Poroshell 300 SB-C18 un Poroshell 300 Extend-C18 un
b) kuriem piemit liela hidrofobitate — Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18.
Hidrofobitate Zorbax sorbentiem ir vairak neka 10 reizes lielaka neka Poroshell sorbentiem.
Vislielaka hidrofobitate novérota Zorbax 300 Extend-C18 sorbentam, kas nozimg, ka tas visilgak
aizturés hidrofobos savienojumus. Starp Poroshell sorbentiem vismazaka hidrofobitate ir
Poroshell 300 SB-C18 sorbentam un ta ir 0,13.

P&c silanolaktivitates sorbentus iedalit ir griitak. Vismazaka silanolaktivitate ir Zorbax 300

Extend-C18 sorbentam — 0,61. Savukart pargjiem sorbentiem piemit Iidziga silanolaktivitate.

3.2. Gradienta slipumi (S)

Analizgjot eksperimentali iegiitos datus, tika izrékinati gradientu slipumi. 3.3. Attéla paraditi
gradientu slipumi, kuri ir iegtti ar Poroshell 300 SB-C18, Poroshell 300 Extend-C18, Zorbax 300
SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 sorbentiem, par organisko skidinataju izmantojot acetonitrilu.
Rezultatu iegtiSanai tika izmantots gradientu paris, kura acetonitrila koncentraciju no 15 lidz 50%

mainija 5 un 10 mindtes.
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Tikai peroksidazei (11) un sorbentam Poroshell 300 SB-C18 gradienta slipuma vértiba
parsniedz literatiira atrasto vértibu, kura savienojumiem ar molekularo masu >500 Da ir
10<k*<100. Ta ir 107. Pargjam olbaltumvielam gradienta slipums ieklaujas $ajas robezas.

Apskatot grafiku, tika ieverota sakariba, ka dazam olbaltumvielam gradienta slipuma vértibas
dazadiem sorbentiem ir lidzigas. ST sakariba ir novérota olbaltumvielai 8 un 12. Olbaltumvielu 1,
5 un 6 gadijuma slipuma vertibas ir Iidzigas vienas markas sorbentiem, tas ir slipuma vértibas ir
lidzigas sava starpa sorbentu parim Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 un sorbentu
parim Poroshell 300 SB-C18 un Poroshell 300 Extend-C18.

Olbaltumvielam 2, 4, 7 un 11 ir novérots ka gradientu slipuma vertiba ir [idziga tikai vienam
sorbentu parim — Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18. Tas nozimé, ka S$im
olbaltumvielam Poroshell 300 SB-C18 un Poroshell 300 Extend-C18 sorbenta ipasibas ietekmé
olbaltumvielu uzvedibu kolonna, bet Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 — neietekmé.

Olbaltumvielam 3, 10, 13 un 14 gradienta slipuma vértibas katram sorbentam ir dazadas,

tadgjadi, visi sorbenti ietekmé olbaltumvielu uzvedibu kolonna.
m Poroshell 300SB-C18 m Poroshell 300Extend-C18
m Zorbax 300SB-C18 Zorbax 300Extend-C18

100
80

ulthidh

9 10 11 12 13 14

o O o

3.3. att. Acetonitrila gradienta slipumi

3.3. Attela paraditi gradienta slipumi, kuri ir iegiiti izmantojot Poroshell 300 SB-C18,
Poroshell 300 Extend-C18, Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 sorbentus, par
organisko skidinataju izmantojot metanolu. . Rezultatu iegiiSanai tika izmantots gradientu paris,

kura metanola koncentraciju no 15 Iidz 50% mainija 5 un 10 mintites
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Metanola gadijuma gradienta slipuma vértiba neparsniedz literatira atrasto lielumu.
Atskiriba no acetonitrila, lielakai dalai olbaltumvielu novérota gradienta slipumu veértibu izkliede
dazadam olbaltumvielam. Olbaltumvielam 2, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13 un 14 gradienta slipums ir
atskirigs katram sorbentam. Tas nozimé, ka So olbaltumvielu uzvedibu ietekmé sorbentos esosas
polaras funkcionalas grupas.

