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ANOTACIJA

Proteinu analizéSanas iespéjas izmantojot pasgatavotas nanokolonnas. Magistra darbs.
Rozenvalds R., darba vaditaji Dr.chem. Nakurte I., Dr. biol. Peil L., 50 lapas, 29 attéli, 10

tabulas, 19 literattiras avoti, 8 att€li pielikuma. LatvieSu valoda.

MONOLITI, NANOKOLONNAS, AUGSTI EFEKTIVA SKIDRUMA
HROMATOGRAFIJA, PROTEINU ANALIZESANA

Literatiiras apskata ir aprakstita monolitu kolonnu veidosana, vésture un tipi, ka ar tehnikas ar

dalinam pakoto kolonnu izveid€. Tapat apskatita ir abu kolonnu izmantoS$ana proteinu analizg.

Darba praktiskaja dala ir veikta vairaku monolitu kolonnu sintéze, ka arT veikta dalinu kolonnu
pakoSana. Abas kolonnas ir testétas ka potencialas analitiskas kolonnas izmantoSanai proteinu

analizg, savukart monolitu kolonnas ir testétas ar1 ka priekSkolonnas.



ABSTRACT

Investigation of protein analysis using non-commercial nanocolumns. Master thesis.
Rozenvalds R., supervisors Dr.chem. Nakurte 1., Dr. biol. Peil L. 50 pages, 29 figures, 10 tables,

19 literature references, 8 figures in appendix. In Latvian.

MONOLITHS, NANOCOLUMNS, HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY, PROTEOMICS

The theoretical part of this thesis contains a literature review about monolith column synthesis,
history and types. Also, a brief review of making a packed particle nanocolumn and application

of both column types in analyses is described.

The experimental section contains a description of monolith nanocolumn synthesis and creation
of packed particle nanocolumns. Both types of columns are tested as analytical columns in

protein analysis, but monolith columns are tested as pre-columns as well.
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Izmantotie apziméjumi

SH — §kidruma hromatografija

AESH — augsti efektiva $kidruma hromatografija

SEM — skengjosais elektronu mikroskops

MS — masas spektrometrija

THF — tetrahidrofurans

TMOS — tetrametoksisilans

VTMS — viniltrimetoksisilans

PEG — polietiléna glikols

PEG 10 — polietiléna glikols ar vidéjo molmasu 10000 g/mol
PEG 20 — polietiléna glikols ar vidéjo molmasu 20000 g/mol
LP — lauroil peroksids

ACN - acetonitrils

ESI — elektroiesmidzinasana

DDT - dihlordifeniltrihloretans

SILAC — aminoskabju iezim&Sana ar stabiliem izotopiem



IEVADS

Kop$ pirmajiem méginajumiem $kidruma hromatografija, ko iezimé Mihaela Cveta
eksperiments, kas norisinajas vairak neka pirms 100 gadiem un kura tika izmantota paliela
diametra stikla caurule, kas pildita ar neregularas formas kalcija karbonata dalinam, ir sperti
daudzi soli, ka rezultata tagad mums ir pieejamas hromatografijas metodes, kas sp¢j atdalit pat
hiralos savienojumus, turklat analizes laiks ir biitiski sarucis, bet kolonnu selektivitate un
iz8kirSana — palielinajusies. Metodes klust arvien jutigakas un nereti — a1 vienkarsakas.

Saskatot tendences un nozares vajadzibas, talakais attistibas virziens jau ir visai skaidrs
— izstradat analizes metodes, kas laus analiz&t arvien sarezgitakus paraugus, pec iesp&jas isaka
laika, iegtistot augstaku jutibu un labaku vielu sadaliSanu, turklat to visu paveiks, patérgjot
arvien mazak kimisko reagentu.

Redzot 1idzsingjas tendences un nakotnes prasibas, nanokolonnu izmantoSana skidruma
hromatografijas analizés jau $kiet ka viens no nakamajiem logiskajiem soliem. Rezultata tiktu
sasniegtas vairakas v€lamas Ipasibas, sakot no resursu ietaupiSanas, beidzot ar hromatografisko
parametru uzlabosanu.

Varda “nano” lietoSana Saja konteksta nozimée, ka kolonnu iekS€jais diametrs ir sarucis
lidz platumam, kas neparsniedz cilvéka mata diametru. Ir skaidrs, ka §is tehnologijas
izmantoSana nak roku roka ar jauniem izaicinajumiem.

Bitiba nanokolonnu izveidé Sobrid ir divi virzieni. Pirmais no tiem ir monolitu
nanokolonnu sintéze, kas nodroSina nelielajiem izme&riem pateicigas ipasibas, pieméram
augstaku mobilas fazes caurpliidi, nodroSinot krietni zemaku pretspiedienu, salidzinot ar dalinu
kolonnam, ka rezultata iesp&jams samazinat analizes laiku. Vienlaikus gan jaatzimé, ka
monolitu struktiiras veidoSana tik Saura diametra caurul@s prasa loti ripigu un akuratu darbu un
nevainojami izstradatu un izpilditu sint€zes recepti.

Otrs virziens ir nano izméra kapilaru pildiSana ar komerciali pieejamajam sorbentu
dalinam. Lai arT So kolonnu izveidoSana ir izaicinajums, pateicoties nelielajiem izmériem,
defektu ir biitiski mazak, turklat kolonnas veidoSanas laiks ir krietni 1saks, ja salidzina ar jau
iepriek§ piemin€tajam monolitu nanokolonnam. Vienlaikus gan janem véra, ka $ada tipa
kolonnam ir augstaks pretspiediens.

Lai ieglitu zinasanas abu tipu nanokolonnu veidos$ana, $1 darba ietvaros autors ir devies
gan uz Oslo Universitates Matematikas un dabaszinatnpu fakultates Analitiskas biokimijas
nodalas laboratoriju, lai tur apgiitu monolitu veido$anas tehniku un uzlabotu tur izstradato
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sint€zes recepti, ka ari uz Tartu Universitates Tehnologiju institiitu apgit ar dalinam pakoto
nanokolonnu veido$anas tehniku.
Ieverojot, to, ka §1s nanokolonnas visbiezak tiek veidotas un izmantotas bioanalitiskas

kimijas laboratorijas, izveidoto kolonnu sniegums tiks noteikts, analiz&jot proteinu paraugus.

Magistra darba merkis ir:

Apzinat dazadu veidu pastaisttu nanokolonnu pielietojamibu proteinu analizg.

Darba uzdevumi:

1. Sintez&t monolitu nanokolonnas p&c Oslo Universitates Matematikas un dabaszinatnu
fakultates Analitiskas biokimijas nodala izstradatas metodes un iesp&ju robezas uzlabot to.

2. lIzveidot ar sfériskam dalinam pakotas nanokolonnas.

3. Parbaudit izveidoto kolonnu kvalitati un savstarpgji salidzinat tas

4. TIzvertet kolonnu piemérotibu protetnu paraugu analizg.

Magistra darba témas aktualitate ir sekojoSa — pirmkart, Latvija nanokolonnas Skidruma
hromatografija netiek veidotas, tapéc $1 darba ietvaros tiek iegiita Latvijas mérogiem unikala
pieredze.

Otrkart, gan apgistot un uzlabojot monolitu nanokolonnas sint€zes recepti, gan apgiistot
pakoto kolonnu veidoSanas tehniku, laboratorijas iesp&jams ietaupit Iidzeklus, aizvietojot
komerciali pieejamas kolonnas ar paStaisitam.

Dala no magistra darba apskatitajiem rezultatiem ir icklauti Journal of Chromatography
A ,Self-packed core shell nano liquid chromatography columns and silica-based monolithic
trap columns for tageted proteomics. 19 (1498), pp.111-119,
doi:10.1016/j.chroma.2017.03.043. Publikacijas autori - H.S. Berg, K.E. Seterdal, T. Smetop,
R.Rozenvalds, O.K. Brandtzaeg, T.Vehus, E. Lundanes, S.R. Wilson.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1 Ieguvumi no “nano” izméru izmanto$anas Skidruma hromatografija

Hromatografija misdienas ir vados$a analitiskas kimijas analizes metode, kura
sastopama gandriz ikviena pétnieciskaja laboratorija, kurd veic savienojumu izdaliSanu,
identifikaciju un kvantitativo analizi. Viens no svarigakajiem hromatografiska procesa
priek$nosacijumiem ir pareiza kolonnas izvéle. Miisdienas turpinas kolonnu izméru, it ipasi
diametra samazinaSana. Samazinot kolonnas diametru, iesp&jams biitiski ietaupit patéréto
kustigo fazi un palielinat metodes jutibu. Jutiba palielinas, tapéc, ka, samazinot diametru,
samazinas ar1 kustigas fazes raditie trauc€josie faktori. Tas nozimée, ka teor&tiski, samazinot
kolonnas diametru no 4,6 mm uz 0,050mm, jutiba palielinasies teju 8500 reizes [1].

Atkariba no izmantotas kolonnas diametra un aparatiiras Skidruma hromatografiju ir
iesp&jams sadalit apaksnodalijumos, kas apkopoti 1.1. tabula.

1.1 tabula
AESH iedalTjums p&c izmantotis kolonnas iek$gja diametra [2]
Hromatografijas apaksSnodalijums Kolonnas iekséjais diametrs (mm)
Konvencionala SH 3-5
Saura diametra SH 1-3
Mikro SH 0,5-1
Kapilara SH 0,1-0,5
Nano SH 0,01-0,1
Atvertas caurplides SH 0,005-0,05

Tiesa, jau sakuma jamin, ka kolonnas diametra samazinasSana lidz nano izm&riem ir visai
problematiska, prasot ne tikai jaunus, bet ari sarezgitus tehniskus risinajumus. Vispirms
jauzsver, ka §ada izméra kolonnas oper€ ar krietni mazakiem kustigas fazes pliismas atrumiem.
Ieverojot to, ka So izméru izmanto tiesi petnieciskajas laboratorijas, kuru skaits ir salidzinosi
neliels, kompanijas, kas razo hromatografiskas iekartas un kolonnas, nesteidz nodroSinat
tehniskos risinajumus $adiem hromatografijas izmeriem, tapéc lidztekus dargam un tikai dalgji
pieejamam laboratorijas aprikojumam, laboratorijam nakas izstradat vai pielagot atseviskas
aparatiiras dalas pasam.

Par spiti izdaudzinatajiem plusiem un skaidrai vizijai, ka izméru samazinasana lidz nano

izm@riem ir nakotne, nakas sastapties ar realitati, ka nano izmé&ra hromatografijas metodes un
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aparatiira ir agrina attistibas stadija. Pieméram, hromatografiskas sistémas siikni, kas spgj
nodros$inat pietiekami 1&€nu kustigas fazes plismu, lai to varétu izmantot kopa ar nanokolonnam,
visbiezak ir modificéti parastie hromatografijas stkni, no kuru nodro§inatas pliismas tiek
izmantota tikai neliela dala. Rezultata kustigas fazes patérins ir tads pats ka parastam iekartam.
Jaatzim€ gan, ka tam iekartam, kas sp&j nodroSinat nano meérogiem atbilstoSu pliismu, to
nedalot, ir cits minuss — $adas pliismas apstaklos nav iesp&jams izmantot aparatos integrétos
degazatorus, jo nanopliismas apstaklos vakuuma tipa degazatori var panakt to, ka organiskais
Skidinatajs dal&ji vai pilniba iztvaiko, mainot kustigas fazes sastavu. [3]

Tapat jamin fakts, ka nemot véra nelielos izmérus, daudz lielaku ieguldijumu smailu
paplasinasana dod dazadi “tuksie” tilpumi, pieméram, kolonnas savienojumu vietas. Turklat
sadu “tukso” tilpumu izskausana ir krietni sarezgitaka neka normala izméra hromatografija, jo
visiem savienojumiem ir perfekti jasader. Tas, savukart, ir sarezgits uzdevums, nemot véra, ka
dala no sadiem savienojumiem, dardzibas un pieejamibas dgl, tiek raZoti laboratorija uz vietas
[1].

