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DARBA IZMANTOTIE SAISINAJUMI

Aab — a-amino-n-sviestskabe

Aad — a-aminoadipinskabe

ACN — acetonitrils

AESH - apgrieztas fazes augsti efektiva skidruma hromatografija
Ala — alanins

Alloisoleuc — alloizoleicins

Arg — arginins

Arginino-succinic — argininosukcinskabe
Asn — asparagins

Asp — asparaginskabe

BAib — B-aminoizosviestskabe

Cit — citrulins

Cys — cisteins

DL — detektésanas robeza (anglu val. Detection Limit)
F — fluoresc€josa gaisma

FITC — fenilizotiocianats

yYAba — y-aminosviestskabe

Gly — glicins

GlIn — glutamins

Glu — glutaminskabe

Hcy(Ala) — cistationins

His — histidins

Hyp — hidroksiprolins

I.D. — ieksgjais diametrs

lle —izoleicins

IS — ieks&jais standarts

Leu — leicins

Lys — lizins

MeOH — metanols

Met — metionins

OMIM - tiessaiste cilvéka parmantotibai péc Mendela likumiem (anglu val. Online

Mendelian Inheritance in Man)



Orn — ornitins

Phe — fenilalanins

Pro — prolins

QL — kvalitativas noteikSanas robeza (anglu val. Quantification Level)
Saharop - saharopins
Sarkoz — sarkozins

Ser — serins

Tau — taurins

TEA — trietilamins

THF - tetrahidrofurans
Thr — treonins

Tyr —tirozins

Trp — triptofans

Val — valins



KOPSAVILKUMS

Solvatu sorbcijas modela efektivitates izpete gradienta reZima apgrieztas fazes
Skidruma hromatografijas metodes izstradei un optimizacijai. Svetlana Vorslova,
zinatniskais vaditajs: Dr. chem., prof. Arturs Viksna. Promocijas darbs, 157 lappuses, 65

att€li, 30 tabulas, 134 literatairas avoti, 18 pielikumi. Latviesu valoda.

SOLVATU SORBCIJAS MODELIS, APGRIEZTAS FAZES AUGSTEFEKTIVA
SKIDRUMA HROMATOGRAFIJA, OPTIMIZACIJAS METODES, GRADIENTA DARBA
REZIMS, AMINOSKABJU FENILIZOTIOCIANATA ATVASINAJUMI.

Darba ir izpétita solvatu sorbcijas modela efektivitate daudzkomponentu maisijuma
sorbcijas un selektivitates prognozesanai augstefektivaja Skidruma hromatografija.
Noskaidrota solvatu sorbcijas modela efektivitate polaru savienojumu divdesmit piecu
aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu sorbcijas prognozeéSana. Noskaidrota modela
efektivitate, pielietojot apgrieztas fazes augstefektivaja Skidruma hromatografija
izmantojamas devinas hromatografijas kolonnas ar dazadam nekustigajam fazém un divam
plasi pielietojamam kustigajam fazém. Modela efektivitates pétijuma rezultati, iegitie lineara
gradienta reZima, salidzinati ar rezultatiem, iegilitiem, izmantojot komerciali plasi zinamo
linearo skidinataja spéka modeli. legiitie rezultati apliecina solvatu sorbcijas modela augstu
efektivitati, kas var bitiski paplaSinat ta izmantoSanas iesp&jas hromatografijas joma. P&tita
solvatu sorbcijas modela efektivitate segmentéta gradienta rezima. Sasniegtie rezultati
apliecina modela augstu efektivitati, izmantojot ne tikai linearo, bet ari segment&tu gradienta
reZimu. Ir panakta segmentéta gradienta optimizacija, kas nodroSina 1saku hromatografijas
izdaliSanas laiku un labaku analiz&jamo vielu izskirSanu. Izmantojot solvatu sorbcijas modeli
un darba iegltos pétijuma rezultatus, ir izstradata augstefektiva Skidruma hromatografijas

metode aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu noteikSanai biologiskaja materiala.



ABSTRACT

Study of efficiency of solvatic sorption model in gradient reversed-phase liquid
chromatography for method development and optimization. Svetlana Vorslova,
supervisor: Dr. chem. prof. Arturs Viksna. PhD thesis, 156 pages, 65 figures, 30 tables, 134
literature references, 18 appendices. In Latvian.

SOLVATIC SORPTION MODEL, REVERSED-PHASE HIGH-PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY, OPTIMIZING METHODS, GRADIENT ELUTION,
PHENYLISOTHIOCYANATE DERIVATIVES OF AMINO ACIDS.

During this research the efficiency of the solvatic sorption model for prediction of the
sorption and selectivity of a multicomponent mixture in the gradient mode of reversed-phase
high-performance liquid chromatography was studied. The main aim of this research was to
determine the efficiency of the solvatic sorption model for polar compounds, twenty-five
phenylisothiocyanate derivatives of amino acids, and sorption prediction. Also was aimed to
determine the efficiency of the model by using nine columns with different stationary phases
and the two most popular mobile phases using in reversed-phase high-performance liquid
chromatography. The results of the model efficiency study obtained using linear gradient
elution were compared with results achieved with a widely used commercial linear solvent-
strength model. The data obtained confirm the high efficiency of the solvatic sorption model.
It could significantly expand the possibilities for model usage in the field of practical
application of chromatography. The solvatic sorption model efficiency was studied using
multi-step gradient elution. The results achieved confirm the high efficiency of the solvatic
sorption model not only for linear gradient elution, but also for multi-step gradient elution.
Multi-step gradient optimization is achieved, which provide shorter retention time and better
analyzing compound resolution. Utilizing the solvatic sorption model a superior method was
developed for the detection of phenylisothiocyanate derivatives of amino acids in biological

materials.



IEVADS

Apgrieztas fazes augstefektiva Skidrumu hromatografija (AESH) ir viena no plasak
lietojamam fizikali kimiskajam organisko savienojumu analizes metodem dazadas
zinatniskajas un riipnieciski orient&tajas nozarés. Plasi zinams fakts, ka jaunas AESH metodes
izstrade un optimizacija ir darbietilpigs un laikietilpigs process, kas prasa ievérojamu
eksperimentu skaitu un iegiito rezultatu apstradi. Miisdienas aizvien pieaugosas konkurences
apstaklos farmacijas un citas nozarés pastav liels pieprasijums péc atras AESH metodes
izstrades. lesp&ja prognozet analiz€jamo savienojumu izdaliSanas parametrus (izdaliSanas
laiks un joslu izskirSana) un hromatografiskas analizes apstaklus, balstoties uz analiz€jamas
vielas struktirformulas ipaSibam un nekustigas un kustigds fazes fizikali kimiskajam
1pasibam, var ieveérojami samazinat veicamo eksperimentu skaitu un lidz ar to arT izmaksas,
kas nepiecieSamas daudzkomponentu maisijumu atdaliSanas metodes izstradei un
optimizacijai.

Kops 1990. gada zinatniskaja literatra strauji pieaug dazadu matematiski pamatotu
modelu pétfjumi analiz&jamo vielu izdaliSanas parametru prognozésanai. ST téma nav
zaud€jusi savu aktualitati 1idz §Tm bridim. Promocijas darba ir aprakstitas solvatu sorbcijas
modela izmantoSanas iesp&jas daudzkomponentu savienojumu izdaliSanas parametru
prognozéSanai. Modelis tiek wuzskatits par piemérotako sorbcijas un selektivitates
prognozeéSanas modeli apgrieztas fazes Skidruma hromatografija. IzdaliSanas parametru
prognozeSana ir balstita uz analiz€jamo vielu struktiiras uzbuvi, nekustigas fazes sorbentu
kimiskajam 1pasibam un kustigas fazes fizikali kimiskajam 1pasibam. Tas ievérojami palielina
modela izmantoSanas efektivitati, salidzinot ar citiem zinamajiem matematiskajiem
modeliem, kuru darbibas princips pamatojas, galvenokart, uz eksperimentali iegutajiem
rezultatiem. Par pétamajiem savienojumiem izvéléti 25 aminoskabju fenilizotiocianata (FITC)
atvasingjumi. Modela izpétei tika izvEletas devinas apgrieztaja fazé izmantojamas
hromatografijas kolonnas ar dazadam sorbcijas 1pasibam. Ka kustiga faze izmantoti metanols
un acetonitrils. Darba solvatu sorbcijas modelis ir salidzinats ar komerciali pieejamo lineara

Skidinataja speka ,,linear solvent strength” modeli.

Temas aktualitate

Zinams fakts, ka AESH metodes izstrade un optimizacija ir laikietilpigs process, kas
prasa augsti kvalificétu specialistu ieguldijumu. Augstas konkurences un cilvéku dzives
kvalitates del daudzas dzives sfeéras, ka, pieméram, farmacija, klinisku pétijumu, uztura
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zinatnes pétijumu specialisti nevar atlauties veltit daudz laika jaunas metodes izstradei. Lidz
ar to misdienas viena no aktualakajam hromatografijas problémam ir vielu izdaliSanas
parametru un hromatografijas apstaklu prognozesanas iesp&jas. Ta no 2010. gada publikaciju
skaits par analiz€jamo vielu izdalianas parametru prognoze€sanas iesp&jam péc starptautiskas
ScienceDirect datu bazes datiem ir 30 382. Katru gadu publikaciju skaits un interese par $o
teému pieaug. 2010. gada publikaciju skaits bija 3 242, bet 2016. gada to skaits bija 5 660.
Publikaciju skaits ScienceDirect datu baze laika perioda no 2010. lidz 2016. gadam ir redzams
1. att€la [1].
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1. att. Publikaciju skaits par analiz€éjamo vielu izdaliSanas parametru prognozeSanas

iespéjam péc starptautiskas ScienceDirect datu bazes datiem.