Olbaltumvielu 1, 3 ,4 un 8 gadijuma vienam no sorbenta pariem ir lidzigs gradienta slipums.
Olbaltumvielai 1 gradienta slipums ir lidzigs Poroshell 300 SB-C18 un Poroshell 300 Extend-C18
sorbentiem, bet olbaltumvielai 8 Siem pasiem C18 sorbentiem gradienta slipuma vértibas ir
vienadas. Olbaltumvielam 3 un 4 gradienta slipums ir lidzigs Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300
Extend-C18 sorbentiem. Olbaltumvielam 1 un 8 sorbenta ipasibas ietekmé to uzvedibu tikai Zorbax
300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 sorbentos, bet olbaltumvielam 3 un 4 — Poroshell 300 SB-
C18 un Poroshell 300 Extend-C18 sorbentos.

Lidzigi ka acetonitrilam, var izdarit secinajumi, ka §Tm olbaltumvielam sorbents biitiski

ietekmg gradienta slipumu, tad&jadi ietekmg&jot olbaltumvielu sorbciju.

m Poroshell 300SB-C18 m Poroshell 300Extend-C18

m Zorbax 300SB-C18 Zorbax 300Extend-C18
100
80
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; | |l
2 3 4 5 9 10 11 12 13 14

3.4. att. Metanola gradienta slipumi

3.3. Olbaltumvielu gradienta izdaliSanas faktori

Izmantojot gradienta slipumu, tika izrékinati gradienta izdaliSanas faktori. 3.5. Attéla ir
paraditi olbaltumvielu gradienta izdaliSanas faktori atkariba no sorbenta veida, par organisko
skidinataju izmantojot acetonitrilu. Poroshell 300 SB-C18 un Poroshell 300 Extend-C18
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sorbentiem gandriz visam olbaltumvielam gradienta izdaliSanas faktori ir Iidzigi. Batiska atSkiriba
starp gradienta izdaliSanas faktoriem ir olbaltumvielam mioglobinam (6) un elastazei (9).
Mioglobinam gradienta izdalisanas faktors sorbentam Poroshell 300 SB-C18 ir gandriz 7 reizes
lielaks neka sorbentam Poroshell 300 Extend-C18 iegatam gradienta izdaliSanas faktoram.
Elastazei ir noveérots pretéjs efekts - izdaliSanas laiks no sorbenta Poroshell 300 SB-C18 ir gandriz
4 reizes mazaks neka no Poroshell 300 Extend-C18.

Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 olbaltumvielu gradienta izdalisanas faktoru
vertibas arf ir lidzigas. Olbaltumvielu citohromam C (3) sorbentam Zorbax 300 SB-C18 gradienta
izdaliSanas faktors ir divas reizes liclaks par sorbentam Zorbax 300 Extend-C18.

Salidzinot Zorbax sorbentus un Poroshell sorbentu olbaltumvielu gradientu izdaliSanas
faktoru vértibas, tika konstatéts, ka Zorbax sorbentiem tie ir augstaki neka Poroshell sorbentiem.
Butiska izdaliSanas faktora atSkiriba starp Poroshell un Zorbax sorbentiem ir novérota
olbaltumvielai — elastazei (9). Elastazes gradienta izdaliSanas faktors Zorbax 300 SB-C18 un
Zorbax 300 Extend-C18 ir divreiz lielaks par elastazes gradienta izdaliSanas faktoru Poroshell 300
Extend-C18 sorbentam un piecas reizes lielaks neka Poroshell 300 SB-C18 sorbentam. Zorbax
kolonnam tiek izmantots porainas silikagela mikrosféras, Poroshell kolonnam tiek izmantotas

porainas silikagela granulas.