Saja bridi gan jamin, ka no “tuk$ajiem” tilpumiem var lieliski izvairities, ja par
detektoru tiek izmantota MS iekarta, kas aprikota ar ESI paraugu ievadiSsanu. Turklat ESI
izmantoSana lieliski sader ar izméru samazinasanu lidz nano izméram. Salidzinot ar parasto
ESI, nanopliismas ESI var nodroSinat 1idz pat 50 reizém labaku jutibu, turklat samazinata
mobilas fazes plisma rezult€sies mazakos ESI pilienu izméros, ka rezultata uzlabosies

desolvatacija, jonizacija un MS efektivitate [4].

1.2 Monolitu kolonnu aizsakumi

Monolitu kolonnu aizsakumi mekl&jami jau 1950. gada, kad tika veidotas pirmas
poliméru struktiiras, tiesa, toreiz tie bija g€lam Iidzigi poliméri, kuru izturiba pret paaugstinatu
spiedienu bija maza. Pirmo polimerizaciju stikla kolonna 1967. gada veica ¢ehs M. Kubins
(Kubin). Jaatzimé gan, ka kolonnas efektivitate bija zema. Tris gadus vélak tika izveidotas
kolonnas, kas pilditas ar atvértu poru poliuretana pildfjumu. Sis kolonnas bija paredz&tas gan
GH, gan AESH analizém, tatu tas netika plasi izmantotas galvenokart mehaniskas izturibas
trikuma dg] [5].

Tiesa, tikai pagajusa gadsimta astondesmitajos gados, kad zinatnieki saka meklét

pilnvertigu alternativu pakotajam dalinu kolonnam, aizsakas intensivaks darbs pie monolitu



kolonnam. Tas rezultgjas ar pirmajam pilnvertigi izmantojamajam monolitu struktiiras
kolonnam pagajusa gadsimta devindesmito gadu sakuma.

Par moderno monolitu struktiiru pionieri varam uzskatit ¢ehu Frantideku Svecu
(Frantisek Svec), kas pirmo pilnvertigi izmantojamo monolitu struktiiras hromatografijas
kolonnu sintez&ja 1991. gada [6].

Paraléli F. Sveca komandai darbu pie monolitu nanokolonnam veica ari Upsalas
Universitates Biokimijas nodala Stelana Hjertena (Stellan Hjerten) vadiba un Kioto
Tehnologiju institita komanda Nobuo Tanakas (Nobuo Tanaka) vadiba. So tris un ar citu
pétniecisko komandu ieguldijums vairak neka 20 gadu laika ir rezultgjies fakta, ka monolitu
kolonnas vairs nav tikai nepraktiska ekstra, ko var izveidot vien dazas laboratorijas, bet gan
komerciali pieejams produkts, ko izmanto pat farmacijas industrija [7].

Labakas monolitu kolonnas, kas var lepoties ar lielu makroporu un mezoporu
daudzumu, var sasniegt virsmas laukumu pat 600 m%/g. Sis skaitlis ir lidzvértigs tam, ko
nodroSina komerciali pieejamas pakotas kolonnas.

Paslaik, ir iesp&jams iegadaties komerciali razotas monolitu kolonnas no tadiem
razotajiem ka Merck, Phenomenex un Thermo. Piedavatas kolonnas ir pieejamas ar C8 un C18

funkcionalam grupam, bet to diametrs sakas no 50 um [8].

1.3 Monolitu kolonnu veidi un sintézes metodes

Skidruma hromatografija parsvara tiek izmantotas kolonnas, kas pilditas ar sfériskas,
regularas formas dalinam. Tiesa, eksist€ arT monolitu kolonnas, kuras sastav no monolitas
struktiiras, kura kustiga faze tiek virzita cauri neregularas formas kanaliem un poram. Uz $o
kanalu un poru virsmam ir iesp&jams pievienot funkcionalas grupas, lai nodroSinatu vélamo
aktivas vielas un stacionaras fazes mijiedarbibu.

Eksisté divi galvenie monolitu kolonnu veidi — organisko un neorganisko poliméru
monolitu kolonnas. Ir pieejamas arT hibrida tipa monolitu kolonnas, kura monolitu veido gan
no neorganiskajiem, gan organiskajiem polimériem [7].

Monolitu kolonnas, kas veidotas uz organisko poliméru bazes, parasti tiek veidotas
kapilara. Pievadot siltumu, radiaciju vai atbilstoSu gaismas energiju tiek ierosinatas brivo
radikalu polimerizéSanas reakcijas no attiecigajiem monomeé&riem. Lai veidotos poras,
ievadamajam Skidumam ir japievieno porogéni. Mainot izmantoto porogénu, ka ari
polimerizéSanas temperatiiru un laiku iesp&jams izmanit arT iegiito poru parametrus.

Jaatzime, ka monolitiem, kas veidoti uz organisko polim&ru bazes, ir relativi zemaka

mehaniska izturiba. Tapat Siem monolitiem ir zemaka kimiska izturiba un atkariba no
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izmantotajiem organiskajiem $kidinatajiem, monolitu poras var uzbriest vai sarauties. Rezultata
§1tipa monolitiem ir relativi 1saks dzives ilgums, salidzinot ar neorganisko poliméru monolitiem
un zemaka rezultatu reproduc€jamiba (noverotas nobides vielu izdaliSanas laikos). Turklat
organisko poliméru kolonnas tikai retos gadijumos ir stabili temperatiiras, kas parsniedz 200°C.

Organisko monolitu stacionaras fazes ir ar salidzinosi zemu virmas laukumu un relativi
lielam poram, kas padara $o stacionaro fazi pieméerotu lielu bio-molekulu atdalisanai [7].

Vispopularakais materials neorganisko monolitu kolonnu veidoSanai ir silicijs. Silicija
monolitu kolonnas, at$kiriba no organisko monolitu kolonnam, necies no organisko skidinataju
izraisitas uzbrieSanas vai sarausSanas, savukart to struktiira sp€ izturet ar1 1paSi augstas
temperatiiras, kas parsniedz 750°C [7,9].

Tiesa, ka negativs aspekts jamin, ka silicija monolitu darba pH diapazons ir no pH 2
lidz pH 8, turklat monolitu iesp&jams degradét ar atseviSskam kustigajam fazém, pieméram,
fosfatu buferskidumiem. Vienlaikus jaatzime, ka silicija monolits parasti sastav no liela skaita
makro un mezoporam, kas lauj sasniegt salidzinosi lielu virsmas laukumu. ST pasiba padara
silicija monolitus par piem&rotiem mazu un makro izméra molekulu atdaliSanai [7,9].

Neorganisko monolitu kolonnu veidoSanai tiek izmantoti ar1 tadi elementi (parsvara
oksidi) ka cirkonijs, titans, aluminijs, hafnijs, ogleklis, dzelzs, zelts, sudrabs, c&rijs un
germanijs. AtseviSskos gadijumos tiek veidotas ar1 hidroksiapatitu kolonnas. Lai arT silicija
monoliti ir visuniversalakie, katra iepriek$ pieminéta elementa izmantoSana monolitu sinteézé
var radit vélamus efektus vielu atdaliSana [9].

Piem@ram, aluminija un cirkonija oksidi ir amfoterie oksidi, ka rezultata tiem ir augstaka
pH stabilitate, salidzindjuma ar silicija monolitiem. Ipasi efektivs ka stacionara faze aluminija
oksids ir gadijumos, kad jaatdala baziskie savienojumi, savukart cirkonija oksids ir pieméerots
Luisa skabju un bazu atdaliSanai, ka arT atsevisku biomolekulu, it 1pasSi proteinu un peptidu
atdaliSanai. Tapat jamin fakts, ka cirkonija oksids ir blivaks, ka rezultata tam ir augstaka
mehaniska izturiba, ja salidzina ar silicija monolitiem [9].

Pieméram, zelta oksida monoliti ir lieliski piem&roti tiol-grupu saturo$u biomolekulu
izdaliSanai, savukart, dzelzs oksida monoliti ir piem&rotaki, lai izdalitu vielas, kas satur

funkcionalas grupas ar skabekli [9].

1.4 Poru izveidoSana silicija monolita

Monolitu kolonnu kvalitate galvenokart tiek saistita ar poru izmé&ru, to sadalijumu un
daudzumu. P&c izmériem iz8kir mikroporas (diametrs mazaks par 2nm), mezoporas (diametrs
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starp 2 nm un 50 nm) un makroporas (diametrs liclaks par 50 nm). Mezoporas un makroporas
aplikojamas 1.1 attela. Lielakas poras un lielaks to daudzums samazina spiedienu, savukart
lielaks mazo poru Tpatsvars nodrosina labaku analita-stacionaras fazes mijiedarbibu, ka

rezultata uzlabojas vielu atdaliSana. Monolita skeleta porainiba parasti sasniedz 45-50% [10].

s
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1.1.att. Ar augstas izSkirtspéjas SEM uznemtie monolita kolonnas $kérsgriezuma attéeli, kas
vizualizé kolonna esoSo monolita struktiiru, ka arl makroporas un mezoporas. Attéli no Oslo

Universitates Analitiskas biokimijas nodalas arhiva.

Silicija skelets kapilara tiek izveidots “sol-gel” (no anglu valodas solution-gel jeb
Skiduma ggla) procesa. Ta ir metode, p&c kuras tiek iegiitas cietas struktiiras materials no
Skiduma, kas satur mazas molekulas [6].

Silicija skelets tiek veidots hidrolizgjot silanus vai to maisijumus, pieméram, izmantojot
TMOS vai MTMS. Tiesa, lai skelets izveidotos ar makroporam, nepiecieSams pievienot inertu
savienojumu, kas kalpos ka porogéns. Notiekosa reakcija ir polikondensésanas reakcija, kuru
produkts ir ciets silicija monolita skelets, savukart starpa esoSais porogens ir tideni $kistoSs un
velak tiek izskalots. Attieciba starp izmantoto silanu un porogénu nosaka iegiita monolita
skeleta un makroporu parametrus. Palielinot izmantota porogéna koncentraciju, palielinas
vid€jais makroporu izmérs. Ja porogéna koncentracija ir parak liela, tad iegtta strukttira var gan
neblit monolits, bet gan skelets ar lielam poram un atseviski noSkirtam silicija dalam, kas
izskalotos kopa ar porogénu. Jaatzime, ka, ja tiek izmantots PEG ka porogéns, tad japievers
uzmaniba arf ta vid€jai molekulmasai. Atseviskas publikacijas noradits, ka, izmantojot PEG ar

lielaku molekulmasu, iesp&jams samazinat mezoporu izméru izkliedi [11].
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1.2.att. VienkarSota shéma ka kapilara izvietojas silans (taisnstiiri) un inertais porogéns (apli),
veidojot monolita struktiiru.