Zinatniskaja periodika ir aprakstiti petijumi par solvatu sorbcijas modela izmantoSanu
dazadu apgrieztas fazes sorbentu raksturosanai izokratiskaja (nemainigas) un lineara gradienta
(mainigas) kustigas fazes reZima ar kustigds fazes sastavu metanols/Udens un
acetonitrils/idens noteiktas attiecibas [2-5]. Aprakstita ari solvatu sorbcijas modela
izmantoS$ana sakotngjo analizes apstaklu prognozesanai 6-(2,3-dihlorofenil)-1,2,4-triazin-3,5-
diamtnam (lamotrigins) un ta atvasinajumiem, aromatiskiem savienojumiem, triazina un
fenilurinvielas atvasinajumiem [2-6]. Normalos hromatografijas izdaliSanas apstaklos Sie
savienojumi parsvara ir neitrali. Literatira nav atrodami dati par solvatu sorbcijas modela
izmantoSanas iesp&jam augsti polaru savienojumu izdaliSanas parametru prognozéSanai. Nav
pieejami dati par modela izmantoSanas iesp&jam darba ar segmentStu gradienta (mainigas)
kustigas fazes rezimu.
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Praktiski ir loti vertigi izprast modela izmantoSanas iesp&jas analiz€jamo parametru
prognozesanai darba ar izdalisanas gradienta rezimu. Apgrieztas fazes AESH izmanto divus
izdaliSanas gradienta veidus: linearo un segmentéto. Misdienas linearais izdaliSanas gradienta
reZims ir izmantots visplasak. Tas var bt aprakstits ar vienkar$am teorétiskam
likumsakaribam, tomér tas nav piemérots savienojumu analizei ar plaSu polaritates diapazonu.
Atskiriba no lineara izdaliSanas gradienta reZzima dotais gradients dod iesp&ju analizét vielu
maisijumu ar plasu polaritates diapazonu un sorbcijas Tpasibam viena eksperimenta laika. St
iesp&ja dod prieksroku segmentéta izdalisanas gradienta vielu maisjjumu analizei daudzas
hromatografijas sféras. Témas nozimibu nosaka ne tikai solvatu sorbcijas modela
pielietojamibas apraksts zinatniskaja literatiira, bet arm komerciala interese, kas teor&tiski var
paplasinat ChromSword programmatiiras izmantoSanu, kuras pamata ir solvatu sorbcijas

modelis.

Darba merkis

Promocijas darba meérkis ir izpétit solvatu sorbcijas modela izmantoSanas iesp&jas
polaru savienojumu sorbcijas prognozésanai apgrieztas fazes AESH lineara un segmentéta

izdaliSanas gradienta reZima apstaklos.

Darba uzdevumi

Darba mérka sasniegSanai ir izvirziti un veikti sekojosi darba uzdevumi:

1.  Veikt solvatu sorbcijas modela efektivitates izpeti izdaliSanas parametru
prognozesanai polaru savienojumu grupai, 25 aminoskabju FITC
atvasinajumiem, kustigas fazes lineara izdaliSanas gradienta rezima.

2. Izvertet solvatu sorbcijas modela iesp&as hromatografisko apstaklu
piemekl&Sanai un sorbcijas parametru prognozesanai polaru savienojumu grupai
kustigas fazes segmentéta izdaliSanas gradienta rezima.

3. Salidzinat solvatu sorbcijas modela un lineara skidinataja spéka modela
izdaliSanas parametru prognozeSanas iespgjas.

4.  Izstradat un validet AESH metodi aminoskabju FITC atvasinajumu noteik3anai

biologiskajos paraugos.
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Promocijas darba zinatniska novitate

Pirmo reizi pasaulé izpétita aminoskabju FITC atvasinajumu (polaru savienojumu
grupas) sorbcijas prognoze€Sana, izmantojot lineara un segmentéta izdaliSanas gradienta
rezimus, stradajot ar solvatu sorbcijas modeli. Ir izpétitas solvatu sorbcijas modela
izmantoSanas priekSrocibas hromatografijas apstaklu piemekleéSanai jaunas segmenteta
gradienta metodes izstradei, kuras rezultata ir izstradata un validéta jauna AESH metode

aminoskabju FITC atvasinajumu noteikSanai cilvéka biologiskajos paraugos.

Praktiska nozimiba

Petijuma rezultata izpétita solvatu sorbcijas modela prognozeéSanas sp&ja polaro
savienojumu (aminoskabju FITC atvasinajumu) noteik$anai. ,,Pirma tuvinajuma’ metodes
prognozesana veikta, pamatojoties vienigi uz analiz€jamo vielu strukttiru, nekustigas un
kustigas fazes fizikali kimiskajam 1paSibam. Tas lauj iegiit analizei pienemamus sakotngjo
izdaliSanas faktorus. Izmantojot ,pirma tuvinajuma’ metodes iegitos datus, Vveikta
segmenteta gradienta hromatografijas izdaliSanas parametru prognozeSana. Veiksmiga
sakotngja izdaliSanas parametru prognozéSana turpmak dotu iesp€ju ietaupit organiskos
Skidinatajus un optimizacijai nepiecieSamo laiku gan lineara gradienta rezima, gan arl
segmentéta gradienta rezZima. Noskaidrots, ka modelis vienlidz labi darbojas prognozeSanai,
izmantojot dazada tipa nekustigas fazes sorbentus, ka ari popularakos, hromatografija
izmantojamos, kustigas fazes organiskos modificétajus — metanolu un acetonitrilu.
Pamatojoties uz to, ka modela darbibas pamatprincips ir balstits uz nosakamo savienojumu un
kustigas un nekustigas fazes fizikali kimiskajam ipasibam, var apgalvot, ka modelim ir liela
praktiska nozime jauno AESH metoZu izstradei. Balstoties uz veiktajiem pétijumiem, ir
izstradata un optimizéta aminoskabju noteikSanas metode cilvéka biologiskajos materialas
(asins serums, asins plazma un urins). Izstradata metode ir loti efektiva atrai aminoskabju
aciddriju un/vai acidémiju selektivam skriningam, kas lauj laicigi uzstadit diagnozi un uzsakt
attiecigo terapiju. Izstradata metode ir parbaudita starplaboratoriju prasmes parbaud€s un ir
ieviesta VSIA ,,Bérnu kliniskas universitates slimnicas” Genétiskas biokimijas laboratorijas

ikdienas prakse.

Pétijumu rezultatu aprobacija

Promocijas darba rezultati ir atspoguloti 5 zinatniskajas publikacijas. Petijuma rezultati ir

prezentéti 6 starptautiskajas zinatnes konferencés un 4 Latvijas méroga konferenceés.
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1. LITERATURAS APSKATS

Apgrieztas fazes augstefektiva Skidrumu hromatografija ir visplasak lietota fizikali
kimiska metode organisko savienojumu analizei. IzSkir divus kustigas fazes darba reZimus:
izokratisko (nemainigo) un gradienta reZimu (mainigo). Izokratiskaja darba rezima kustigas
fazes koncentracija (B%) darba laika nemainas. Tas ir piemérots paraugu analizei ar saméra
Sauru polaritates un izdaliSanas laika diapazonu. lzdalisanas gradienta rezima kustigas fazes
koncentracija (B%) laika pieaug. Tas nozim€, ka savienojumu izdaliSanas laiks samazinas,
paliclinoties organiskas vielas koncentracijai kustigaja fazé [7-9]. Plasi zinams fakts, ka
AESH gradienta reZima izstrade un optimizacija ir sarezgits process, kas prasa lielu
eksperimentu skaitu, un Iidz ar to process ir dargs. Sakara ar to hromatografijas specialisti
izvairas izmantot izdaliSanas gradienta reZimu, ja ir iesp&ja izmantot izokratisko rezimu [7,8].
Turklat jaunas izdaliSanas gradienta metodes parnese starp dazadam hromatografijas
kolonnam, instrumentiem un telpam ir daudz sarezgitaks process neka izokratiskas metodes
parnese [10-12]. Neskatoties uz to, izdaliSsanas gradienta rezims ir efektivs pan€miens
sarezgitu daudzkomponentu maisijumu atdaliS$anai un analizei [7-9,13-16].

Matematiska sorbcijas procesa modulésana ar uzstaditiem hromatografijas apstakliem
un optimizacijas iesp&ja dod prieksroku klasiskai ,,méginajumu un klidu,, metodei. Paslaik
plasi tiek izmantoti matematiskie modeli, kuru uzdevums ir optimiz&ét hromatografijas
apstaklus darba ar izdaliSanas izokratisko reZimu [17-19]. Paraléli tiek veikti ievérojami
pctijumi matematiska sorbcijas procesa moduléSanai darba ar gradienta rezimu [19-26].
Neskatoties uz to, ka paslaik ir komerciali pieejami dazadi datoru programmnodro$inajumi
hromatografijas metozu vienkar$oSanai un optimizacijai, vél joprojam tiek veikti plasi

petijumi par $o jautajumu dazadas zinatnes nozares [8, 26-33].

1.1. Komerciali pieejamie modelu darbibas principi

Klasiska hromatografijas metodes izstrade notiek, izvert€jot katru iegtto
hromatogrammu. Veicot pirmo eksperimentu, apstrada iegutos rezultatus un piemekle
hromatografijas apstaklus nakamajam eksperimentam. Tada veida tiek apstradata katra
nakama hromatogramma, lidz ir iegiits optimals rezultats. ST hromatografijas apstaklu
optimizacijas metode prasa lielu eksperimentu skaitu, ka ar1 katras iegiitas hromatogrammas

rapigu apstradi. [7-8, 34, 35].
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Efektiva metodes izstrade un optimizacija pamatojas uz labu hromatografijas procesa
saprasanu un daudzu hromatografijas likumu zinaSanam, kuri apraksta vielu izSkirSanu,
mainoties hromatografijas apstakliem. Daudzi no Siem likumiem ir kvantitativi, 1idz ar to
precizi aprékini var veicinat labaku hromatografijas apstaklu piemekléSanu nakamajiem
eksperimentiem [36-38].

Iespgja veikt analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru prognoze€sanu, balstoties uz
minimalo eksperimentali iegito rezultatu skaitu, kliist arvien popularaka jaunas metodes
izstrades procesa. Prognoze€sanas pieejas biezi izmanto tados gadijumos, ja jaunas metodes
izstradei ir nepiecieSams liels eksperimentu skaits. Tas ir raksturigs vielu maisfjumu
sadali$anai, kuri satur vairak neka desmit kimiski lidzigu savienojumu. Sados gadijumos
datoru programmnodro$indjums ir Joti noderigs instruments. Sakot ar labi izvéletiem
rezultatiem, iegiitiem no minimala eksperimentu skaita, balstoties uz preciziem aprékiniem
vai empiriskam likumsakaribam, var veikt analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru
prognozesanu citos eksperimenta apstaklos.