m Poroshell 300SB-C18 m Poroshell 300Extend-C18

*
K m Zorbax 300SB-C18 Zorbax 300Extend-C18

20
15

10

JJnH|Jhﬂ Hdﬂnd

10 11 12 13 14

3.5. att. Olbaltumvielu izdali§anas faktori, noteikti par kustigo fazi izmantojot acetonitrilu

Olbaltumvielu izdaliSanas faktori, izmantojot ka organisko $kidinataju metanolu ir paraditi

3.6. attela. Lidzigi ka acetonitrilam, olbaltumvielu gradienta izdaliSanas faktori, kas iegtti ar
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metanolu ir tuvi. Vislielaka atSkiriba starp olbaltumvielu gradienta izdaliSanas faktoriem Poroshell
300 SB-C18 un Poroshell 300 Extend-C18 sorbentiem ir L-glutamazes dehidrogenazei. Faktori
atSkiras 2 reizes un sorbentam Poroshell 300 SB-C18 tas ir lielaks. Peroksidazei ar Poroshell 300
Extend-C18 sorbentu iegutais faktors ir 3 reizes lielaks par ar sorbentu Poroshell 300 SB-C18
izdaliSanas faktoru. Grafiks pierada augstak minéto sakaribu, ka sorbentos ,,iestitas” sorbenta

grupas var butiski ietekmét gradienta izdaliSanas faktoru.

m Poroshell 300SB-C18 m Poroshell 300Extend-C18
k*  mZorbax 300SB-C18 Zorbax 300Extend-C18
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3.6. att. Olbaltumvielu izdali§anas faktori, noteikti par kustigo fazi izmantojot metanolu

Organiska Skidinataja ietekmes novértéSanai tika iegiita izdaliSanas faktoru atkariba no
organiska skidinataja (metanola vai acetonitrila), kas paradita 3.7. attela Poroshell 300 SB-C18
sorbentam. Organiskam $kidinatajam metanolam piemit tieksme atdot protonu — skabums un,
iesp&jams tadel olbaltumvielu aizture notiek hidrofilo mijiedarbibu dél, savukart, acetonitrilam ir
liels dipolmoments, tapéc sorbcija notiek pateicoties dipola-dipola mijiedarbibam.

Apskatot 3.7. att€lu, tika konstatéts, ka Poroshell 300 SB-C18 gadijuma olbaltumvielai 7 ir
izteiktas dipola-dipola mijiedarbibas sorbcijas procesa. Olbaltumvielam 2, 3 un 9 lielaka
izdaliSanas faktora veértiba ir ar metanolu, kas, iesp&jams, norada uz §is olbaltumvielas domingjoso
hidrofobo iedarbibu izpausmi Poroshell 300 SB-C18 sorbenta gadijuma. Lielakai dalai

olbaltumvielu vienlidz stipri gradienta izdalisanas faktoru ietekme gan metanols, gan acetonitrils.
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3.7. att. Izdalisanas faktoru saisttba metanolam un acetonitrilam Poroshell 300 SB-C18 sorbenta

3.8. attéla ir paradita gradienta izdalisanas faktoru korelacija starp metanolu un acetonitrilu
Poroshell 300 Extend-C18 sorbentam. Olbaltumvielai 9 ir novéroti lidzigi gradientu izdalisanas
faktori gan metanolam, gan acetonitrilam ar Poroshell 300 Extend-C18. Izteikti hidrofobs raksturs
novérots olbaltumvielam 2 un 11. Lidzigi ka Poroshell 300 SB-C18 sorbentam, Poroshell 300
Extend-C18 sorbenta gadijuma izdaliSanas faktora vértibu vienadi ietekm& gan metanols, gan

acetonitrils.
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3.8. att. IzdaliSanas faktoru saistiba metanolam un acetonitrilam no sorbenta Poroshell 300 Extend-
C18