Mezoporas silicija monolita tiek iegtitas ar kodinasanu, par vielu izmantojot amonjaku
vai karbamidu, kas tiek karséts temperattira virs 120°C, lai tas kolonna sadalitos par amonjaku
un @ideni. Mezoporu izm@ru ietekmé izmantota kodinasanas $kiduma koncentracija — to varigjot
no 0,001 M Iidz 1 M, iesp&jams iegiit poras ar vidgjo diametru no 5 nm lidz 25 nm. Tapat poru
izméru ietekmé temperatiira, kura kolonna tiek turéta.

Veiksmigako sint€Zzu gadijuma ir iesp&ams ieglt monolita struktiiru, kur virsmas
laukums sasniedz pat 600 m?g, kas ir lidzvértigs raditajs, ja salidzinam ar komerciali

izmantojamajam pakotajam dalinu kolonnam [7].

1.5 Monolitu kolonnu kvalitates noteik§ana

Lai noteiktu poru parametrus tiek izmantotas tris metodes — dzivsudraba iespieSanas
porometrija, slapekla adsorbcija un apgriezta ekskliizijas hromatografija.

Dzivsudraba iespieSanas porometrija (Mercury Instrusion porosimetria) tiek izmantots
dzivsudrabs ka neslapinoSs Skidums, kas paaugstinata spiediena iespiezas kapilara. Ja netiek
pievadits paaugstinats spiediens, dzivsudrabs kapilara neiesticas, tac¢u, palielinot spiedienu,
dzivsudrabs iespiezas arvien mazaka izmé&ra poras [7].

Rezultata dzivsudraba iespieSanas porometrija sniedz informaciju par poru izméra
izkliedi, kop&jo poru tilpumu, ka art specifisko poru laukumu. Tapat iesp€jams noteikt vidéjo
poru diametru.

Slapekla adsorbcijas metode (arT déveta par BET metodi) tiek izmantota, lai noteiktu
poru specifisko laukumu. Metodes princips balstas uz vairaku kartu $kidra slapekla adsorbciju.

Protams, vienkar$aks veids ka novertét izveidoto monolitu kolonnu kvalitati ir noveértét

kolonnas sp&ju atdalit savienojumus, tacu $aja gadijuma iegitais rezultats biis atkarigs gan no
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monolita kvalitates — makroporu un mezoporu izkliedes un izmé&riem, gan no ta, cik vienmerigi
izvietojusas funkcionalas grupas uz monolita virsmas [7].
Ieskatu izveidota monolita kvalitaté nodroSina ar1 dazadu mikroskopu izmantoSana, it

1pasi SEM izmantoSana.

1.6 Monolitu kolonnas problémas un iespéjamie risinajumi

Viena no butiskakajam monolitu kolonnu problémam ir zema rezultatu atkartojamiba.
Veidojot kolonnas arT péc Oslo Universitaté izstradatas metodes, tikai 17% gadijumu tika
iegtitas kolonnas bez defektiem, tacu arT Sajos 17% gadijumos kolonnas bija atSkirigas,
nodroSinot dazadu rezultatu efektivitati un selektivitati.

Viens no iemesliem zemajai atkartojamibai ir dazada poru diametra izkliede. Ka sava
publikacija secina Belgijas un Japanas zinatnieki, ja eksperimenta palielina izmantojama PEG
molmasu, iesp&jams samazinat makroporu izméru izkliedi. Savukart, palielinot pievienota PEG
masu, iesp&jams samazinat poru izmé&ru. Vienlaikus gan jaatzime, ka, lai sasniegtu I1dzigu poru
izmeru ar augstakas molmasas PEG, tas bis japievieno vairak neka zemakas molmasas PEG.
Piem@ram, salidzinot PEG 10 un PEG 20, lai sasniegtu aptuveni vienadu vid€jo poru izméru,
PEG 20 bas japievieno aptuveni par 12 procentiem vairak [11].

Vel viena probléma ir defekti, kas var rasties veidojoties monolita skeletam. Silana
grupam reaggjot sava starpa monolita skelets sarausies (1.3. attéls A dala) un veidos neregularas

formas plaisas vai monolits atrausies no kapilara sienas (1.3. att€ls B dala).
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1.3. att. A — defektu veidoSanas shéma, sava starpa reagéjot silana grupam, B — ar SEM novérotie

kolonnas defekti (2,3) kolonnas $kérsgriezuma, salidzinajuma ar kolonnu bez defektiem (1) [12].

1.7 Uz silicija bazes veidoto monolitu izmanto$ana SH

Visam monolitu kolonnam ir laba Skiduma caurpliide, ka rezultata, palielinot mobilas
plismas atrumu, ir iesp&jams samazinat kop€jo analizes laiku, biitiski nepalielinot spiedienu.
Rezultata monoliti, kas veidoti uz silicija bazes, piemé&roti analiz€m, kur nepiecieSams iss
analizes laiks, pieméram, zalu vielu un metabolitu noteik$ana. Sados gadijumos analizes parasti
tiek veiktas, par detektoru izmantojot masspektrometru, kas nodroSina augstu jutibu un
selektivitati [13].

Tapat silicija monolita kolonnas tiek izmantotas vides un partikas analizes, kur $is
kolonnas tiek izmantotas augstas rezultatu atkartojamibas un zemu detektéSanas limitu dél.

Jaatzime, ka monolitu kolonnas tiek izmantotas ari hiralo savienojumu atdaliSana,
proteinu (proteomics) analizg, ka arT divdimensionalaja Skidruma hromatografija (2D-HPLC)
[13].
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1.8 Pakoto nanokolonnu veidi un veidosanas metodes

Lidzigi ka monolitu kolonnas, arT nanokolonnas, kas piepilditas ar sferiskam dalinam,
tiek veidotas silicija kapilaros, ka rezultata ir pieejami tie pasi kapilaru diametri, laujot variét
nepiecieSamo jutibu un pretspiedienu. Jaatzimé, ka, lidzigi ka citiem kapilariem, to argjais
diametrs ir 360 pm, kas nozimé, ka ar1 So nanokolonnu saslégsanai ar Skidruma hromatografu,
masspektrometru un citu aparatiiru, ir izmantojami standartiz€tie savienojumi.

Pakotas nanokolonnas parasti tiek pilditas ar komerciali pieejamajam sorbentu dalinam.
Rezultata pakotas nanokolonnas var iegiit to pasu dazadibu, kadas atrodamas standarta izméru
kolonnu piedavajuma [14].

Nemot vera, ka teju visi sorbentu razotaji pielauj iesp&ju iegadaties atseviski tikai
sorbentu, paveras plasas iesp€jas nanokolonnu veidoSana, ka rezultata iesp&jams izveidot
pakotas nanokolonnas ar visu veidu funkcionalajam grupam, visa veida dalinu tipiem un
izmeriem, ka arT ar sorbenta specifiskajam ipasibam, kas izriet no razoSanas procesa izveletas
sint€zes. JaatzZime gan, ka plasais sorbentu klasts pieejams tikai gadijumos, ja kolonnu pakoSana
tiek veikta paSrocigi, izmantojot spiediena kapsulas, jo sorbentu razotaji ne vienmér piedava
nanokolonnu ar attiecigajiem sorbentiem. Turklat vairaki sorbentu razotaji vispar nepiedava jau
gatavas pakotas kolonnas. Iemesls gan $adai situacijai ir visai trivials — pildiSanas process ir
laikietilpigs un prasa Tpasi augstu precizitati, nemot véra nelielos izmé&rus [14].

Pakoto kolonnu problematiskais punkts ir dalinu noturéSana kapilara bridi, kad cauri
tiek virzita Skiduma plisma. Normala izméra hromatografiskajas kolonnas dalinu palikSanu
kolonna nodrosina ipasi filtri.

Pakoto nanokolonnu veidoSana tiek izmantotas divas metodes, lai nepielautu dalinu
izkltsanu no kolonnas. Pirmais un vienkarsakais ir kapilara gala veidot 1-2 mm biezu porainu
struktiiru, kas iegiita kimiska veida. Sadas struktiiras tiek veidotas uz silicija bazes, ka rezultata
struktira labi saistas ar silicija kapilara iekSpusi. Tiesa gan, §Ts struktiiras neveicina Vielu
sadaliSanas procesus kolonna, turklat vél kalpo ka “tukSais” tilpums, veicinot smailu
paplaSinasanos, ka rezultata tiek zaud€ts smailes augstums un sariik jutiba, kas ir ipasi nevélama
paradiba, jo paaugstinata jutiba ir viens no nanokolonnu izmantoSanas plusiem [14].

Otrs risindjums ir izmantot kapilaru ar konusveida saSaurinajumu viena gala. Sadi
kapilari ir komerciali pieejami un tiek veidoti parastos silicija kapilarus sagrieZot dalas un viena
gala (aptuveni 1-2 cm garuma) nonemot poliméru apvalku, kas nodroSina paaugstinato

mehanisko izturibu, un paaugstinata temperattira izveidojot sasaurinajumu. Sadiem kapilariem
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parasti tiek veikta kvalitates kontrole, nodrosinot, lai izveidotajiem kapilaru saSaurinajumiem
diametrs ir vélamajas robezas [15].

Izmantojot $adu risinajumu, kapilara gals, kas nav saSaurinats, vispirms tiek ieméerkts
eluenta un sorbenta dalinu suspensija, laujot kapilarajiem spékiem piepildit kolonnu ar $o
suspensiju. Kad kolonna teju pilniba piepildita, ir novérojams, ka dalinas sabliv§jas pie
sasaurindjuma, veidojot arkveida struktiiru. Saja bridi kolonna tick ievietota spiediena kamera
un attieciga suspensija tiek ar spiedienu virzita cauri kolonnai. Rezultata izveidota sorbenta arka
tiek nostiprinata, bet sorbents visa kolonna sablivéjas ciesak. Spiediena kamerai pievaditais
spiediens atkarigs no kolonnas garuma, izmantotajam dalinam, izmantota eluenta viskozitates

un dalinu izveidotas arkveida strukttiras platuma [15].

Kustigas fazes pltsanas virziens

1.4. att. Shematisks attelojums dalinu novietojumam, ja ir defekts (A) — kolonnas sa§aurinajums

ir noblokéts, un bez defekta (B) — dalinas sablivéjusas arkveida struktiira [15].

Sadas uzpildisanas tehnikas izmantosana ir divi kritiskie punkti. Pirmkart, ne vienmér
izdosies izveidot vienadu arkveida strukttru, ka rezultata iegiitajam kolonnam var bt atskirigi
pretspiedieni un, sliktakos gadijumos, viena vai divas dalinas var pilniba noblokét eluenta
(suspensijas) caurpliidi, nelaujot kolonnu uzpildit ar dalinam, par $adu kolonnu izmantoSanu
analiz€ nemaz nerunajot [15].