Komerciali pieejamas AESH metozu izstrades programmas var klasificét atkariba no
to funkciju potenciala. Atseviskas programmu paketes, kas nav saistitas ar hromatografijas
sisttmu, visi dati par hromatografijas apstakliem un iegitajiem rezultatiem ir jaievada
manuali. Integrétas programmas ir savienojamas ar hromatografijas sistému, visi dati no
iegtajiem eksperimentiem tiek automatiski parsatiti uz metodes izstrades programmu, kur
notick datu apkopoSana un apstaklu piemeklgsana. Sis programmas veids ir daudz értaks
izmantoSana, toties izmaksas ir samé&ra augstas, ka arT to nav iesp&jams izmantot atseviski no
AESH sistémas [27-28, 39-43]. Misdienas plasak zinamo un izmantojamo datoru
programmnodro$inajumu darbibas principi ir:

— Izmainot vienu reizi izdaliSanas parametra mainigo lielumu, var prognozét vielu
iz8kirSanu ka funkciju no §1 mainiga lieluma. Prognoz€sanai ir nepiecieSami divu
eksperimentu izdaliSanas parametri, iegiiti noteiktos hromatografijas apstaklos —
kolonnas izmeéri, kustigas fazes, plismas atrums un izdaliSanas reZima parametri.
Mainot kadu no parametriem, var veikt prognozé$anu. Metode lauj stradat gan
izokratiskaja, gan gradient rezima. Modernakie datoru programmnodro$indjumi lauj
darboties arT ar citiem hromatografijas parametriem, tadiem ka organiska modificétaja
tips, kustigas fazes pH, kolonnu temperatiira u.c. [7, 9, 27, 44-47].

— Izmainot vienu reizi vienu vai vairakus mainigos lielumus, veic vielu izSkirSanas
prognozésanu ka funkciju no Siem mainigajiem. Programmas izmanto vienas-, divu-

vai tris- dimensiju modelésanu. Viena dimensija atbilst vienam parametram.
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Eksperimentali ieglitie rezultati att€loti demonstréSanas karté ,,resolution map”, ar
kuras palidzibu empiriski var noteikt katra savienojuma izdaliSanas parametrus.
Plasaku izmantoSanu §1 metode ir guvusi organiska modificétaja tipa optimizacijai.
Metodes lielakais trikums ir liels eksperimentalu rezultatu skaits, kas ir nepiecieSams
demonstréSanas kartes att€losana. Ta divdimensiju demonstrésanas kartes moduléSanai
ir nepiecieSsami 10-15 eksperimentali iegiitiec dati. Atrakai datu apstradei modelis
darbojas ka integrétais datoru programmnodroS$indgjums  savienojuma ar
hromatografijas sistému [7, 9,39-40, 48-51].

Nekustigas fazes parametru maina, analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru
prognozgsana tiek veikta jebkurai nekustigajai fazei. Metodes darbibai ir nepiecieSami
divu eksperimentu izdaliSanas parametri, veikti noteiktos hromatografijas apstaklos —
kolonnas izméri, kustigas fazes, plismas atrums un izdaliSanas reZima parametri.
Analiz€jamo paraugu izdaliSanas parametru prognozeéSanu var Veikt, mainot
hromatografijas kolonnas izmérus (garums, iek$€jais diametrs, dalinu izmérs, poru
izmérs) [7, 9, 26, 40, 46-48, 50].

Kustigas fazes izmainas, izdaliSanas gradienta reZima maina lauj veikt prognozesanu
citos kustigas fazes izdaliSanas rezimos. Datorsimulacijas metode gradienta rezima
reZzima organiska modific€taja koncentracija nav pastaviga, ka ar1 gradienta slipums un
forma var but dazads. Jaunas metodes izveide prasa lielu eksperimentu skaitu,
datorsimulacijas programmas lauj veikt analiz§jamo vielu izdaliSanas parametru
prognozésanu empiriski. Sakuma parametri ir divi eksperimentu rezultati noteiktos
hromatografijas apstaklos [7-9, 26, 40, 46-48, 50].

Metodes izstrade, mainot vienu vai vairakus hromatografijas apstaklus, tada veida
piemeklgjot labaku analiz€jamo vielu izskirSanu. Metode nav paredz€ta analiz€jamo
vielu izdaliSanas parametru prognoze€Sanai, bet vairak ka hromatografijas apstaklu
piemekl€Sana, pamatojoties uz lielu eksperimentu skaitu dazados hromatografijas
apstaklos. Darba ar So modeli ir nepiecieSams hromatografijas sistéma integrétais
automatiskais datoru programmnodro$inajums, kas nosaka lielas izmaksas [7, 8, 41].
Eksperta metodes, kuras veic labako analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru
prognozeéSanu, balstoties uz analiz€jamas vielas kimisko struktiirformulu un
hromatografijas sakuma apstakliem. Atskiritba no visam pargjam hromatografijas
apstaklu optimizéSanas metodeém, §1 pieeja neprasa eksperimenta datus. Optimizacijas
procesa piemekleé labakus hromatografijas apstaklus, pamatojoties uz analiz€jamo
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vielu kimisko struktirformulu un kustigas un nekustigas fazes fizikali kimiskiem

raksturlielumiem. Dotas prognozeSanas meérkis ir sasniegt labaku izS8kirSanas faktoru

(0,5<k<20) pirmajam eksperimentam. Sai pieejai ir divi trikumi: 1) analizéjamo vielu

struktirformulas nav vienmér zinamas, it Tpasi paraugos ar sarezgitu matricu, kura

atstaj negativu efektu uz joslu izSkirSanu, 2) prognozetais izdaliSanas laiks ir loti
aptuvens, 1pasi tas attiecas uz savienojumiem ar sarezgitu strukttiru vai ari optiskiem
izomé&riem. Labaku rezultatu sasniegSanai ir ieteicams izmantot ari eksperimentali
iegiitos datus. Programmas var izmantot ka atseviSkas paketes, veicot optimizaciju
manuali, ka arT ka integrétu programmu savienojumu ar hromatografijas sistému.

Integrétajai sist€émai ir augstakas izmaksas, toties to ir lietderigi izmantot sarezgito

matricu paraugiem atrai AESH metodes izstradei. [7,8,27,42, 52-56].

Analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru prognozeSanas iespgjas ir teordtiski un
praktiski interesanta probléma, kas jau ilgstoSu laiku ir p&tita hromatografijas nozaré. Katrai
metodei ir savas priekSrocibas un trikumi. Metodes, kuras balstas uz divu eksperimentali
legiito rezultatu datiem, ir plasak zinamas, labi aprakstitas zinatniskaja literatiira un ir plasi
izmantotas hromatografijas apstaklu optimizéSana. Metodes lielakais trikums: veiksmigai
optimizacijai ir nepiecieSsama labi piemeklétu eksperimentalo datu izmantodana. Sis
ierobezojums var prasit lielu eksperimentu skaitu, 1idz prasiba ir sasniegta, un tikai tad var
veikt optimizaciju. Metode balstas uz linearo $kidinataja spéka modeli.

Prognozgsanu, pamatojoties uz analiz€jamas vielas struktirformulu, stipri ierobezo
metodes izmantoSanas sféras. Ir jazina analiz€jamo maisijumu komponenti un to
struktirformulas, turklat prognozéSana nav pietieckami preciza. Ta ir lietderiga organiska
modificétaja daudzuma aprékinaSanai, ka ari analiz€jamo vielu kopgja izdaliSanas laika
noteikSanai. Precizakai prognozéS$anai ir nepiecieSami eksperimentali iegtitic dati. Labus
rezultatus var sasniegt, izmantojot viena eksperimenta rezultatus. Neskatoties uz trikumiem,
hromatografijas specialisti turpina nodarboties ar analiz€jamas vielas sorbcijas laika un
molekulas kimiskas struktirformulas savstarpgjas sakaribas pétijumiem. ST metode balstas uz

solvatu sorbcijas modeli.

1.2.  Solvatu sorbcijas modela teorija

Lai izstradatu metodi selektivitates un sorbcijas noteik3anai apgrieztas fazes AESH, ir
nepiecieSams izmantot vairakus jédzienus par sorbcijas procesu, analiz€jamas vielas (sorbata)

struktiiru, ka ar1 par sorbata mijiedarbibu ar kustigo un nekustigo fazi. PaSlaik ir iegiits
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pietiekoSs daudzums teoretisko un eksperimentalo pieradijumu tam, ka kimiski saistito
ogludenrazu virsmas kartu var uzskatit par starpposmu, kur§ izveidojas starp savdabigu stkli
no alkilgrupam un kondenséta Skiduma monoslani, kura ir spg€jigas ieurbties sorbata
molekulas, tada veida atstajot ievérojamu ietekmi uz virsmas slana 1pasibam [57, 58]. Lidz ar
to, palielinot kustigas fazes hidrofobas ipasibas, palielinas ari sorbata dalinu pareja
nekustigaja faze. Ir pieradits, ka apgrieztas fazes AESH vienlaicigi notiek vairaki procesi:
atdali$anas procesi, ka arf konkur&josie adsorbcijas procesi. Saja gadijuma atdalianas process
ir domingjosais un virsmas slanim ir raksturigas kvazi-Skidruma ipaSibas [57, 59-61].
Sorbcijas un selektivitates aptuvenai izverte€Sanai ir ieteicams izmantot divu slanu
hromatografiskas sistémas modeli:

1. Sorbenta modificéta virsma apgrieztas fazes AESH ir virsmas slanis, kas sastav no
ogludenraza slana un kustigas fazes vairakiem komponentiem;

2. Virsmas slani var uzskatit par kvazi-Skidrumu ar vairakiem raksturlielumiem: virsmas
spraigums (ys), dielektriska konstante (&), kuri mainas kopa ar kustigas fazes un
sorbenta 1pasibu izmainam;

3. Sorbata molekulas iespiezas virsmas slant.

Sorbciju nosaka starpiba starp molekulas solvatacijas energiju kustigaja fazé un
virsmas slani.

Pastav uzskats, ka virsmas slanis nav uzskatams par Skidru ogludenrazu slani, bet ir
ipass alkilgrupu stavoklis. Alkilgrupas ir saistitas ar virsmu, starp kuram atrodas zinams
kustigas fazes komponentu daudzums. Passaprotams, ka $ada modificéta slana pasibas krietni
atSkiras no ogliidenrazu 1pasibam.

Pienemot, ka virsmas slanim piemit noteikti vid€ji raksturlielumi un sorbata dalinas
var ieurbties Saja slani, var izmantot vienkarSu pieeju sorbcijas parametru noteikSanai.