Zorbax 300 SB-C18 gadijuma (skat. 3.9. att€lu) olbaltumvielam 3 un 9 novéro izteiktas

dipola-dipola mijiedarbibas, bet olbaltumvielai 3 - hidrofobas mijiedarbibas ir vajas. Savukart,

olbaltumvielai 9 hidrofoba mijiedarbibas ir vid&ji izteiktas. Lielakai dalai olbaltumvielu piemit

vienlidz stipras dipola-dipola un hidrofobas mijiedarbibas.
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3.9. att. Izdalisanas faktoru saistiba metanolam un acetonitrilam no sorbenta Zorbax 300 SB-C18
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3.10. attela ir paradita izdaliSanas faktoru saistiba starp metanolu un acetonitrilu Zorbax 300
Extend-C18 sorbentam. Izpemot olbaltumvielu 9, pargjam olbaltumvielam dipola-dipola un
hidrofobas mijiedarbibas ir lidzigas , bet to vertibas nav lielas. Olbaltumvielai 9 ir izteiktakas gan
dipola-dipola, gan hidrofobas mijiedarbibas. Abu tipu mijiedarbibas lidzigi ietekm¢ izdaliSanas

faktoru.
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3.10. att. IzdaliSanas faktoru sakariba metanolam un acetonitrilam Zorbax 300 Extend-C18

sorbentam

Salidzinot 3.7., 3.8., 3.9. un 3.10. att€lus, var ieverot sakaribu, ka izdaliSanas faktoru ietekme
gan izveletais organiskais $kidinatajs, gan sorbenta veids.

Attélojot grafiski slipuma un izdaliSanas faktora vértibas Poroshell sorbentiem (skat. 3.11.
att€lu) un Zorbax sorbentiem (skat. 3.12. att€lu) tika konstatéta sakariba, ka paliclinoties slipuma
vertibai, samazinas izdaliSanas faktors. Sakariba ir sp€ka abiem izmantotiem organiskiem

skidinatajiem un visiem sorbentiem.
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Olbaltumvielu izdalisanas faktoru atkariba no molekularas masas Poroshell 300 SB-C18,
Poroshell 300 Extend-C18, Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 sorbentiem un
organiskam skidinatajam acetonitrilam ir paraditas 3.13. attéla. lzdaliSanas faktori ir [idzigi visiem
pétitajiem sorbentiem. Iznémums ir olbaltumvielam ar molekularo masu 12,0 kDa, 17,8 kDa, 25,9

kDa, 67,0 kDa un 290,0 kDa. Sim olbaltumvielam izdali$anas faktori ir lidzigi tikai viena no

Zorbax 300 SB-C18 Poroshell 300 SB-C18

Zorbax 300 Extend-C18 Poroshell 300 Extend-C18
10 20 30 40 50
S

3.11. att. Slipuma un izdaliSanas faktora sakariba acetonitrilam

Zorbax 300 SB-C18 Poroshell 300 SB-C18
Zorbax 300 Extend-C18 Poroshell 300 Extend-C18
5 10 15 20 25 30 35

3.12. att. Slipuma un izdaliSanas faktora sakariba metanolam

sorbenta tipa gadijuma.
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Poroshell 300 SB-C18 sorbenta vismazakais izdaliSanas faktors ir olbaltumvielai ar
molekularo masu 44,0 kDa un tas ir 1,10. Vislielakais izdaliSanas faktors ir olbaltumvielai ar
molekularo masu 17,8 kDa un ta vértiba ir 8,40.

Sorbentam Poroshell 300 Extend-C18 vismazakais izdaliSanas faktors ir olbaltumvielai ar
vislielako molekularo masu (290,0 kDa) — 1,24. Vislielaka vertiba ir 9,63 un ta ir olbaltumvielai ar
molekularo masu 25,9 kDa.

Zorbax 300 SB-C18 sorbentam liclakai dalai olbaltumvielu izdaliSanas faktoru vértiba ir
lidziga. Vislielakais izdaliSanas faktors ir novérots olbaltumvielai ar molekularo masu 25,9 kDa un
ta vertiba ir 18,85, vismazaka izdaliSanas faktora olbaltumvielai ar molekularo masi 29,0 kDa —
2,62.