Otrs kritiskais punkts ir strauj§ spiediena kritums spiediena kamera. Nemot vera, ka
kolonnas tiek uzpilditas ar spiedienu, kas ir robezas no 20 lidz 100 bar, ir jabiit ipasi
uzmanigiem ar spiediena izlidzinaSanu bridi, kad kolonna ir uzpildita. Strauj$ spiediena kritums
rezultésies sabliveta sorbenta izkl@iSana no kolonnas pa to pasu galu, pa kuru tika veikta uzpilde.
Rezultata radisies defekti — sorbenta izretinaSanas un parravumu veidoSanas, ko iesp&jams
viegli konstatét apskatot kapilaru pret gaismu. Sados gadfjumos kolonnas uzpilde ir javeic

atkartoti, liclaku uzmanibu pievérsot spiediena Kritumam.
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Ar spiediena krituma veidoto defektu risks palielinas, izmantojot mazaka izméra
dalinas. Tas skaidrojams ar mazaku telpu starp dalinam un dalinu sablivéSanos, ka rezultata
kolonna nodrosina lielaku pretspiedienu, 11dz ar to nepiecieSams palielinat pildisanas spiedienu.

Jaatzimé, ka $adu no sorbenta dalinam veidotu arku iesp&jams izveidot gadijumos, kad
saSaurinajuma diametra un dalinu vidgja diametra attieciba neparsniedz piecas reizes. Ja tiek
izmantotas dalinas ar vid€jo izméru 5 um, tad sasaurinajuma maksimalais diametrs nedrikst biit
lielaks par 25 um [15].

Biitisks ieguvums izmantojot sadus kapilarus ir fakts, ka kapilaru galu sasaurinajums ir
viegli savietojams ar MS, kas apgadati ar ESI paraugu ievadisanas metodi. Sados gadijumos
kapilaram tiek pievadita strava, ka rezultata analizes laika analits ar kustigo fazi pamet kolonnu
jau joniz&ta aerosola veida, nodrosinot sistemu bez “tuks$ajiem” tilpumiem. Tiesa, ka minuss
jamin fakts, ka $adi kapilari nav savietojami ar citiem paraugu ievadisanas veidiem [15].

Jaatzimé, ka visu pakoto kolonnu gadijuma kapilara uzpildiSana tiek veikta ar spiediena

kapsulu, savukart ta sablivésana notiek, pievienojot kapilaru skidruma hromatografam.

1.9 Monolitu un pakoto kolonnu izmantoSana proteinu analize

Proteinu un peptidu analizeé véljoprojam prieksroka tiek dota pakotajam nanokolonnam.
Galvenokart tas tiek darits atkartojamibas un vienkarSibas labad. Gadijumos, ja proteinu analize
tiek veikta ar MS iekartu, kas apgadata ar ESI, tad lieliska izvéle ir pakotas kolonnas ar
saSaurinatu galu. Pievadot stravu §tm kolonnam, saSaurinatais gals izstumj $kidro kustigo fazi

bt

jonizéta aerosola veida, samazinot “tuk$o” tilpumu Iidz minimumam. Ka trikums gan $adam
risinajumam jamin, ka saSaurinajuma gals ir trausls un to var ne tikai viegli sapl&st, ja tas tiek
paklauts pat nelielam fiziskam triecienam, ka ar1 ESI pievadita strava noarda to. Rezultata
saSaurinajums var kliit neregulars, pasliktinot radita aerosola viendabigumu, vai arT noardities
tik talu, ka tas nebalsta no sorbenta dalinam izveidoto arkveida struktiiru, izskalojot sabliveto
sorbentu ara no kolonnas [4].

Tapat jamin fakts, ka pakotas kolonnas ar saSaurinato galu nav izmantojamas ka
priekskolonas vairaku dimensiju hromatografiskajas sist€émas, jo nav atrasti savienojumu, kas
bitu pilnvertigi savietojami ar jau pieminéto kapilara sasaurinajumu.

Pakotas nanokolonnas ar fritiem (no anglu valodas — frits) tiek izmantotas arT proteinu

analizg, tacu visbiezak tas izmanto ka priekskolonnas paraugu sakoncentrésanai, galvenokart

“tukSo” tilpumu dél, ko rada fritu izmantoSana.
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1.5. att. Sorbenta sabliveSanas pakotajas kolonnas, veidojot arkveida struktiiru kapilaros ar

saSaurinajumu (a), un kapilaros ar fritu (b) [4].

JaatzZimg, ka pakoto kolonnu pildiSanai ir pieejams plass sorbentu klasts, turklat pasi
populari proteinu un peptidu analizg ir izmantot sorbenta dalinas, kuru kodols nav porains jeb
core-shell dalinas. ST sorbenta izmanto$ana uzlabo masas parnesi un samazina virpuldifizijas
ietekmi [17].

Kvalitativi izgatavotas monolitu nanokolonnas proteinu un peptidu analizei ir vél
piemerotakas neka pakotas kolonnas. Piem&ram, peptidu analizei monolitu kolonnam sorbenta
saistiSanas ar peptidiem ir Iidz pat 10 reizém labaka, ja salidzina ar pakotajam dalinu
nanokolonnam. Turklat monolitu kolonnu uzblive samazina ari virpuldifuzijas ietekmi,
uzlabojot smailes formu [17, 4].

Turklat monolitu kolonnas var operet ar krietni lielakiem plismas atrumiem, bitiski
saisinot analizes laiku, kas ir nozimigs proteinu un peptidu analiz€, jo parauga esoSo peptidu
skaits var sasniegt vairakus simtus un pat tukstoSus. Turklat palielinot plismas atrumu,
monolitu kolonnas butiski nezaud€ efektivitati (teoretiska skivja augstums biitiski nepalielinas)
un Van Demtera (Van Deemter) likne saglabajas paral€la x asij pie pliismas atruma no 1 lidz 7
mm/s, savukart, pakotajam kolonnam augstaka efektivitate ir pie plismas atruma 1 mm/s un,
palielinot plismas atrumu, efektivitate sak butiski sarukt [16].

Jaatzime, ka “rozainakajas” publikacijas un reklamas rakstos noradits, ka monolitu
nanokolonnu efektivitate peptidu analizé var sasniegt pat 250 tikstoSus teorétisko Skivju uz
metru kolonnas, nodroSinot smailes vien dazu sekunzu platuma, turklat kolonnas var lepoties
ar lielisku robustumu, atkartojamibu un ilgmiizibu [18]. Realitaté gan publikacijas atrodamas

monolitu receptes ir ar zemu atkartojamibu, turklat art komerciali pieejamo monolitu skeleti
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nereti ir tik neizturigi, ka pie strauja pretspiediena krituma, struktiira var “sabrukt”. Ka vél viens

minuss monolitu kolonnam ir jaatzimg, ka tas nevar operét vide, kuras pH parsniedz pH 8 [19].
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2. EKSPERIMENTALA DALA
2.1 Izmantota aparatiira un reagenti

Kapilaru uzpildiSana, skaloSana un zavéSana notiek, izmantojot Oslo Universitaté
izveidotas spiediena kapsulas skatit 2.1.att. Tajas tiek ievietots stikla vials ar sSkidumu, ar kuru
nepiecie$ams uzpildit vai skalot kapilaru. Zavésanas gadijuma tiek ievietots tukss vials. Tad
tiek ievietots ar1 kapilars, bet spiediena kapsula tiek kartigi aizskriivéta. Pievadot spiediena
kapsulai augstspiediena slapekla plismu, $kidums no viala tiek iespiests kapilara.

Diemz¢l, nemot véra, ka slapekla balons ir tiesa veida savienots ar spiediena kameru,

izveidota spiediena kameras uzbiive neparedz iesp&ju regulét pievadito spiedienu.

e Kapilars
(_T:[J
Al
g 4]
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N, — s
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!
12mm Stikla vials

2.1 att. Spiediena kapsulas uzbiive Skérsgriezuma.

Eksperimentos izmantotas vielas un reagenti ir apkopoti tabula 2.1, savukart tabula 2.2

ir uzskaitita eksperimentos izmantota aparatra.
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2.1 tabula

Eksperimentalaja dala izmantotie reagenti un vielas

Savienojums

Piegadatajs un tiriba

Serijas nr.

TMOS Sigma-Aldrich >99% 341336-100G, Lot BCBR5684V

VTMS Sigma-Aldrich, 98% Lot MKBQ7644V, 235768-100mL

Acetonitrils VWR Chemicals LC-MS grade Lot. 16D121182, 83640.320
Biochem, LC-MS grade 200122500-1015-611

Etikskabe Sigma-Aldrich F 49-51% BCBJ2505V, 45654-100mL-

Skudrskabe Fluka 49-51% LOT BCBL8403V, 09676-500mL

PEG 10 Sigma-Aldrich 309028-250G LOT BCBM8018V

PEG 20 Luka Chemika 1kg 81300, Lot426792/1 33201

Metanols VWR Prolabo chemical UPLC- 20864.320, LOT 15K0650512
HPLC gradient grade

Uracils Calbiochem Cat 6630 LotB60343

Toluols RatBurn Batch 3E08HB, Cat. RG2025

Bifenils Merk 1kg , >99% 1290417

THF Sigma-Aldrich 99,9% Lot# SHBF3634V, 34865-100 ML

1-oktantiols Sigma-Aldrich >98,5% Lot#24496TKV, 471836-25

Amonija hidroksids | AnalR 25% Lot k26601409 925

Natrija hidroksids | Merck 1kg>99% 1.06498.100 B886598 629

Trietilamins Merck >99% 56068952 030 , 8.08352.0500

Silicija kapilars Polimicro technologies, Beg 1D BALQO8A 106815017

(monolitu 49,1; End ID 48,9, OD 360um

kolonnam)

150 mm kapilars PicoTip EMITTER SilicaTip, Stock: FS360-75-8-N-20-C15,

(pakotajam Tip 8+1 pum, ID 75,0 pm Batch: 04515

kolonnam)

500 mm kapilars PicoTip EMITTER SilicaTip, Stock: FS360-75-8-N-5-C50,

(pakotajam Tip 8+1 pum, ID 75,0 pm Batch: 04415

kolonnam)

Pakosanas sorbents

Reprosil-Pur C18-AQ 3y, Dr.

Maisch
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2.2 tabula

Eksperimentalaja dala izmantota aparatira

Iekartas nosaukums

Razotajs un modelis

Partijas nummurs

Gaismas mikroskops

Motic

95583

Gaismas mikroskops

Olympus PME

501919

AESH

Agilent 1200 series (ar

nanopliismas pumpi)

DE60555234 (Oslo Universitate)
DES50534223 (Tartu Universitate)

Kustigas fazes

degaz€Sanas sistéma

Agilent Series 1200

JP63703694

sistéma (Oslo

Universitate)

Sistémas vadibas bloks | Agilent Series 1200 Instant Pilot DE64458781
Detektors Knauer UV Detector K2600 79501
Hromatografijas PE Nelson 900 series interface 9006510932
sistemas interfeiss

Krasns Fisons instruments GC 8000 series | 31003
Hromatografijas Bruker Proxeon easy-LV LC-000295

Hromatografijas

sistéma (Tartu

Dionex Ultimate 3000 RSLCnano

Universitate)

Masspektrometrs Thermo Fisher Scientific Q
(Oslo Universtitate) Exacutive Orbitrap
Masspektrometrs Thermo Electron, LTQ Orbitrap
(Tartu Universtitate) classic

Masspektrometrs Thermofisher Scientific, Q
(Tartu Universtitate) Exactive Plus

Skengjosais elektronu

mikroskops

FEI Quanta 200 PEG-ESEM (zema

vakuuma)

2.2 Sakotnéja monolitu kolonnas sintézes recepte

1. solis — kapilara sagatavosana.