Galvena matematiska izteiksme sorbcijas parametru noteiksanai ir redzama 1.1. vienadojuma:

- AG
AT +¢ (1.1)

Ink =

kur ¢p — fazu attieciba. Sorbcijas lielumu nosaka solvatacijas energijas starpibas sadalfjums

sistéma.
AG = AGsolv.s. - AGsolv.m. (12)
AG,,, = AG, +AG,, (1.3)
AG = AGC.S. - AG’c.m. + AG‘int.s. - AG’int.m. (14)
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Kur AGes un AGg . ir energija, kas ir nepiecieSama molekulu izméra dobumu veidoSanai
virsmas slanT un kustigaja fazé. AGins Un AGinem ir molekulas iedarbibas energija ar
apkartgjo vidi, atrodoties virsmas slani un kustigaja faze [62-64].

Vienkarsakais variants ir redzams 1.5. vienadojuma.

AG, = NAy + NA y (kg —1) (1.5

N — ir Avogadro skaitlis, A — $kidruma dobuma virsma, Y — virsmas spraigums (idenim
y=72,6-1 0 N-m™), A; — skidinataja molekulas laukums un k; katram $kidrumam raksturiga

konstante (Gdenim k;=1,277) [62, 64]. Aptuvena A lieluma noteik$anai izmanto Van der

Vaalsa radiusu, pienemot, ka molekulai ir sfériska forma. Tada veida var noteikt molekulas
aptuveno virsmas laukumu. Precizakai noteikSanai var izmantot dobuma laukumu, kuru
sorbata molekulas veido $kidinataja. Praktiski precizak un vienkarsak dobuma laukumu var
noteikt, izmantojot eksperimentali iegitos dazadu savienojumu parcialos mola tilpumus
Skidinataja. Misdienu metodes parcialos mola tilpumus lauj noteikt ar precizitati lidz 0,1
cm®>mol™ [65]. Parcialos mola tilpumus dazadam vielu grupam (spirti, ogliidenrazi,
aminoskabes) var atrast literattira. Eksperimentalie dati ir pieradijusi, ka atsevisko molekulu
fragmentu ieguldijums aditivitates principa izmantoSana ir pienemams tuvinajums mola
tilpuma aprékinasanai. Lidz ar to, uzskatot, ka dobumam ir sfériska forma, var pienemt 1.6.

vienadojumu.

A=N 7 x4836(3V,)" (L6.)

Kur Vj — molekulu fragmentu parcidlo mola tilpumu pieaugums Skidinataja. Liels
eksperimentali noteikto parcialo mola tilpumu skaits dazadiem savienojumiem lauj noteikt
> Vi vertibas gandriz ikvienam savienojumam. Turklat ir ieteiktas vienkarSas sakaribas Vj
noteik3anai ar pietiekami augstu precizitati. Nemot to véra, AG, aprékinaSanai var izmantot

1.7. vienadojumu [64, 66].
AG, = N3y x4836(3 V)7 +v/ (k& —1)] (1.7)

Kur V, — kustigas fazes mola tilpums.
Aprekinu vienkarSoSanai tiek izmantots parcialais mola tilpums @ideni, pienemot, ka

dobumu raksturojosiem parametriem gan virsmas slani, gan kustigaja faz€ ir jabut ar tuvam
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vertibam. Svarigs faktors ir pareiza sorbata iedarbibas potenciala formas izvéle ar apkartejo
vidi, AGjy. [66]. Solvafobas iedarbibas teorija tiek izmantota Van der Vaalsa un

elektrostatiskas iedarbibas summa.

AGint. ~ AGde + AGe.s. (18)

Lieluma AGgs noteiksanai tick izmantots Onzagera reaktiva lauka kontinuuma modelis
[62, 63, 66]. KA jau iepriekS minéts, dota lieluma noteikSanai ir nepiecieSami raksturlielumi,
kuri nav zinami un ir gruti iegtstami. Turklat ir japiebilst, ka visas Van der Vaalsa iedarbibas
energijas aprékinu metodes ir tuvinatas, un to noteikSanai ir nepiecieSams liels vielu
raksturlielumu skaits vai art liels empirisko parametru skaits. Miisdienu kontinuuma teorijas,
kuras tiek izmantotas tikai elektrostatiskas iedarbibas, tick izmantotas aptuvenai solvatacijas
energijas aprékinasanai. Pastav uzskats, ka vielas molekula sastav no dipoliem, kuri neatkarigi
iedarbojas uz to apkarteso$o kontinuumu [65, 67-70]. Saja gadfjuma tiek izmantots 1.9.

vienadojums.

2
AG,, ~AG,, :_EMZ’U_;
' ~ 2 (26 +1) 5 a;

(1.9.)

Kur uj ir saiSu dipola moments, @j — iedomajamas sféras efektivais radiuss, kura atrodas
dipoli, & — apkartesosa kontinuuma dielektriska caurlaidiba.

Aprakstitaja pieeja nav nepiecieSamibas izmantot kvantu kimijas metodes atomu
ladina noteikSanai. Dipolu momenti ir noteikti gandriz visam sait€ém un dazados savienojumos
atSkiras minimali. Konkrétak, katrs dipols nav aptverts ar pilnigi noslégto skidinataja
molekulu sféru, [idz ar to precizak ir runat par lodes segmentiem. Ieteicama metode pamatojas
uz pienémumu, ka dazados savienojumos lodes segmenta parametri, kuros atrodas vienadi
dipoli, mainas Saura diapazona. No ta izriet, ka elektrostatiskas energijas aprékinasanai doto
parametru aptuveni var izteikt ar sféras efektivo radiusu (a;). levietojot vienadojumus 1.8. un

1.10. izteiksmé& 1.5., tiek iegiits 1.10. vienadojums.

—AG = N x4836((7, — 7,)(XV) * +V, (K D)7, -

2 : (1.10.)
VK -0+ [ () - (e ]X o

a;
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kur f(g):%

Sis vienadojums tika iegiits, izmantojot daZus nezinamus virsmas slana parametrus k.,

f(es), ysun V. Pastav iespgja noteikt kolonnas un sorbenta virsmas slana parametrus attieciba

pret standartvielu, pieméram, benzolu. Saja gadijuma izmanto 1.11. izteiksmi.

Ink, = ——{N x4836(7, —ys){(zvi)% DK }
' (1.11)

[f(e)— f(€m)](2%_z§;.st_]}+ Ink_

Izmantojot standartvielu, nav nepiecieSamibas noteikt g, vsun k¢ lielumus, kas stipri

vienkarSo aprékinu. Tada veida 1.11. izteiksmi var vienkarSot un rezultata iegut 1.12.

izteiksmi.

Ink, = Ink,, +16,48(r, — 7 (V)7 — (V.. ) *1+
‘ 1.12.
0’8234[ f (gm) — f (85 )](ZAGe.s.jHZO _AGe.s.st.HZO) ( )

Dotaja izteiksme& AG,;,ouUn AG, o palielina AG, ietekmi uz molekulas X

dipolu j, ka arT (AG), . ietekmi uz standartvielam fideni. Nemot véra 1.13. izteiksmi,

Zi _ T esiH0 (1.13)
— 3’

Saja gadijuma AG ir izteikts kJ-mol™, y izteikts N-m™ un V cm®mol™. ys un f{es)
lielumus ir viegli izteikt, izmantojot standartu un dazas referentas vielas.

Izteiksmi 1.12. ir viegli vienkarSot Iidz 1.14. izteiksmei, nemot véra, ka AG, o ir
standartvielas X mijiedarbibas energija ar ideni, Vg ir dotas vielas parcialais mola tilpums
ddeni. Yy UN &ny ir virsmas spraigums un kustigas fazes dielektriska caurlaidiba. Ky un Kg ir

savienojuma X un standartvielas izmantosanas koeficienti. Lidz ar to modelis ir balstits uz to,

ka izmainas kustigaja faz€ un virsmas slani veicina vielas virsmas spraiguma un dielektriskas

caurlaidibas izmainas.
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Ink, =a(>'V,)® +b(TAG, , 1 0) +C , kur (1.14.)

a=16,48(ym— 7vs) un b= 0,8234x%a(en) — a(es), un parametrs ¢ ietver sevi ¢b un pargjos
kustigas un nekustigas fazes raksturlielumus. No ta izriet, ka katru kolonnu kvantitativi var
raksturot ar trim (@, b un C) dotiem parametriem, kuri nosaka izdali$anos un selektivitati.

Lai noteiktu hromatografiskas sistémas parametrus izvélétam kolonnas sorbentam un
organiska modificétaja koncentracijai, ir nepiecieSams veikt references materiala sorbcijas

noteikSanu dazados apstaklos. Precizakai parametru noteikSanai vélams izmantot vielas ar péc

iespgjas talakam 4G, un 4G, vertibam un polaritatem. Palielinot salidzinamo vielu skaitu,

samazinas noteik3anas kliida @, b un ¢ parametriem [7, 24-25, 71-74].

1.3. Lineara Skidinataja spéka (linear solvent strength) modela teorija

Popularakas $kiduma sistémas, izmantojamas AESH ir binaras, Gidens—organiskais
$kidums. Liels pétTjumu skaits apliecina, ka darba ar apgrieztas fazes AESH izmainas binaraja
Skidumu sist€ma izraisa analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru izmainas, kuras var aprakstit
ar linearo skidinataja speka modeli [21, 75-81]. Modeli analiz€jama savienojuma izdaliSanas
logaritma koeficients 10g K ir lineari saistits ar organiska modificétaja tilpuma dalu binaraja
sisttma. Linearo $kidinataja spéka modeli apraksta ar 1.15. vienadojumu.

logk =logk, —S¢ (1.15)

Vienadojuma izmantotais 109 K, lielums ir ekstrapoléta 10g K vértiba, kad kustigas
fazes sastava ir 100% tdens (¢p =0). Lielums S ir konstantes lielums, raksturigs konkrétai
hromatografijas sistémai un konkrétam analiz€jamam vielam. Lielums ¢ ir organiska
modificétaja (B) tilpuma dala kustigas fazes sastava (¢p =B%/100).

Analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru noteikSanai ir nepiecieSama sist€émas

kalibréSana, eksperimentalo rezultatu dati, kuri ieghti divos praktiskos eksperimentos.
Neskatoties uz to, izmantojot o modeli, var ievérojami samazinat jaunas metodes izstrades
laiku [75, 77, 82].