Zorbax 300 Extend-C18 sorbentam un organiskam $kidinatajam acetonitrilam vislielakais
izdaliSanas faktors ir noverots olbaltumvielai ar molekularo masu 25,9 kDa. Ta vertiba ir 18,56.
Vismazaka izdaliSanas faktora veértiba ir acetonitrilam ka organiskam Skidinatajam -—

olbaltumvielai ar molekularo masu 66,5 kDa.

m Poroshell 300SB-C18 m Poroshell 300Extend-C18
k' m Zorbax 300SB-C18 Zorbax 300Extend-C18
20
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3.13. att. Olbaltumvielu izdaliSanas faktoru atkariba no molekularas masas. Kustiga faze —

acetonitrils

Olbaltumvielu izdaliSanas faktoru atkariba no molekularas masas Poroshell 300 SB-C18,
Poroshell 300 Extend-C18, Zorbax 300 SB-C18 un Zorbax 300 Extend-C18 sorbentiem un

organiskam skidinatajam metanolam ir paraditas 3.14. attela. IzdaliSanas faktoru veértibas vienas
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molekularas masas un dazadu sorbentu gadijuma diezgan krasi atSkiras gandriz visam
olbaltumvielam.

Poroshell 300 SB-C18 sorbentam vismazakais un vislielakais izdaliSanas faktors ir
molekularajam masam 17,8 kDa un 290,0 kDa un tie attiecigi ir 0,96 un 21,74. Sorbentam

Poroshell 300 Extend-C18 pie kustigas fazes metanols vismazaka vértiba ir 0,96 —
olbaltumvielai ar molekularo masu 18,0 kDa un vislielaka 8,67 — olbaltumvielai ar molekularo
masu 290,0 kDa.

Zorbax 300 SB-C18 sorbentam vislielakais izdaliSanas faktors ir novérots olbaltumvielai ar
molekularo masu 25,9 kDa un ta veértiba ir 17,48. Vismazaka izdaliSanas faktora vertiba
metanolam 3,58 molekularai masai 290,0 kDa.

Zorbax 300 Extend-C18 sorbentam vislielakais izdaliSanas faktors ir novérots olbaltumvielai
ar molekularo masu 25,9 kDa, ir 15,14. Vismazaka izdaliSanas faktora vértiba ir metanolam — 2,89

olbaltumvielam ar molekularo masu 17,8 kDa un 66,5 kDa.

m Poroshell 300SB-C18 m Poroshell 300Extend-C18

k' m Zorbax 300SB-C18 Zorbax 300Extend-C18
20

15

10

ﬂHhuJJJJ J 3 L

6'1 b" \%'1 bﬂ bg'u bﬂ /\'a %'v qi)'u (\9" b‘bﬂ bb é\ﬂq?)Qﬂ
M, kDa

3.14. att. Olbaltumvielu izdali§anas faktoru atkariba no molekularas masas: kustiga faze — metanols
Apkopojot rezultatus, ievérots, ka kopuma olbaltumvielu izdaliSanas faktors nepalielinas,
palielinoties olbaltumvielu molekularajai masai. Tas nozimé, ka izdaliSanas faktors nav tikai

atkarigs no molekularas masas, bet ari no hidrofilajam mijiedarbibam starp olbaltumvielu

molekulas k&deém un sorbenta silanolgrupam.
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SECINAJUMI

. Zorbax sorbentiem piemit lielaka hidrofobitate neka Poroshell sorbentiem.
Silanolaktivitate Poroshell 300 SB-C18, Poroshell 300 Extend-C18 un Zorbax 300 SB-C18
sorbentiem ir lidziga, bet Zorbax 300 Extend-C18 sorbenta ta vertiba ir mazaka.

. Gradienta slipums un izdaliSanas faktors (k*) ir atkarigs gan no sorbenta, gan no izvéléta
organiska Skidinataja.

Palielinoties gradienta slipuma vértibai, samazinas ari izdali$anas faktora (k*) vertiba.
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