Lai sagatavotu izveleto kapilaru monolita skeleta sint€zei, ir nepiecieSams tukSo

kapilaru uzpildit ar 1 M natrija hidroksida skidumu. Kad pirmie natrija hidroksida $kiduma

pilieni ir ieraugami kapilara otra gala, noslédz slapekla balonu, apturot talaku plismu. Kapilara

abus galus noslédz ar septam un ievieto krasni 40°C temperatiira uz 3 stundam.
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Saja soli tiek izveidotas silanola grupas, pie kuram nakamaja soli polimerizésies TMOS.

CI)H Cl)H C;)H

%O/Si\O/Si \O/Séi \OJ'

2.2 att. Shematisks attéls silanolu grupu izveidosanai silicija kapilara iekSpusé

Péc 3 stundam kolonna vispirms tiek skalota ar 3 mL ddens, péc tam ar 1,5 ml
acetonitrila un visbeidzot zavéta 30 miniites ar slapekla plismu.

2. solis — monolita skeleta izveidoSana.

Tiek pagatavots Skidums, kas sastav no 4,5 mL TMOS, 10 mL 0,1M etikskabes Skiduma
un iz8§kidinatiem 1,06 gramiem PEG 10. Skidums tiek ievietots ledusskapl maisits ar
magnétisko maisitaju 45 minttes aptuveni 4°C temperatiira. Ieprieks sagatavotais kapilars tiek
uzpildits ar pagatavoto Skidumu, izmantojot spiediena kapsulu, un ta gali noslégti, bet kapilars
ievietots zavskapi 40°C temperatira uz 24 stundam. Jaatzime, ka $aja soli nedrikst kavéties ar
kapilara uzpildi.

3. solis - mezoporu kodinasana.

Péc tam, kad kapilars noturéts zavskapi 24 stundas 40°C temperatiira, tas tiek uzpildits
ar 0,0IM amonija hidroksida Skidumu, bet ta gali atkal noslégti ar septam. Kapilars tiek
ievietots krasni 120°C temperatiira uz 3 stundam. Péc 3 stundam tiek nonemtas gumijveida
septas un krasns temperatiira tiek palielinata lidz 330°C. Kapilars 330°C tiek turéts 24 stundas.

4. solis — vinil funkcionalo grupu pievienos$ana.

Stikla viala tiek pagatavots Skidums no 0,25 mL VTMS, 0,125 mL TMA un 5,625 mL
95% metanola $kiduma. Kapilars tiek uzpildits ar Skidumu, ta gali noslégti ar septam, un tas
tiek ievietots 80°C temperatira zavskapl uz 6 stundam. Péc 6 stundam kapilaru iznem no

zavskapja un skalo ar metanolu.

2.3 att. Shematisks attélojums vinil funkcionilo grupu pievieno$anai monolita struktiira

5. solis — tiola “klikSka” reakcija.
Stikla viala tiek pagatavots skidums, kas sastav no 5 mL THF, 25 mg LP un 1 mL 1-

oktantiola. Skidums tiek kratits ultraskanas vanna Iidz LP izskist. Ar pagatavoto $kidumu tiek
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uzpildits kapilars, bet ta gali noslégti ar septam. Kapilars tiek ievietots zavskapi 73°C
temperattra uz 16 stundam. Péc 16 stundam kapilars tiek iznemts no zavskapja un skalots ar

THEF. P&c tam zavets ar slapekla plismu 30 mindtes.

ffffffff

2.4 att. Shematisks attélojums C8 kédes pievienoSanai vinil-grupam tiola “klik§ka” reakcija

2.3 Sintezeto sériju apraksti un veiktas izmainas metodé

Monolitu kolonnas tika sintez€tas, izmantojot iepriekS aprakstito metodi, tacu,
konstatgjot trikumus monolitu struktiira, tika veikti korig€jumi metodg, lai atrastu optimali
labako receptes versiju.

Par “partiju” Sajos eksperimentos uzskata tas kolonnas, kuru sintéz€ tika izmantoti vieni
un tie pasi sol-gel Skidumi. Katra partija tika sintezétas gan PEG 10, gan PEG 20 kolonnas, lai
ieglitu prieksstatu par PEG ietekmi uz poru izméru izkliedi. Tapat katra partija (iznemot astoto)
tika sintez€tas vismaz divas vai tris PEG 10 un divas vai tris PEG 20 kolonnas, lai izslégtu
rupjas kltidas un dotu prieksstatu par atkartojamibu.

Pirmas tris partijas tika izveidotas péc nodala 2.2 aprakstitas receptes un taja izmainas
netika ieviestas. P&c nesekmigo rezultatu iegtiSanas, kas noradija uz bitiskam strukttras
problémam, tika izlemts samazinat izmantojama slapekla balona spiedienu, lai samazinatu
pretspiedienu. Tapat, sakot ar ceturto partiju, tika ieviestas izmainas metodé un 2. solt tika
izmantota 0,01M etikskabe.

Piekta partija tika sintezeta tapat ka ceturta, tacu péc defektu noveéroSanas mikroskopos,
tika izlemts veikt eksperimentu, kapilaru atkartoti uzpildit ar receptes otraja soli aprakstito
Skidumu. Tika parbaudits, vai, atkartoti uzpildot ar monolita struktiiru veidojoso Skidumu,

izdosies aizpildit parravumus strukttira un lielakas poras.
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Sintezgjot sesto partiju, tika velreiz samazinats slapekla balona esoSais spiediens, lai
samazinatu spiediena krituma raditos defektus.

Sintezgjot septito partiju abi PEG porogéni tika izmantoti ar lidzigu masu (pret&ji
publikacijas aprakstitajai nepiecieSamibai masas palielinaSanai par 12% gadijumos, kad PEG
10 vieta tiek izmantots PEG 20).

Astotas partijas gadijuma kolonnas tika sintez€tas, izmantojot tikai PEG 20 ka
porogenu.

Devitas partijas gadijuma 2. soli aprakstitais Skidums tika ievietots ledus vanna, lai
nodros$inatu efektivaku dzeséSanu.

Katras s@rijas izmantota porogéna iesvari apkopoti tabula 2.3.
2.3. tabula

Porogéna iesvari, kas izmantoti katras partijas sol-gel Skiduma pagatavosana

Partijas Nr. PEG 10,9 PEG 20, g
1 1,0590 1,0700
2 1,0589 1,0679
3 1,0608 1,0591
4 1,0614 1,1790
5 1,0644 1,1880
6 1,0634 1,1870
7 1,0631 1,0640
8 - 1,1876
9 1,0601 1,1891

2.4 Monolitu kolonnas kvalitates noteikSana

Kad kolonna uzpildita ar monolitu veidojoSo Skidumu, kura sastava ir porogéns, un
noturéta krasni vismaz 24 stundas 40°C temperatiira, ir iesp&jams parbaudit pirmos indikatorus,
kas veésta par kolonnas monolita kvalitati. Kapilara arpusé nav nekadu izmainu, kuras butu
iesp&jams noverot ar neapbrunotu aci un kas liecinatu par monolita esamibu un ta kvalitati.
Tiesa, nemot veéra, ka kapilars ir dalgji caurspidigs, izmantojot gaismas mikroskopus, ir
iespgjams noteikt, vai kapilara vispar atrodas monolitam Iidziga struktira, un virspusgji

novertet ta kvalitati.

26



Vispirms kolonna tiek apskatita Motic mikroskopa perpendikulari kapilaram. Tas lauj
spriest, cik blivs ir kolonna atrodamais monolits, un konstatét uzskatamakos defektus —
parravumus. Sadi kolonnu iesp&jams apskatit visa garuma.

P&c tam tiek veikta kolonnas apskate Olympus mikroskopa paraléli kapilaram. Sada
veida ir iesp&jams novertet kvalitati tikai kapilara galam, tacu tas dod precizaku prieksstatu par
monolita kvalitati un veikto kapilara griezumu. Ar $o metodi iesp&jams jau noteikt mazaka
izme@ra defektus - lateralas plaisas, monolitu atravumus no kapilara sienam u.c..

Kolonnu parbaudisanai ar AESH-UV sistéemu tika izmantoti divi kolonnu testi, kuru
sist€mas parametri paraditi tabula 2.4. Pirmais tests jau izstradats Oslo Universitates Kimijas
fakultates Biokimijas nodala, lai savstarpgji salidzinatu izveidotas nano izméra kolonnas.

Savukart otru testu izveidoja darba autors, lai var€tu pe€c iesp&jas pilnvertigak
savstarpgji salidzinat sintezétas kolonnas. Saja testa tika izmantoti Cetri savienojumi — uracils
(koncentracija 0,7pug/mL), ar kura palidzibu tiek noteikts “tukSais” tilpums, un tris citi
savienojumi — toluols (77,5 pg/mL), naftaléns (0,05 pg/mL), bifenils (0,006 pg/mL) —, kas lauj
objektivak noteikt kolonnas aiztures spg&jas, aprékinot iegtito smailu teorétisko skivju skaitu un
smailu savstarpgjo izskirSanu. Kustigas fazes atrums un organiska skidinataja patsvars taja tika
izvelets peéc maisijuma analizéSanas ar tris dazadam kolonnam, kuras, p&c novérotas strukttiras
mikroskopos, atskiras visvairak.

Rezultata tika izstradats kolonnas tests, kura kustigas fazes atrums ir optimals, lai
kolonnu nodroSinatais pretspiediens ieklautos siikna darba intervala, vienlaikus nodroSinot gana
atru analizi. Ar1 organiska $kidinataja 1patsvars tika noteikts ta, lai vielas tiktu pilniba atdalitas
gan tajas kolonnas, kuru kvalitate ir zemaka, gan tajas, kur augstaka. Tapat organiska
Skidinataja Ipatsvars kustigaja faze tika reguléts, lai iegltu apmierinoSu smailu formu,
netraucgjot noteikt smailu parametrus, kas nepiecieSami talaku aprékinu veikSanai.

Talak kolonna pieslégta hromatografam un tiek nodroSinata 0,5 pL/min plisma
gradienta rezima (30% B kanals - 0,1% skudrskabes $kidums acetonitrila, 70% A kanals — 0,1%
skudrskabes Skidums tident). Lai siiknis stabili darbotos, kolonnai janodroSina vismaz 10bar
pretspiediens.