Veicot metodes izstradi izokratiskaja rezima, modeli ir nepiecieSams kalibrét divas

dazadas organiska modificétaja koncentracijas. Pamatojoties uz 1.15. vienadojumu, lielums
log ki tiek atvasinats, ekstrapolgjot to no l0g K vértibas attiecibas pret organiska

modificétaja tilpuma dalu. Kalibréto linearo S$kidinataja speka modeli var izmantot
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analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru noteikSanai, izmantojot gan So, gan citus organiskos
modificetajus [76]. Labakai izdaliSanas parametru prognozeSanai linearo Skidinataja speka
modeli ir nepiecieSams kalibrét ar katru organisko modificétaju, kur§ tiek izmantots darba
[21,75,78, 82-85].

Lielaka interese hromatografijas joma ir saistita ar analiz€jamo vielu prognozeSanas un
metodes izstrades iesp&jam izdaliSanas gradienta rezima. Linearais $kidinataja speka modelis
lauj veikt prognozéSanu lineara izdaliSanas gradienta rezima. Modela kalibrésanu veic,
izmantojot divus izdalisanas gradienta rezima eksperimentali iegitos datus. Saja gadfjuma ir
janem véra organiskd modificétaja koncentracijas mainu laikd ¢b, kura lineari tiek
paaugstinata analizes laika. Organiska modificétaja koncentracijas izmainu var aprakstit ar

1.16. vienadojumu.
P =P + ¢1\’ (1.16.)
kur ¢hg ir organiska modificétaja daudzums kustigas fazes sastava analizes sakuma,

dg,

@ = Yy ir kustigas fazes sastava izmaina laika. Linearo $kidinataja spéka modeli lineara
t

gradienta apstaklos apraksta 1.17. vienadojums [75].
logk'=(logk, —S¢,)—S¢, ", 1.17.
kur (logky — S ¢ho) ir atbilstoss sakuma apstakliem l0g Ko, un faktors S¢b™ athilst
b/ty

Pamatojoties uz eksperimentali iegiitajiem rezultatiem no diviem dazadiem izdaliSanas

gradienta rezimu laikiem, tg, var veikt cita izdalisanas gradienta rezima analizéjamo vielu

izdali$anas laika tg noteikSanu, ka ari 10g Ky, un S parametrus. Tas ir iespéjams, pateicoties

1.18. vienadojumam [75].
ty = (%’jlog(Z,Skob +1)+t, +1t, 1.18.

Vienadojuma izmantotie lielumi ir {p - tukSais laiks ,,dead time”, t.i., laiks, kada no
kolonnas izdalas kustiga faze vai vielas, kuras dotajos apstaklos nesorbgjas, Ko ir lieluma Kk
izokratiska vertiba izdaliSanas gradienta rezima sakumpunkta, {p ir izdaliSanas gradienta laiks
»delay time”, t.i., laiks, kada hromatografijas sisttma notiek pareja no izdaliSanas izokratiska
rezima uz izdali$anas gradienta rezimu, un D lielums ir gradienta slipuma parametrs, kuru var

raksturot ar 1.19. vienadojumu [75,77].
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p o AR _VnAdS 1.19.
t t.F

Vp ir kolonnas tuksie tilpumi ,,dead volume”, t.i., tilpumi AESH iekarta, kuri ietekmé
vielu atdali§anu (injektora, kapilaru un detektora kivetes tilpumi). A¢ ir kustigas fazes
sastava maina, {g ir izdaliSanas gradienta laiks, F ir pliismas atrums un S ir koeficients, kas

nosaka savstarpgjo attiecibu starp 10g K un organiska $kiduma ¢b tilpuma dalu [75, 77].

1.4. Paraugu izvele solvatu sorbcijas modela prognozeSanas efektivitates

izpétei

ZinaSanas par aminoskabju sastavu dazados objektos ir pietieckami svarigas, lai
uzsaktu to pétisanu un identifikaciju, novertgjot to ipaSibas un kvantitativo saturu.
Aminoskabju sastava noteikSana ir svariga daudzas jomas, ta, pieméram, peptidu sintez€,
partikas produktu un dz€rienu analizé, ka arm medicina — aminoskabju sastava noteikSana
biologiskajos materialos.

Aminoskabju noteiksanai cilvéka biologiskajos materialos ir svariga nozime metabolo
slimibu diagnostika. Ta aminoskabju paaugstinatas vai pazeminatas koncentracijas var noradit
uz vairakam iedzimtam metabolam saslimSanam. Metabolisma procesa trauc€jumu rezultata
notiek aminoskabju un to atvasinajumu uzkrasanas organisma, kas izraisa toksisko vielu
akumulaciju. ST iemesla dé] metabolas slimibas ir simptomatiskas agrind vecuma un izpauZas
ka psihomotoras un intelektualas attistibas atpaliciba. Var novérot ari neirologiskas
izpausmes, kas var novest pie straujas dzives kvalitates samazinaSanas, 1idz pat agrinai navei
savlaicigi nediagnostic€tiem pacientiem. Metabolo slimibu gadijuma attiecigo aminoskabju
aizvietojosa di€ta var uzlabot pacienta dzives kvalitati, Samazinot vai pat noverSot slimibus
izpausmes simptomus [86-88].

PietiekoSi daudz darba ir ieguldits aminoskabju enantioméru atdaliSanai. P&tijumu
rezultata ir zinams, ka lielakajai brivo aminoskabju dalai ir zems UV molaras absorbcijas
koeficients. Misdienas izmantotas aminoskabju analizes metodes pamatojas uz aminoskabés
esoSo aminogrupu reakcijam, kuru rezultata tiek iegiiti UV spektra redzamie vai
fluorescgjosie atvasinajumi. Pirmaja gadijuma $0s atvasinajumus var iegiit pirms aminoskabju
sadaliSanas (pirmskolonnas derivatizacija), kad derivatizacijas procesu veic arpus
hromatografijas sistémas. Otraja gadijuma derivatizacijas procesu veic péc aminoskabju

atdaliSanas, tas ir, pirms ievadiSanas detektord (p&ckolonnas derivatizacija), kas notiek
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hromatografijas sistémas ietvaros. AESH metodes aminoskabju noteik3anai ir ierobeZotas ar
derivatizacijas reagenta un pirms vai péckolonnas derivatizacijas izveli. Lidz S§im
visinteresantakie petijumi AESH aminoskabju noteik$anas joma tika veikti, pamatojoties uz
dazadiem derivatizacijas reagentiem, to izv€li un optimizaciju [89,90].

Fenilizotiocianats (FITC; phenylisothiocyanate), tapat zinams ka Edmana reagents,
paslaik ir visplasak lietotais pirmskolonnas derivatizacijas reagents aminoskabju noteik$anai.
Aminoskabes tiek parveidotas par feniltiokarbamila (FTC) atvasinajumiem (1.1. attéls).
Reakcija piedalas gan pirm&jas, gan sekundaras aminoskabes, veidojot FTC atvasinajumus,
kurus var noteikt, izmantojot UV detektoru (240-255 nm) ar detekt€Sanas robezu 5 — 500
pmol [91-94].

) I )
QN:CZS + H;N—CHCOOH —— @—NH—C—NH—CHCQQH

FITC aminoskabe FTC aminoskabe

1.1. att. Fenilizotiocianata reakcija pirméjam aminoskabem.

Visas aminoskabes veido mono-FTC atvasinajumus, izn€mumi ir lizins un cisteins,
kuri veido bis-FTC formas. legtitie atvasinajumi ir pietiekosi stabili, tomér nelielas izmainas
var izraisit nepietiekosi laba pH kontrole, tas ir FTC atvasinajumu parveidoSanas par FTH
feniltiohidratacijas atvasinajumiem. FTC aminoskabju atvasinajumu iznakumu var negativi
ietekmet arT dazu divvertigo katjonu vai metalu klatbiitne. Veicot petijumus, tika pieradits, ka
amonija acetats, natrija acetdts un natrija hlorids neatstdj nekadu ietekmi uz FTC
atvasinajumu noteikSanu [89, 91-99].

Otrs plasi izmantojams aminoskabju derivatizacijas reagents ir ninhidrins (ninhydrin).
Tas lauj noteikt gan pirmgéjas, gan otréjas aminoskabes. Dotas reakcijas rezultata aminoskabju
atdaliSanu un noteikSanu ir javeic pie diviem vilna garumiem. Pirm&o aminoskabju atra
Ruhemana violeta (Ruhemann's violet) kompleksa veidoSanas nedod iesp&ju So metodi
izmantot péckolonnu derivatizacijai. Izmantojot ninhidrina derivatizacijas metodi, var panakt
100 pmol zemu jutibu, kas ir diezgan zema salidzinajuma ar citam derivatizacijas metodém,
tomé&r nodrosina labu analizu atkartojamibu un pareizibu [89,90,99-100].

Nakama populara aminoskabju derivatizacijas metode ir 0—ftaldialdehida (OFA; orto-
phthaldialdehyde) derivatizacija. Ta tick uzskatita par ninhidrina alternativu péckolonnas
derivatizacijas metodé, kuras jutiba ir krietni augstaka. Ne tik plasi ka péckolonnas

derivatizacijas reagents, OFA ir zinams ari ka pirmskolonnas derivatizacijas reagents.
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Izmantojot OFA ka pirmskolonnas derivatizacijas reagentu, ir janodroSina spécigo katjonu
apmainas hromatografijas metodes izmanto$anu. Galvenais OFA derivatizacijas reagenta
trikums ir ta nesp&ja reagét ar otréjam aminoskabém. So problému var atrisinat, izmantojot
oksidaciju ar hloraminu—T vai hipohloritu. Neskatoties uz minétajiem trikumiem, S$1
pirmskolonnas derivatizacijas metode ir diezgan bieZi izmantota aminoskabju noteikSanai, jo
ta ir daudz jutigaka un prasa daudz mazak laika neka pargjas AESH metodes. O—
ftaldialdehida derivatizacijas metode ir ieguvusi plasu pielietojumu kliniskaja sféra [89,90,
101].

Aminoskabju derivatizacijai izmanto arT fluoreskaminu (fluorescamine). To var
izmantot ka ninhidrina alternativu péckolonnas derivatizacija. Lidzigi ka OFA tas nereagé ar
otréjiem kaminiem. Neskatoties uz to, fluoreskamina derivatizaciju vél joprojam izmanto
peptidu un protetnu markéSanai. Ka risinajums fluoreskamina izmantoSanai reakcija ar
otréjiem aminiem ir oksidacijas agentu izmanto$ana, piem&ram, hloramins-T, hipohlorits vai
N-hlorosukcinamids. [89, 90].

Mazak popularie aminoskabju derivatizacijas reagenti ir dansila hlorids (DNS-CI; 1-
dimetilaminaftalen—5-sulfonil chloride) un dabsila hlorids (DABS-CI;
dimethylaminoazobenzenesulfonyl chloride). Dansila hlorids reagé gan ar pirmé&jiem, gan ar
otréjiem aminiem, veidojot fluoresc€joSu atvasinajumu. DNS-CI derivatizacijas metodes
galvenie triilkumi ir blakusproduktu veidosanas derivatizacijas reakcijas laika, ka ar1 saméra
gars$ reakcijas laiks. Dabsila hlorids stajas reakcija gan ar pirmg&jiem, gan ar otr&jiem aminiem,
veidojot derivatizacijas produktus ar augstu absorbciju redzama gaisma, kas ir §Is metodes
lielaka prieksrociba [89,90, 102].

9—Fluorenilmetil hlorformats (FMOC-CI; 9—fluorenylmethyl chloroformate), reaggjot
ar aminogrupam, veido stipri fluoresc&josu un stabilu atvasinajumu. Mingtais reagents stajas
reakcija ar visam aminoskabém sarmaina pH vidé istabas temperatiira, veidojot stabilu
aminoskabju atvasinajumu [89,90,103].

6—Aminokunolil-n-hidroksisukcinimidilkarbamats (AKK; 6-Aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidyl carbamate) reakcija ar aminoskabém veido stipri fluoresc&josu
atvasinajumu. AKK derivatizacijas reagents stajas reakcija gan ar pirm&jam, gan ar otréjam
aminoskabém, veidojot loti stabilu atvasinajumu, lidz 48 h. AKK izmanto pirmskolonnas
derivatizacijas reakcija. So aminoskabju derivatizacijas reagentu izmanto gan AESH, gan
ultra efektivaja skidruma hromatografija [89,90, 104-105].

tabula.
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1.1. tabula.

Aminoskabju noteikSanai izmantoto derivatizacijas reagentu salidzinajums

Pirmskolonnas derivatizacija Péckolonnas derivatizacija
Salidzinamie OFA/
. DABS- FMOC-
parametri OFA  FITC o o AKK Ninhidrins OFA hloramins-
T
NoteikSanas
UV/F uv VIS UV/F F VIS F F
metode
Detektesanas  1000(UV)
5-50 2-10 <1(F) - 50-100 3-5 10-100
robeza, pmol <1(F)
Otrgjo aminu
- + + + + + - +

noteikSana

OFA — o-ftaldialdehids; FITC — fenilizotiocianats; DABS—CI — dabsila hlorids; FMOC-CI — 9-Fluorenilmetil
hlorformats; AKK — 6-Aminokunolil-n-hidroksisukcinimidilkarbamats; UV — ultravioleta gaisma; F -

fluorescgjosa gaisma; VIS — redzama gaisma.

Pirmskolonnas vai péckolonnas derivatizacijas izvéli aminoskabju noteikSanai nosaka
vairaki faktori: 1) nepiecieSama detektéSanas jutiba, 2) pieejamais parauga daudzums, 3)
parauga tips (peptidu/proteinu izmérs, nespecifisku aminoskabju klatbiitne parauga), 4)
parauga matrica, 5) analizes atrums un atkartojamiba, 6) ekonomiski apsvérumi (instrumentu
un reagentu izmaksas). Gan péckolonnas derivatizacijai, gan pirmskolonnas derivatizacijai ir
gan savas priekSrocibas, gan ari trikumi. P&ckolonnas derivatizacijai nav janodroSina
atvasinajumu stabilitati, ka ari pilnigu reakcijas pabeigSanu. Sist€éma ir automatiska un
neprasa laika ieguldijumu paraugu sagatavosana, Iidz ar to nav ar1 paraugu zudumu. Lielakais
trilkums $ai metodei ir sarezgitaka hromatografijas sistéma, ka arT kolonnas atraka bojasanas
derivatizacijas reagenta ietekm&, kas noved pie pakapeniskas detektéSanas jutibas
samazinasanas. Pirmskolonnas derivatizacijas prasiba ir atvasinagjuma stabilitate, turklat ir
janodroSina derivatizacijas reakcijas pilniga norise, lai nerastos zudumi paraugu

sagatavoSanas laika, toties hromatografijas sistéma ir vienkarsaka [89-91, 104-106].

1.5. Augstefektivas Skidrumu hromatografijas apstaklu izvele

Augstefektivas Skidrumu hromatografijas analizu apstaklu izvéle ir atkariga no
analiz€jamo vielu raksturipa§ibam. Kopuma pastav tris galvenas kimisko savienojumu

ipaSibas, kuras nosaka izmantojamo AESH veidu: 1) polaritate, 2) jonu ladin§ un 3)
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molekulas izm@rs. Apgrieztas fazes augstefektivo Skidrumu hromatografiju izmanto, lai
atdalitu organiskos savienojumus ar dazadu polaritati. Molekulas struktiru, aktivitati un
fizikali kimiskas 1paSibas nosaka atomu un saiSu izvietojums molekula. Molekula esosas
funkcionalas grupas nosaka specialas Ipasibas un iesp&amas parvertibas, kuras var notikt ar
molekulu. Sis funkcionalas grupas ari nosaka, vai molekulai ir polaras vai nepolaras Tpasibas.
Organisko savienojumu molekulas ir sadalitas vairakas klas€s atkariba no tajas eso$ajam
funkcionalajam grupam. Izmantojot organisko savienojumu atdaliSanu, pamatojoties uz to
polaritati, relativo hromatografijas izdaliSanas laiku dazadiem organiskajiem savienojumiem
nosaka molekula esoSo funkcionalo grupu daba un izvietojums. Dazadas molekulu klases un

to hromatografijas izdaliSanas spektrs péc molekulas polaritates ir redzams 1.2. attéla.

) Salu Spirti Esteri Aro_matlskft'e Fl_uorétlew
Polara molekulas ogludenraZzi ogladenraZi Nepolz'lra

Halogén Alifatiskie Molekula
oglidenraZi ogludenraZi

Molekula

Skabes Ketoni

1.2.att. Hromatografijas izdaliSanas spektrs péc analitu funkcionalajam grupam.

Apgrieztas fazes AESH izmanto polaro kustigo fazi un nepolaro nekustigo fazi.
Analiz€jamie savienojumi, kuru polaritate ir tuva nekustigds fazes polaritatei, vairak
piesaistas nekustigajai fazei un ir izdaliti no kolonnas vé€lak, neka analiz&jamie savienojumi,
kuru polaritate ir tuvaka kustigajai fazei. Tada veida, pamatojoties uz analiz€jamo
savienojumu polaritati un tieksmi piesaistities kustigajai vai nekustigajai fazei, var mainit
analiz€jamo savienojumu izdaliSanas atrumu. Hromatografija izmantojamo kustigo un

nekustigo fazu polaritates spektrus var redzet 1.3. un 1.4. att€los.

Udens Metanols Acetonitrils THF Heksans

Polara Nepolara

Molekula Molekula

1.3. att. Kustigas fazes hromatografijas polaritates spektrs.

29



Attela ir skaidri redzams, ka tidens pieder pie polariem organiskiem Skidinatajiem,
savukart, heksans ir vismazak polars organiskais $kidinatajs. Udens piesaistis polaras
analiz€jamas vielas molekulas un virzis uz priekSu atrak, neka mazak polaras analiz€jamas

vielas molekulas.

_ Silikagels  CN C4 C8 C18(ODS
Polara (O09)

Nepolara

Molekula

Molekula

1.4 att. Nekustigas fazes hromatografijas polaritates spektrs.

Veicot augstefektivas Skidrumu hromatografijas apstaklu izveidi, hromatografijas
specialistam ir jaizv€las labaku kustigas un nekustigas fazes kombinaciju ar pret&jam

polaritatém [7, 8, 107-118].

1.5.1. Kaustigas fazes izvéle

Apgrieztas fazes augstefektiva skidrumu hromatografija ka kustigo fazi izmanto
Skidinatajus, kuri ir individuali savienojumi vai ar1 to maisijumus. Kustigajai fazei ir izvirzitas
noteiktas prasibas: 1) ta spgj skidinat dazadas vielas, veidojot ar tam viendabigas sist€mas; 2)
tai japiemit labai Skidibas spéjai, jabiit kimiski inertai attieciba pret Skidinamo vielu un
aparatiiru; 3) kustigajai fazei ir jabiit saméra drosai un I&tai [107-109].

Skidinatajus, ko izmanto kustigas fazes sagatavosanai, var iedalit organiskajos un
neorganiskajos. Tie atSkiras péc polaritates, ka ar1 péc to sastava ietilpstoSo savienojumu
savstarpgjas mijiedarbibas. Neorganiskie Skidinataji ir izplatitaki, ta viens no plasak
lietotajiem un universalakajiem $kidinatajiem ir idens. Udenim piemit loti stipras Gdenraza
saites, 11dz ar to tas nav lidzigs saviem analogiem. Udens molekulu mijiedarbibas dél tam ir
visaugstaka virSanas temperatiira. Udeni $kist sali, skabes un citi polari savienojumi. Pie
neorganiskajiem $kidinatajiem pieder amonjaks, ka ari fosforu un séru saturosie $kidinataji.

Organiskajiem Skidinatajiem ir liela nozime misdienu ripnieciba. Tos var iedalit
dazadas grupas atkariba no to raksturlielumiem: virSanas temperatiiras, iztvaicéSanas atruma,
polaritates.

Organiskos $kidinatajus plasi lieto AESH, tos klasificé péc polaritates indeksiem,
viskozitates un vir§anas temperatiiras. Skidinataju polaritates indekss (P') ir atkarigs no

skidinataja molekulu kvantu mehaniskajam pasibam. Jazina, vai $kidinataja molekulas veido
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tidenraza saites, ka notiek vielas molekulas mijiedarbiba ar skidinataja molekulam, vai vielas
molekula ir nedaliti elektronu pari.

Polaras vielas Skist polarajos Skidinatajos un otradi — nepolaraja skidinataja skist
nepolaras vielas. Polaritates indeksi parada, cik Skidinatajs ir polars attieciba pret citu
Skidinataju. Kopuma polarie $kidinataji meédz bt elektronu donori, elektronu akceptori vai ar
divéjadam Tpasibam [109]. AESH plasak izmantoto organisko $kidinataju polaritates Ipasibas

ir atspogulotas 1.2. tabula.