Kolonnas nodrosinatais pretspiediens un pretspiediena stabilitate ir viens no
indikatoriem kolonnas kvalitatei. Ja pretspiediens ir zems, vai hromatografs nesp€j nodroSinat
stabilu plismu — kolonna nebiis izmantojama analizém. Gadijuma, ja kolonnas spiediens testa
laika konstanti samazinas, tas nozimée, ka monolits nav pietickami labi saistijies ar kapilara
sienam un tas tiek izskalots no sist€émas. Jaatzimé, ka kolonnas pretspiediena parbaude ir javeic,
nepievienojot kolonnu detektoram, jo pretéja gadijuma, ja monolits tiek izskalots no kolonnas,

tas var sabojat sist€mu un radit aizsprostojumus.
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2.4 tabula

Hromatografiskas sistemas parametri izmantotajiem kolonnu testiem

Parametrs Kolonnas tests Nr. 1 Kolonnas tests Nr. 2
Plismas atrums, pL/min 0,5 0,75
Kustigas fazes A tpatsvars
(0,1% skudrskabes skidums 70 55
udeni), %
Kustigas fazes B 1patsvars
(0,1% skudrskabes skidums 30 45
acetonitrila), %
. uracils (0,7ug/mL)
Izmantotie savienojumi un tu{amlls (707’75“ g/;nLL) toluols (77,5ug/mL)
to koncentracija oluols (77.5pg/mL.) naftalens (0,05pg/mL)
bifenils (0,006 pg/mL)
_A'nali;_éj ama parauga 50 50
injekcijas tilpums, nL
UV detektora vilnu garums, 254 254

nm

2.6 Ar dalinam pakoto nanokolonnu izveide

Veicot 15 cm kapilaru kolonnu uzpildi, stikla viala parnes aptuveni 20 mg izveleta
sorbenta un pievieno aptuveni 1 mL acetona. Pagatavotas suspensijas koncentracija var tikt
mainita, tacu janem veéra, ka, pagatavojot parak koncentrétu maisijumu, pastav lielaka iesp&ja
nosprostot kolonnu, tacu, izmantojot mazakas koncentracijas suspensiju, kolonnas uzpilde
prasts ilgaku laiku. Stikla viala ievieto magnétisko maisitaju un ievieto spiediena kapsula, kas
novietota virs magnétiska maisitaja. Spiediena kameru aizskriivé un ievieto izvéleto kapilaru.
Kapilars jaievieto uzmanigi, aptuveni 2-3 mm no viala apaksas ta, lai magnétiskais maisitajs to
neaizskartu.

Skatoties pret gaismu novéro, ka pa kapilaru uz augSu 1énam parvietojas viala
pagatavota suspensija. Kad suspensija sasniegusi kapilara galu, spiediena kamera rada 20 — 50
bar spiedienu, atverot slapekla balona varstu, kas savieno balonu ar spiediena kameru. Saja bridi
novéro nelielu pilienu izveidoSanos kapilara gala, kas nozimé, ka kapilara gals nav noblokéts,
un suspensijas Skidums veiksmigi tiek cauri, savukart suspensijas sorbents sablivéjas un 1€énam
piepilda kapilaru. Ar1 kolonnas pildiSanos ar sorbentu iesp&jams noverot, apskatot kapilaru pret
gaismu. Ir iesp€jams noverot atSkiribu starp vietu, kur sorbents sablivéjies un starp vietu, kur
sorbents ir suspensijas koncentracija.

Gadijuma, kad kolonna tika nosprostota un ilgaka laika posma netika novérota nedz

kolonnas piepildiSanas ar sorbentu, nedz pilienu veidoSanas kapilara gala, t.i. nav redzamu
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pazimju, ka notiktu pildiSanas process, nepieciesams procediru apstadinat un veikt sablivéjumu
izstumsanu pretgja virziena. To veic, apgriezot kapilaru pretgja virziena un pievadot slapekla
gazes plusmu, 20 — 50 bar spiediena. Ar $aja gadijuma var novérot kolonna esosa sorbenta
izspieSanu ara. Kad kolonna atbrivota no sorbenta un sorbenta sablivéjuma, uzpildiSanas
procediiru veic atkartoti.

Gadijuma, ja uzpilde tiek veikta garakam kolonnam, nepiecieSams paaugstinat
uzpildiSanas spiedienu, tapat $is process prasa ilgaku laiku. Piem&ram, 15 cm kolonnas uzpilde
prasa aptuveni 2 stundas 40 bar spiediena, savukart 50 cm kolonnas uzpilde prasa lidz pat 15
stundam 80 bar spiediena.

Magistra darba ietvaros tika izveidotas divas ar sorbentu pakotas nanokolonnas. Viena
no tam tika pakota 150 mm silicija kapilara (uzpildita sorbenta garums — aptuveni 144 mm),
bet otra — 500 mm silicija kapilara (uzpildita sorbenta garums — aptuveni 492 mm). Kapilaru
diametrs — 75 um, bet uzpildiSanai izmantotais sorbents ir Reprosil-Pur C18-AQ. Vidgjais
dalinu izmers ir 3 um. Jaatzime, ka Sis sorbents ir apgadats ar apgrieztas fazes funkcionalajam
grupam, kas spgj veiksmigi darboties art gadijumos, ja par kustigo fazi izmanto idens skidumu

bez pievienotiem organiskajiem $kidinatajiem.

2.7 Kolonnu raksturojoSo parametru aprekini

Visam kolonnam tika aprékinats aiztures faktors “K”, atbilstosi formulai 2.1

K = (o) 2.1)
to

, kur
tr - aiztures laiks apskatamajai smailei;
to— laiks, kura tiek izskalots “tuksais” tilpums
Uzsintezéto monolitu kolonnam savstarp€jai salidzinasanai tika aprékinata izskirtsp&ja
starp toluolu — naftalénu un naftalénu — bifenilu, atbilstosi formulai 2.2.

_ Z(tRZ_tRl) (2 2)

$ Wp1=Wh2
, kur
Rs — iz8kirSana starp divam smailém,
tr2 — otra smailes izdaliSanas laiks,
tr1 — pirmas smailes izdaliSanas laiks,
Wh1 — pirmas smailes platums bazes linijas augstuma,

W2 — otras smailes platums bazes linijas augstuma.
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Tapat toluola, naftaléna un bifenila smailém tika aprékinats teorétisko Skivju skaits,

atbilsto$i formulai 2.3.
2
N=16- (t—R) (2.3)

, kur
N — teorétisko Skivju skaits,
tR — smailes izdaliSanas laiks,
Wb — smailes platums bazes Iinijas augstuma.
Noteiktais teorétisko Skivju skaits tika parrékinats uz garuma vienibam, nosakot viena
teorétiska skivja augstumu péc formulas 2.4.

H= (2.4)

L
N
, kur

H — teorétiska skivja augstums, mm

L — kolonnas garums, mm

N — kolonnas teorétisko $kivju skaits.

2.8 Salidzinajums ar dalinu kolonnam

Sintezétas monolitu nanokolonnas tika salidzinatas ar Biokimijas laboratorija
sintez&tajam nanokolonnam, kas pilditas ar komerciali pieejamajam C8 5pm sferiskajam cieta
kodola (core-shell) dalinam.

Tapat tika veikts salidzinoSs tests ar komerciali pieejamo C8 kolonnu (Waters Sunfire
C8, garums — 30 mm, diametrs — 4.6mm, dalinu izmérs — Sum). Lai testa rezultatus varétu
aptuveni salidzinat, plismas atrums tika palielinats atbilsto§i diametra pieaugumam, ka
rezultata analize tika veikta ar plismu 4,23 mL/min.

Nemot veéra, ka kolonnas testam izmantotd aparatiira nav pilniba piemérota
nanokolonnu testéSanai, neproporcionali lielas detektora caurpliides Siinas d€l, testa ietvaros
netika salidzinati faktori, kurus var ietekmét smailu platuma palielinaSanas, pieméram,

teoretisko Skivju skaits un izskirSana.
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2.9 Sintezéto monolitu kolonnu izmantoSana proteinu analizei

Kolonna tika pievienota Agilent skidruma hromatografa stknu sistémai, bet par
detektoru tika izmantots masspektrometrs Thermo Electron LTQ Orbitrap ar ESI paraugu
ievadiSanu. Nemot véra, ka izveidotajam nanokolonnam kapilara gala nav saSaurinajums, kas
nodroSinatu pilnvertigu aerosola radiSanu, kolonnas gala tika pievienots komerciali pieejams
kapilars ar saSaurinajumu, kas Saurakaja punkta ir 8§ um plats.

Jaatzimé gan negativais aspekts - $ada saSaurindjuma pievienosana izveido nelielu
“tukSo” tilpumu, kura nenotiek vielu atdaliSana, turklat difuizijas rezultata var rasties smailu
platuma palielinasanas. Tacu pievienotais kapilars ir tikai 3 cm gars, tapéc iegiitais rezultats
btiski netiks ietekméts, turklat janem véra, ka cits tehniskais risinajums nebija pieejams.

Analiz&jamais paraugs ir Escherichia coli stinu lizata paraugs, kas ieziméts ar SILAC
metodi. Paraugs sastavéja no vieglas ieziméSanas (Lys0 un Arg0) un smagas iezim&Sanas (Lys8
un Argl0) proteiniem, attieciba 3:1. Ekstrah&tie proteini tika reducéti ar 1 mM DTT, savukart
citozini tika bloketi ar 5 mM jodacetamidu. P&c tam proteini tika apstradati ar endoproteazi
LysC (enzima — proteina attieciba bija 1:50), savukart pé€c tam ar tripsinu (enzima — proteina
attieciba bija 1:50). Talak aptuveni 150 ng ieglito peptidi tika attiriti uz C18 StageTips
stacionaras fazes.

Paraugu analizg tika izmantots gradienta rezims (2.5 tabula), kura proteinu sadaliSanai
paredzetas aptuveni 30 miniites. Pirmas 20 miniites paredzetas parauga koncentréSanai kolonna,
savukart peédejas 7 gradienta miniites paredzetas kolonnas pilnigai izskaloSanai un mobilas

fazes atgrieSanai sakumstavokli.
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2.5. tabula

30 minaiSu gradienta cikla reZima uzstadijumi

Sola Nr. | Laiks, Kustigas fazes B saturs, | Pliismas atrums, Maksimalais
min % puL/min pielaujamais
speidiens, bar
1 0,0 3,0 0,600
2 20,00 3,0 0,600
3 20,01 8,0 0,300
4 50,00 40,0 0,300 400
5 55,00 100,0 0,300
6 57,00 100,0 0,300
7 57,01 3,0 0,250

Tiesa, pec pirmajiem eksperimentiem netika ieglita apmierinoSa peptidu sadaliSana,

tadel tika pienemts [émums izmantot garaku gradienta ciklu, kur proteinu sadaliSana tiktu veikta

90 miniites (2.6. tabula) un 240 minttes (2.7. tabula).