1.2. tabula.
Metanola un acetonitrila polaritates ipasibu salidzinajums
Salidzinamie raksturlielumi MeOH ACN
P« (protona-akceptora miiedarbiba) 2,448 1,798
P xm (dipola-dipola mijiedarbiba) 1,581 2,436
P x4 (protona-donora mijiedarbiba) 1,122 1,566
P" (polaritates indekss) 51 5,8

AESH skidinatajiem jabut ar mazu viskozitati un mazgaistodiem. Lietojot $kidinatajus
ar lielu viskozitati, tieck parslogota hromatografiska sistéma, izmantojot augstu spiedienu. Lai
samazinatu spiedienu, japaaugstina kolonnas temperatiira. Lietojot gaistoSus $kidinatajus,
pastav iespgja sisttma veidoties burbuliem, jo stkna darbibas rezultata skidinatajs var
iztvaikot, veidojot gazes burbulus. Skidinatajiem jabit pietiekami tiriem, lai hromatogramma
nebitu lieko joslu. Izmantojot UV detektorus, Skidinatajiem jabtit minimalai absorbcijai

izvéletaja vilnu garumu diapazona [109, 111].

1.5.2. Nekustigas fazes izvéele

Apgrieztas fazes augstefektiva Skidrumu hromatografija analitiskiem nolikiem ka
nekustigo fazi visbieZzak izmanto kolonnas ar iek$€jo diametru no 2 Iidz 5 mm. Kolonnas
parasti ir 5, 10, 15, 25 vai 30 cm garas. Plasak lietotie sorbenta dalinu diametri ir no 3 lidz 5
um. Kolonnas pildijumam izvélas dazadas vielas atkariba no lietoSanas noliika. Visplasak
izmanto silikag€lu un ta modificétas formas, rezultata iegiistot silikag€lu ar dazadam fizikali
kimiskam 1pasibam. Silikag€la sorbenta priekSrociba ir augsta stabilitate plasa pH diapazona.

Viens no plasak lietotiem sorbentiem apgrieztas fazes AESH ir silikagéls ar
pievienotam alkilk&dem, oktadecil (C18) un oktil (C8) grupam. Tapat var izmantot silikagélu

ar pievienotam butil- (C4), ciano (CN) un amino (NH,) grupam. Sobrid liela dala komerciali
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nopérkamo kolonnu ir ar aizsargatam ,.end-capped” silanol (-Si—OH) grupam. Kolonnu
silanolgrupas aizsardzibas mehanisms ir att€lots 1.5. att€la. Tas palidz pasargat nekustigo fazi
no nevélamam blakus reakcijam ar analiz€jamo paraugu vai ta sastavdalam ar baziskajam
ipasSibam, ka arT kontrolét mijiedarbibu starp nekustigo fazi, kustigo fazi un analiz€jamo

paraugu, kas nodrosina labaku selektivitati un analitu atdaliSanu.

¢H CH
&) i oH, SN, o
H,C —\Szij \ }CHQ)IT H,C—Si—Cl H3C\ \/ NCALRY |/_ (CH,),,
i o OHoH T~ CH, MOy N\ "L g g S
~Sj._ HO O > \\Si
/70 OH 770

o
Sio, \

1.5. att. Nekustigas fazes silanol (-Si—OH) grupas aizsardzibas ,,end-capped”

mehanisms [112].

Japiemin, ka veicot silanolgrupas aizsardzibu, ta nenotiek ar visam silanolgrupam.
Gadijuma, ja visas silanolgrupas biitu pilniba aizsargatas, tas samazinatu kolonnas stabilitati.
Skabas kustigas fazes apstaklos (pH<2), pievienotas aizsardzibas procesa grupas saktu
atdalities. Kolonnas stabilitati skabos apstaklos palidz saglabat ar1 alkilgrupas garums. Ta
nekustigas fazes, saturoSas C8 un CI18, ir stabilas apstaklos, kuri var sagraut aizsargatas
grupas. Gadijuma, ja kolonna ir ,,end-capping”, C8 un C18 grupas ir aizsargatas no hidrolizes.
Savukart, aizsargatas grupas samazina neaizsargato silanolgrupu reagétspéju. Ta rezultata Sis
nekustigas fazes atrada plasu pielictojamibu biokimijas, farmakologijas, biologijas un
medicinas jomas [113].

Veicot jaunas apgrieztas fazes augstefektivas Skidrumu hromatografijas metodes
izstradi, ir jaizvelas kustigo un nekustigo fazi. Izvéloties nekustigo fazi, ir jazina analiz€jamo
vielu 1pasibas. Viens no galvenajiem kritérijiem ir vielas polaritate, jo ta nosaka analiz&jamas
vielas skidibu dazados $kidinatajos. Otrs galvenais parametrs, ko janem vera, ir sorbenta sp&ja
mainit savas TpaSibas atkariba no kustigas fazes sastava. Veiksmigakai nekustigas fazes

izvelei hromatografijas specialisti piedava izmantot shemu, kas atspogulota 1.3. attéla [114].
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1.6. att. Apgrieztas fazes augstefektivas Skidrumu hromatografijas nekustigas fazes

izveles shema [111].

Mazpolarie organiskie savienojumi, tadi ka ogliidenrazi, to halogénatvasinajumi un
skabekli saturoSie savienojumi ar lieliem alifatiskiem radikaliem, labak skist heksana. Vielas,
kas pieder pie $§Tm grupam, netiek sadalitas uz silikaggla, tam ir vajadzigas mazpolaras
kustigas fazes, jo silikag€ls ar Sadiem Skidinatajiem ilgi stabiliz&jas. Tada tipa sorbatiem ir
rekomend&jama apgrieztas fazes hromatografija. Ka kustigo fazi labak izmantot skidumus,
kuri satur no 0 Iidz 30% acetonitrila vai metanola skiduma tiden.

Organiskie savienojumi ar vidgju polaritati labi §kist esteros, spirtos un hloroforma. So
vielu sastava ir funkcionalas grupas, kuras sp&j mijiedarboties ar silanola grupam silikaggla un
ar polaram funkcionalajam grupam kimiski modificéta silikagela. Kustiga faze tada tipa
sorbentiem ir rekomend€jama ar 2 — 50% polaro organiska Skidinataja maisijumu ar
mazpolaro Skidinataju.

Daudzi polarie organiskie $kidinataji Skist tideni, tapec tos izmanto apgrieztas fazes
hromatografija. Kustigd faze satur 0 — 50% organiska skidinataja (metanols, acetonitrils)
tideni. Apgrieztas fazes hromatografija vielas izdalas no kolonnas polaritates samazinasanas

seciba. Ja sorbatus jonizé fidens Skidumos, lai uzlabotu hromatogrammas smailes formu un
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rezultatu atkartojamibu, tad kustigajai fazei pievieno salus, skabes un buferSkidumus, lai

uzturétu pH vertibu [114-118].
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Darba izmantota aparatiira un programmnodroSinajums

Augsti efektiva Skidruma hromatografijas iekarta Waters 2695 (Waters, ASV) komplekta
ar Waters 2487 UV detektoru, termostatu kolonnas temperatiiras kontrolei un automatisku
paraugu ievadiSanas iekartu, kura nodroSinata ar temperatiras reguléSanas sisttmu. Darba

izmantotie augsti efektiva $kidruma hromatografa (AESH) pamata darba reZimi ir apkopoti

2.1. tabula.

2.1. tabula

Augsti efektiva Skidruma hromatografa Waters 2695 darba rezims

Raksturlielumi Parametri
Kolonnas termostata temperattra 46 °C
Ievadito paraugu tilpums 10 uL
Kustigas fazes plismas atrums 1 mL-min™
Automatiskas paraugu ievadiSanas iekartas 6 °C
temperatura
Detektora vilna garums 254 nm

Paraugu sagatavoSanas darba stacija Pico-Tag (Waters, ASV). NodroSina paraugu
koncentréSanu — zavé€Sanu istabas temperatiira vakuuma. Darba rezims no 0 Iidz 101 325 Pa.
Analitiskie svari BOECO (BOECO, Vacija), maksimala vertiba 120g, d+0,1mg.

pH metrs — milivoltmetrs OAKTON (Oakton Instruments, Vernon Hills, IL ASV) pH
diapazons no 1 lidz 14, iedalas vértiba 0,01 pH vieniba.

Mikrocentrifiiga Sigma 1-14 (Sigma, Vacija), 14800 max apgr.-min-1.

Automatiskas mikropipetes FINNPIPETTE (Thermo Fisher Scientific, Inc., ASV), darba
diapazoni no 20 Iidz 100 pL, no 30 Iidz 300 pL, no 100 Iidz 1000 pL, no 1 mL Iidz 5 mL.
Udens destilacijas iekarta Direct-Q #idens Millipore sistémas (Millipore, Vacija), 18,2
MQcm

Visa darba izmantota aparatiira bija verificéta un kalibréta.

Proteinu saistoss filtrs. Amicon Ultra 0.5 (Millipore, Vacija), ar nominalu molekulas masas

ierobezojumu 3000 g-mol™, tilpums 0,5 mL.
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Proteinu saistoSs, hidrofils sikporu membranfiltrs Millex-LH (Millipore, Vacija), poru
izmérs 0,45 pum, filtra garums 4 mm, filtra tilpums 0,1 mL.

ProgrammnodroS$inajums Empower 2 (Waters, ASV) eksperimentu rezultatu apstradei un
analizei.

Programmnodrosinajums ChromSword simulacijas datora programmnodrosinajums, versija
4.8.3.2010 (ChromSword, Vacija), izmantots analiz€jamo savienojumu izdaliSanas parametru
prognozesanai, rezultatu analizei un apstradei.