2.6. tabula
90 minuiSu gradienta cikla reZima uzstadijumi
Sola Nr. | Laiks, Kustigas fazes B saturs, | Pliismas atrums, Maksimalais
min % puL/min pielaujamais
speidiens, bar

1 0,0 3,0 0,600
2 20,00 3,0 0,600
3 20,01 8,0 0,300

4 110,00 40,0 0,300 400
5 115,00 100,0 0,300
6 117,00 100,0 0,300
7 117,01 3,0 0,250
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2.7. tabula

240 minaiSu gradienta cikla reZima uzstadijumi

Sola Nr. | Laiks, Kustigas fazes B saturs, | Pliismas atrums, Maksimalais
min % puL/min pielaujamais
speidiens, bar
1 0,0 3,0 0,600
2 20,00 3,0 0,600
3 20,01 8,0 0,300
4 260,00 40,0 0,300 400
5 265,00 100,0 0,300
6 267,00 100,0 0,300
7 268,00 3,0 0,250

Visos gadijumos péc gradienta beigam sisteéma tika injic€ts 50% acetonitrila skidums
tiden un 20% trifluoretanola $kidums tideni, katrs trTs reizes. Sis solis tika veikts, lai pilniba
izskalotu inZektoru, parauga cilpu un noverstu iesp&jamo paraugu parnesi uz nakamo injekciju
(nov&rstu carry-over).

Oslo Universitates Analitiskas biokimijas laboratorija monolitu kolonnas tiek
izmantotas ar1 ka priekSkolonnas, kuras sakoncentrét paraugu, atdalit no parauga salus un loti
hidrofobas vielas. Lai izmantotu $§adu tehniku nepiecieSama ipasa siiknu sisteéma, kas redzama

2.5. attéla.

Saknis Nr.1 Analitiska kolonna

gh o

Stknis Nr.2 3
InZektors Atkritumi  Atkritumi MS detektors Datu apstrade

Priekskolonna

2.5. att. Shéma hromatografiskajai sistémai, kura tiek izmantota nano izméra priekSkolonna

parauga koncentréSanai un attiriSanai.

Ka redzams 2.5. att€la, sistéma tiek izmantotas divas siiknu sist€mas un divi varsti, kur katram

ir divas pozicijas, kuru rezultata tiek nodroSinats savienojums starp ik diviem kanaliem.
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Varsts Nr. 1 Varsts Nr. 2

Stiknis Nr. 1 Stknis Nr.2

Uz analitisko kolonnu

InZektors Atkritumi \
Parauga ievadiSanas cilpa / Atkritumi

Priekskolonna

2.6 att. Varsta Nr.1 un varsta Nr.2 shéma novietojumam pozicija A.

Ka redzams attéla 2.6. pozicija A siiknis Nr. 1 nodroSina kustigas fazes plismu caur
priekskolonnu, stabilizéjot to, savukart siiknis Nr. 2 nodroSina analitiskas kolonnas
stabiliz€Sanu. Pozicija A ir iesp&ams veikt parauga ievadiSanu no inzektora uz parauga

ievadisanas cilpu.

Varsts Nr. 1 Varsts Nr. 2

Stknis Nr. 1 Suknis Nr.2

Uz analitisko kolonnu

InZektors Atkritumi
Parauga ievadiSanas cilpa / Atkritumi

PriekSkolonna

2.7 att. Varsta Nr.1 un varsta Nr.2 shéma novietojumam pozicija B

Kad abas kolonnas ir stabilizetas ar kustigo fazi pietieckami ilgu laiku un paraugs ir
atrodas ievadiSanas cilpa, varsts Nr. 1 tiek parslégts uz otro stavokli, savukart varsts Nr. 2 paliek
sakumstavokli. Saja gadfjuma siiknis Nr. 1 nodrosina parauga ievadi$anu priekskolonna, kur
paraugs saistas ar stacionaro fazi un tiek koncentréts, savukart parauga un kustigaja faze€ esosie
sali tiek izskaloti, lai nepiesarnos analitisko kolonnu. Stknis Nr. 2 §aja pozicija turpina
nodroSinat analitiskas kolonnas stabilizéSanu.
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Varsts Nr. 1 Varsts Nr. 2

Stknis Nr. 1 Uz analitisko kolonnu Stknis Nr.2

InZektors Atkritumi / \
Parauga ievadiSanas cilpa Atkritumi

PriekSkolonna

2.8. att. Varsta Nr.1 un varsta Nr.2 shéma novietojumam pozicija C.

Ka redzams 2.8. attéla, pozicija C varsts Nr. 2 tiek parslégts no sakumstavokla.
Rezultata stikna Nr. 1 stknéta kustiga faze nonak izlietoto eluentu atkritumos, savukart stiknis
Nr. 2 strada gradienta rezZima un nodroSina priekSkolonna koncentréta parauga nonakSanu
analitiskaja kolonna.

Lai parbauditu iesp&ju izmantot sintez&tas monolitu kolonnas ka priekSkolonnas, kuras
koncentrét un attirit paraugu, tika izmantota iepriekS aprakstita varstu un stknu sist€ma,
savukart par analiz&jamo paraugu tika izmantots ekstrahéts cilvéka asins seruma albumina

proteins, kas tika apstradats ar tripsina skidumu.

2.10 Pakoto kolonnu parbaude ar proteinu maisijumu

150 mm pakotas kolonnas tika parbauditas ar Thermo Electron LTQ Orbitrap
masspektrometru, Agilent 1200 nano-LC skidruma hromatografiju, izmantojot kadu no talak
nodala aprakstitajiem gradienta reZimiem, kur pa kanalu A tika nodroSinata 0,5% etikskabes
Skidums ar MilliQ attirita tideni, savukart pa kanalu B tika nodroSinata 80% acetonitrila
Skidums 0,5% etikskabes tiden.

500 mm pakotas kolonnas tika parbauditas ar Thermofisher Scientific Q Exactive Plus
masspektrometru, Dionex Ultimate 3000 RSLCnano $kidruma hromatografu. Saja sistéma pa
kanalu A tika nodroSinats 0.1% skudrskabes skidums ar MilliQ attirita tideni, savukart pa
kanalu B tika nodroSinats 80% acetonitrila Skidums 0,1% skudrskabes tideni. Parbaudot 500

mm kolonnas peptidu paraugi vispirms tika sakoncentréti 300 pum x 10mm C18 Thermofisher
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Scientific priekSkolonnas, izmantojot izokratisku plismas rezimu, kur B Tpatsvars bija 3%, bet
plusmas atrums 25uL/min. KoncentréSanas ilgums — 20 minttes. Talak paraugi tika ieskaloti
izveidotaja pakotaja kolonna, izmantojot kadu no zemak aprakstitajiem gradienta rezZimiem.
Analiz&jamais paraugs ir Escherichia coli §tnu lizata paraugs, kas aprakstits 2.9. nodala,
savukart analizei izmantotas gradienta cikls paradits tabula 2.6. Jaatzimé, ka arT Saja gadijuma
sistéma tika injiceti 2.9. nodala aprakstitie Skidumi, lai noverstu vielas parnesi uz nakamo

paraugu.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1 Kolonnu kvalitate

Pirmas tris sintez€tas monolitu partijas vizualaja apskaté uzradija butiskus strukttras
defektus — zema blivuma monolitu, kas vairuma gadijumu atravies no kapilara sieninam.
Rezultata struktiiras blivums bija tik zems, ka nesp&ja nodrosinat nepiecieSamo pretspiedienu,
lai veiktu pilnvertigu kolonnas testu.

Domajams, ka neveiksmigo eksperimentu iemesls slépjas vairakos faktoros, bet,
galvenokart, spiediena kritums, kas rodas p&c kolonnas iznems$anas no spiediena kameras. Ta
rezultata Skidums, ar ko kolonna uzpildita, var izretoties un veidot parravumus. Tapat tika
novéroti gadijumi, kad monolita struktiira bija mazak defektu, ja kolonnas temperatiira, pec
karséSanas 330°C temperatiira, tika samazinata pakapeniski.

Labakas kvalitates kolonnas tika iegiitas p&c tam, kad monolita struktiiras veidoSanas
soli tika samazinata katalizatora — etikskabes Skiduma — molaritate no 0,1M $kiduma uz 0,01
M skidumu.

Pirmas veiksmigi uzsintez&tas kolonnas izdevas izveidot, kad spiediena kamera raditais
gazes spiediens bija nokrities zem 100 bar.

Lai arT visas atliku$ajas partijas tiek iegiitas kolonnas, kuru kvalitati izdevas veiksmigi

parbaudit ar kolonnu testu, jaatzimé, ka izmantojot SEM tika konstatéti defekti (redzams attela
3.1).

3.1. att. Ar SEM iegiitie kolonnu attéli un novérotie defekti (1, 2), salidzinajuma ar monolitu bez
defektiem (3).
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3.2 Uzsintezeéto monolitu kolonnu salidzinajums ar citam kolonnam

Salidzinajums ar citam kolonnam ir paradits tabula 3.1. Ka redzams, tad “K” vértiba,
kas aprekinata péc kolonnas testa Nr. 1 (2.4. tabula), parrékinot monolita kolonnai ir viszemaka,
savukart komerciali razotajai Waters kolonnai ta ir visaugstaka. Monolita kolonna savas
priekSrocibas nodemonstré bridi, kad jasalidzina pretspiediens — tur monolita kolonna
uzradijusi viszemako vertibu, teorétiski laujot visvairak palielinat pliismas atrumu un samazinat
analizes laiku.

3.1 tabula
Uzsintezetas kolonnas salidzinajums ar pakotu nanokolonnu un komereciali pieejamo

konvencionalo kolonnu

Izstradatajs, Tips Diametrs, | Garums, K Pretspiediens, | Plasma,
razotajs mm mm vertiba bar/m mL/min
Henriette C8, Sum 0,00050 130 1,47 154 0,0005

dalinas
Riudolfs Cs, 0,00050 951 1,96 39 0,0005
monolits
Waters Sunfire, 4.6 30 14,71 4133 4,32
C8, Sum
20: &— Uracils
15
10]
' Toluols — [\
\ A
B \ / %
\M "
0 ’ 10 ' 2 30 '

3.2. att. Hromatogramma kolonnu testam Nr. 1, kas veikts uz Henriettes pakotas nanokolonnas
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3.3. att. Hromatogramma kolonnu testam Nr. 2, kas veikts ar 8. partijas 1. kolonnu.

3.3 Uzsintezéto monolitu kolonnu savstarpéjais salidzinajums

legttie dati savstarp€jai kolonnu salidzinasanai ir apskatami Cetras diagrammas (attéli
3.4.,3.5,,3.6.,3.7.). Nemot véra, ka kolonnu garums vari¢, visi parametri ir parrékinati uz metru
kolonnas garuma.

Diagrammas att€lotas tikai tas kolonnas, kas sp&ja nodrosinat testa izpildi — tatad, kuru
pretspiediens bija sikna normalas darbibas robezas. Diagrammas neparadas pirmas tris sérijas,
jo tas nesp€ja nodroSinat atbilstoSu pretspiedienu. Jaatzime, ka kolonnu identifikacijai tiek
izmantots partijas numurs, kas seko peéc burta “B” un tad tiek noradits izmantotais porogens,

visbeidzot tiek noradita, kura no sérijas kolonnam ta ir.
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3.4. att. Iz8kirSanas faktors “K”, katrai no testétajam kolonnam
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3.5. att. Spiediens, kas parréekinats uz metru kolonnas, katrai no testétajam kolonnam
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3.6. att. IzSkirSana starp toluolu — naftalénu un naftalénu — bifenilu katrai no testétajam kolonnam
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3.7. att. Teorétisko Skivju augstums testa izmantotajiem savienojumiem Kkatrai no testétajam

kolonnam

Apskatot diagrammas nav iesp&jams saskattt izteiktas tendences. Nav pieradijumu, ka

bitiski biitu uzlabojusies kolonnu kvalitate, turklat nav noveérojama tendence, ka kolonnas

izSkirSanas faktors “K” korel&tu ar spiedienu (attéls 3.8.), ka tas biitu gadijuma, ja poras biitu

Saurakas, laujot analiz€jamajam paraugam veiksmigak mijiedarboties ar stacionaro fazi.

250,0

200,0

150,0

100,0

Spiediens uz metru, bar/1m

50,0

0,0

1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60 2,80

Izskirsanas faktors "K"

3.8. att. Grafiks, kur atziméts katras kolonnas spiediens, kas parrekinats uz metru kolonnas

garuma, un izSkirSanas faktors “K”.

Apskatot diagrammas (atteli 3.4, 3.5., 3.6. un 3.7.), un grafiku (attéls 3.8.) var secinat,

ka kolonnas pretspiediens nerezult€jas labaka kolonnas efektivitate. Tatad monolita strukttiras

ir noverojamas Ipatnibas, kas ietekmé spiedienu, bet neietekm& kolonnas veiktsp&ju —
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saSaurinajumi, plaisas un citi defekti. Turklat Sie defekti, acimredzot, ir pietieckami regulari un

biezi viscaur kolonnam, ka starp dazadam partijam netiek noverota biitiska atSkiriba.

3.4 PEG ietekme uz iegiito monolitu kolonnu kvalitati

Salidzinot iegiitos parametrus kolonnam, kas sintez&tas izmantojot PEG 10 vai PEG 20
netiek iegiiti viennozimigi rezultati. Salidzinot aiztures faktoru “K” ir novero, ka PEG 20
kolonnam $§1 parametra vid€ja vertiba ir augstaka, tau, nemot vera datu izkliedi, skaitliska
starpiba ir maznozimiga.

Lielaka atskiriba novérojama, apskatot kolonnas pretspiedienu uz metru. Saja gadijuma
kolonnam, kuru sintézeé izmantot PEG 20 tas ir butiski mazaks, tacu ari Soreiz jaizcel liela

rezultatu izkliede, kas izsakama relativaja standartnovirze 41 procenta apmera.

3.2 tabula
Videjie parametri kolonnam, kas sintezétas izmantojot PEG 20 vai PEG 10 porogénu
Parametrs PEG 20 PEG 10
Vidgjais izSkirSanas
faktors “K” 1,87 1,86
RSN iz8kirSanas
faktoram, % 13 19
Spiediens, bar/1m 85 135
RSN spiedienam, % 41 51

Lai arT iegiitie dati netieSi norada, ka ar PEG 20 sintez€to monolitu poru izméru kvalitate
ir labaka, kopuma dati nav viennozimigi. Lai ticami apstiprinatu vai noraiditu $o novérojumus

biitu nepiecieSams izmantot dzivsudraba iespieSanas porometriju.

3.5 Monolitu kolonnu izmantoSana proteinu analizé

Izmantojot monolitu kolonnas ka analitiskas kolonnas, atbilstoSi aprakstam nodala 2.9,
neviena no gradienta reZimiem neizdevas iegiit apmierinoSu izskirSanu starp izdalitajiem
peptidiem (3.9. attels). Kolonna slikti atdalija proteinus, turklat visas analizes laika MS iekarta

detekt&ja jonu ar m/z attiecibu 501,22, kas norada uz iesp&jamu kolonnas degradéSanos analizes

laika (3.10 attels).
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3.9. att. Hromatogramma peptidu maisijuma analizei ar monolitu kolonnu
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3.10. att. Ar MS konstatétais kolonnas degradacijas produkts ar m/z 501,22 full-scan

reZima.

Tiesa, monolitu kolonnas uzradija krietni labakus rezultatus, ja tas tiek izmantotas ka
priekskolonnas. Salidzinajumam jamin, ka identiska sisttma izmantojot sintezetas
nanokolonnas, iegiitas peptidu smailes ir ar labaku simetriju (att€ls 3.11) neka tas, kas iegiitas

ar komerciali pieejamo monolitu priekskolonnu (attéls 3.12.).
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3.11. att. Ar MS iegiita hromatogramma peptidam, kura izdali§anas laiks ir aptuveni 36.6

min.
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3.12. att. Ar MS iegiita hromatogramma peptidam, kura izdaliSanas laiks ir aptuveni 24,9
min un 26,3 min.

Jaatzimg, ka par paraugu tiek izmantots proteinu maisijums, kura proteini tiek sadaliti
peptidos, pateicoties pievienotajam enzimam. Rezultata ne katra analiz€ biis iesp&jams ieraudzit
vienus un tos pasSus peptidus, kas ir novérojams ar1 $aja gadijuma. Tiesa, nemot véra, ka analize
tiek veikta gradienta rezZima, smailes izdaliSanas laikam nevajadzétu atstat butisku iespaidu uz
smailes simetriju, tadel $aja gadijuma ir objektivi salidzinat smailes, kas izdalas dazados laikos.

Iegitie dati liek domat, ka monolitu kolonnas sp&ja veikt hromatografisko atdaliSanu

pasliktinas, ja paraugs sastav no lielakam molekulam — §aja gadijuma — peptidiem. To var&tu
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skaidrot ar monolita poru izmé&ru un sadalijumu. Iesp&jams, ka vairakas poras ir parak mazas,
bet to sadalijums — parak nevienmeérigs, lai nodrosinatu lielu molekulu analizi. Tiesa, monolitu
strukturas defekti, kas trauc€ sasniegt atbilstoSu peptidu parauga hromatografisko sadalisanu,
neietekmé& monolitu kolonnas veikumu ka priekSkolonnai. TieSi otradi — tas sniegums smailu
simetrijas zina ir labaks neka komerciali pieejamai priekSkolonnai.

Iespejams, ka struktiiras defekti, kas viena gadijuma traucé molekulam normali
kustgties kustigas fazes pliismas virziena, iesp&jams pat fiziski aizturot molekulas, darbojas
pozitivi priekSkolonnas gadijuma, jo nelauj lielajam molekulam izretoties kolonnas garuma, bet
gan aiztur tas tuvak sakumam, ka rezultata paraugs ir sakoncentrgjies kompaktak un tuvak
analitiskajai kolonnai. Sis arf ir iespgjamais skaidrojums, kadel monolitu kolonnas kalpo ka
labas priekskolonnas peptidu analizg, tacu to sniegums peptidu hromatografiska sadaliSana ir
vajs. Vienlaikus gan janorada, ka kolonnas apmierino$i veica nelielu molekulu (uracila,

naftaléna, bifenila, toluola) hromatografisko sadaliSanu.

3.6 Ar dalinam pakoto kolonnu izmantoSana proteinu analize

Ar sorbenta dalinam pakotas 150 mm nanokolonnas uzradija labu veikumu peptidu
analizg, veicot peptidu apmierinoSu atdaliSanu, savukart peptidu smailes forma bija simetriska,
kas nozimé, ka kolonnas ir uzpilditas kvalitativi, turklat uzpildiSanas procesa nav trauméts
kapilara sasaurinajums.
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3.13. att. Ar MS iegiita hromatogramma peptidu maisijumam, kas analizéts ar 150 mm

pakoto nanokolonnu.
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3.14. att. Ar MS iegiita hromatogramma smailei, kas paradas skengjot apgabalu ar m/z
attiectbu 710,01553-710,71605 un iegiita ar 150 mm pakoto nanokolonnu.

Tapat jaatzime, ka analizes laika, pec sorbenta sablivéSanas, netika konstatetas krasas
pretspiediena izmainas, kas liecina, ka no dalinam izveidojusies arkveida struktira bija
pietiekami izturiga, lai nodroSinatu sorbenta neizkltiSanu no kolonnas.

Vel labaku sniegumu uzradija 500 mm pakotas kolonnas (hromatogrammas redzamas
3.15. un 3.16. att€los). Peptidu izdaliSana bija apmierinoS$a, turklat iegiitas smailes — Sauras un

simetriskas.
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3.15. att. Ar MS iegiita hromatogramma peptidu maisijumam, kas analizéts ar 500 mm

pakoto nanokolonnu.
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3.16. att. Ar MS iegiita hromatogramma smailei, kas paradas sken&jot apgabalu ar m/z

attiectbu 710,01553-710,71605 un iegiita ar 500 mm pakoto nanokolonnu.

Atbilstosi gaiditajam, ar dalinam pakoto kolonnu iegiitie rezultati bija prognozejamaki
un kopuma veiksmigi. Pamatojams galvenokart tam ir tads, ka pieejamas dalinas jau tiek
komerciali razotas, savukart pakosanas laika radusos defektus var pamanit un nekavégjoties
labot. Tiesa, ar monolitu kolonnam situacija ir sarezgitaka — apjaust var tikai butiskakos
defektus un galvenais raditajs ir kolonnas sp&ja sadalit savienojumus, kas nelielu molekulu
gadijuma bija apmierinosa, bet neapmierinosa peptidu analizé. Vienlaikus gan jaatzime, ka,
neraugoties uz vajo peptidu sadaliSanas sp€u, monolitu kolonnas kalpo par labak
priekSkolonnam paraugu sakoncentrésanai.

Domajams, ka monolitu kolonnas vajo veiktsp€ju peptidu sadali$ana var labot, mainot
monolita struktiiras Tpasibas. Saja gadijuma nepiecieSami papildus eksperimenti ar monolita
strukturas veidojosa skiduma sastavu un koncentraciju, kas ir ar1 §1 p€tijuma nakoSais planotais
solis.

Nobeiguma jamin, ka ir griiti saskatit nepiecieSamibu veidot 500 mm pakotas kolonnas,
jo to veiktsp€ja ir tikai nedaudz labaka par 150 mm pakoto kolonnu veiktsp&ju, savukart garo

kolonnu veidoSana ir krietni laikietilpigaka, turklat art dargaka.
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SECINAJUMI

1. Uzlabojot monolitu sint€zes metodi, iegiitas nanokolonnas, kuru veiktsp&ja nelielu
molekulu sadaliSana ir apmierinosa.

2. Peptidu analizé uzsintezéto monolitu nanokolonnu hromatografiska veiktsp&ja ir
neapmierinosSa, bet tas uzrada labu sniegumu, ja tiek izmantotas ka priekSkolonnas
parauga sakoncentrésanai.

3. Izveidotas ar dalinam pakotds nanokolonnas ir daudz piemérotakas peptidu

hromatografiskai sadaliSanai, tatad ar proteinu paraugu analize.
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1.att. Hromatogramma, kas iegiita ar 2.4 nodala aprakstito kolonnas testu Nr.2 kolonnai
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BSPEG10#2
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5.att. Ar Olympus optisko mikroskopu novérotais kolonnas defekts — monolits nav
pilniba piepildijis kapilaru.
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6.att. Ar SEM novérota monolita struktiiru kolonnai B PEG20_#2
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7.att. 2.9. nodala aprakstita eksperimenta hromatogramma, izmantojot 30 mintsu
gradienta ciklu.
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8.att. 2.9. nodala aprakstita eksperimenta hromatogramma, izmantojot 240 minasu

gradienta ciklu.
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