Apgrieztas fazes augsti efektiva Skidruma hromatografijas kolonnas. Solvatu sorbcijas
modela prognozesanas iesp&ju izpeti polaro savienojumu grupai veica ar dazadam apgrieztas
fazes kolonnam. P&tfjuma izmantotas apgrieztas fazes AESH kolonnas ir apkopotas 2.2.

tabula.
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2.2. tabula

Apgrieztas fazes AESH kolonnas, izmantotas solvatu sorbcijas modela izpétei

Ieksejais Dalinu Poru
Nekustiga ) Garums, )
Kolonna diametrs, izmérs, | diametrs, Razotajs
faze mm
mm pm A
Pico Tag
Silica/C18 3,9 300 4 60 Waters, ASV
C18
SunFire
Silica/C18 4,6 250 5 100 Waters, ASV
C18
Agilent
Zorbax CN Silica/CN 4,6 250 5 60 Technologies,
ASV
Agilent
Zorbax SB- . )
cs Silica/C8 4,6 150 5 80 Technologies,
ASV
) MACHEREY -
Nucleosil N
Silica/C8 4,6 250 5 100 NAGEL GmbH
100 C8
& Co, Vacija
Alltima C8 Silica/C8 4,6 250 5 100 GRACE, ASV
YMC-Pack .
ca Silica/C4 4,6 150 5 300 YMC, ASV
Mixed
Polymer/C18/
Mode RP- _ 4,6 250 5 100 GRACE, ASV
) Cation
C18/Cation
Mixed
Polymer
Mode RP- 4,6 250 5 100 GRACE, ASV
/C8/Cation
C8/Cation

Neskatoties uz to, ka pétijuma izmantotas kolonnas ar vienadam nekustigajam fazém,

kolonnu fizikali kimiskas Tpasibas ir atSkirigas. Apgrieztaja faz€ izmantojama kolonna

SunFire C18 atskiriba no Pico Tag C18 kolonnas —Si—OH (silanol) grupas ir aizsargatas ,,end-

capped” no nevélamam blakus reakcijam ar analiz€jamo paraugu vai ta sastavdalam ar

baziskajam 1paSibam.
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Izmantojot kolonnas ar labi aizsargatam silanolgrupam, var kontrolét mijiedarbibu
starp nekustigo fazi, kustigo fazi un analiz€jamo paraugu, kas nodroSina labaku selektivitati
un analitu atdaliSanu [117, 118]. Musdienas raZzotaji arvien biezak sak razot kolonnas ar
aizsargatam silanolgrupam.

Veicot oktilgrupu saturoSu kolonnu salidzinajumu, tika izmantotas divas kolonnas ar
neaizsargatu silanolgrupu Zorbax SB-C8 un Nucleosil 100 C8 un viena kolonna ar aizsargatu
silanolgrupu Alltima C8. Zorbax SB-C8 un Nucleosil 100 C8 kolonnam ir dazads poru
diametrs, ka ari oglekla pildijums ,,carbon load”. Ta Zorbax SB-C8 kolonnai oglekla
pildijums ir 5,5%, bet Nucleosil 100 C8 kolonnai oglekla pildijums ir 8,5%.

Solvatu sorbcijas modela izp&tei izmantotas ari kolonnas, kuras plasak pielieto

normalaja faze, tadas ka ciano- un butilsaturoSas grupas.

2.2. Darba izmantotie reagenti un materiali

L-a-Aminosviestskabe, Sigma Aldrich,, Lot 126H2622, CAS 1492-24-6;
L-a-Aminoadipinskabe, Sigma Aldrich, Lot 124H5801, CAS 1118-90-7,
DL-Alanins, 99%, Sigma Aldrich, Lot 104H0260, CAS 302-72-7;
DL-Arginins, 98%, Sigma Aldrich, Lot 30H0274, CAS 32042-43-6;
DL-Asparagins, 98%, Sigma Aldrich, Lot 84H0553, CAS 3130-87-8;
DL-Asparaginskabe, 99%, Sigma Aldrich, Lot 100H0412, CAS 617-45-8;
B-Aminoizosviestskabe, 98%, Sigma Aldrich, Lot S18926-034, CAS 62-57-7;
DL-Citrulins, 99%, Sigma Aldrich, Lot 38F1124, CAS 627-77-0;
y-Aminosviestskabe, 99%, Sigma Aldrich, Lot 083K0020, CAS 56-12-2;
L-Glutamins, 99%, Sigma Aldrich, Lot 116H0038, CAS 56-85-9;
DL-Glutaminskabe, 98%, Sigma Aldrich, Lot 52H0297, CAS 19285-83-7;
Glicins, 99%, Sigma Aldrich, Lot 84H0543, CAS 56-40-6;

DL-Histidins, 99% Sigma Aldrich, Lot 82H0415, CAS 123333-71-1,
DL-Izoleicins, 98%, Sigma Aldrich,Lot 73H02921, CAS 443-79-8;
DL-Leicins, 98%, Sigma Aldrich, Lot 94H2511, CAS 328-39-2;
DL-Metionins,99%, Sigma Aldrich,, Lot 24H0465, CAS 820-10-0;
DL-Ornitins, 99%, Sigma Aldrich, Lot 82H0286, CAS 1069-31-4,
DL-Fenilalanins, 98%, Sigma Aldrich, Lot 93H0252, CAS 150-30-1,
DL-Prolins, 99%, Sigma Aldrich, Lot 83H0019, CAS 609-36-9;
DL-Serins, 98%, Sigma Aldrich, Lot 102H0341, CAS 302-84-1;
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Taurins, 99% Lot 55H0286, CAS 107-35-7;

DL-Treonins, 98%, Sigma Aldrich, Lot 104H0094, CAS 80-68-2;
DL-Triptofans, 98%, Sigma Aldrich, Lot 21H0731, CAS 54-12-6;
DL-Tirozins, 98% Sigma Aldrich, Lot 24H0862, CAS 556-03-6;
DL-Valins, 98% Sigma Aldrich, Lot 24H3303, CAS 516-06-3;
Natrija acetata trihidrats, analitiski tirs, Penta, CAS 6131-90-4,;

6M Salsskabe, fiksanals, Penta, CAS 7647-01-0;
DL-Metioninsulfons, Sigma Aldrich, Lot 069H2506, CAS 820-10-0;
Etikskabe, ledus, Penta, CAS 64-19-7,

Trietilamins, >99,7%, Fluka, CAS 121-44-8;

Fenilizotiocianats, > 99%, GC tiribas pakape, Sigma Aldrich, CAS 103-72-0;
Acetonitrils, AESH firibas pakape, LabScan, CAS 75-05-8;
Metanols, AESH tiribas pakape, LabScan, CAS 67-56-1;

Control Amino Acids, lyophilized human serum, MCA Laboratory.

2.3. Darba Skidumu sagatavoSana

2.3.1. Aminoskabju maisijums

Ka petijuma objekts Saja darba ir izmantots laboratorija sagatavots aminoskabju
pieejamajiem aminoskabju standartiem ar tiribas pakapi ne mazaku ka 98%. Darba
izmantojamo aminoskabju saraksts un saisinajumi atbilsto§Si [UPAC nomenklatiirai ir
atspoguloti 2.3. tabula [119]. Aptuvena Kkatras atseviskas aminoskabes koncentracija ir 2
umol-mL™. Tas nodrogina pietickamu FITC atvasinatu aminoskabju joslu augstumu, kuras ir
noteiktas ar UV detektoru. P&tijuma izmantojot vienadas koncentracijas analitus, ir izslégts
joslu parklasanas trac€josais faktors, kas varétu rasties izmantojot aminoskabju maisijumu ar
dazadu analitu koncentracijam. Sagatavotais aminoskabju maisijums ir izmantots Visos darba
veiktajos eksperimentos. Labakai parauga stabilitates saglabasanai tas tika sadalits mazakas
dalas un sasaldéts (-18 + -25°C). Katram eksperimentam izmantoja atkausétu aminoskabju

maisijuma dalu, kura netika sasaldéta un izmantota atkartoti.
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2.3. tabula

Pétijuma izmantotas aminoskabes un to saisinajumi

Aminoskabes
Nr. FITC atvasinatu aminoskabju
fenilizotiocianata Saisinajumi
p.k. struktirformula
atvasinajums
a-Aminosviestskabes QNHCS
J . . NH
1. fenilizotiocianata Aab
.. OH
atvasinajums |
(6]
T
) . C \
o-Aminoadipinskabes o NHCNH@
2. fenilizotiocianata Aad o
R =
atvasinajums
OH
OH
o0—
NH—C—S
Alanina fenilizotiocianata |
3. o Ala NH
atvasinajums
NH,
J\
NH NH OH
Arginina T‘H
4, fenilizotiocianata Arg =
5 NH
atvasinajums
O
NH,
Asparagina oH
5. fenilizotiocianata Asn "“H
atvasinajums fjs
NH
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2.3. tabula (turpinajums)

Pétijuma izmantotas aminoskabes un to saisinajumi

Aminoskabes
Nr. FITC atvasinatu aminoskabju
fenilizotiocianata Saisinajumi
p.k. struktirformula
atvasinajums
OH
—0
Asparaginskabes NHC—o
6. fenilizotiocianata Asp o—
NH
atvasinajums OH
o)
NH OH
B-Aminoizosviestskabes s— c‘
7. fenilizotiocianata BAib NH
atvasinajums
Citrulina
NH—C—=S
8. fenilizotiocianata Cit o— NH
atvasinajums OH
OH
THW
v-Aminosviestskabes fjs o
9. fenilizotiocianata yvAba hH
atvasinajums
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2.3. tabula (turpinajums)

Pétijuma izmantotas aminoskabes un to salsinajumi

Aminoskabes
Nr. FITC atvasinatu aminoskabju
fenilizotiocianata Saisinajumi
p.k. ) struktiirformula
atvasinajums
o)
NH, /
Glutamina
10. fenilizotiocianata GIn NA—C=s
t .. O NH
atvasinajums oH
OH
O
Glutaminskabes
ey . . _ NH—C—S
11. fenilizotiocianata Glu
o o NH
atvasinajums OH
S (0]
M J‘\
C—NH
. e | oH
Glicina fenilizotiocianata NH
12. o Gly
atvasinajums
N
/< ‘ OH
Histidina " TH
13. fenilizotiocianata His Tjs
5 NH
atvasinajums
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2.3. tabula (turpinajums)

Pétijuma izmantotas aminoskabes un to saisinajumi

Aminoskabes
Nr. FITC atvasinatu aminoskabju
fenilizotiocianata Saisinajumi
p.k. struktirformula
atvasinajums
Izoleicina NH—C——s
14. fenilizotiocianata lle o— NH
atvasinajums OH
Leicina fenilizotiocianata NH——=S3
15. Leu o—
. NH
atvasinajums
OH
/
Metionina
ce e NH—C—sS
16. fenilizotiocianata Met o
s © NH
atvasinajums OH
o
l\‘lH OH
C—S NH
Ornitina fenilizotiocianata LH c‘—s
17. o Orn N
atvasinajums NH
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2.3. tabula (turpinajums)

Pétijuma izmantotas aminoskabes un to salsinajumi

Aminoskabes
Nr. FITC atvasinatu aminoskabju
fenilizotiocianata Saisinajumi
p.k. struktirformula
atvasinajums
o
OH
Fenilalanina “"H
18. fenilizotiocianata Phe Tjs
Py NH
atvasinajums
Prolina fenilizotiocianata QNH ¢=s o0
19. o Pro
atvasinajums
OH
NH—C—S
Serina fenilizotiocianata
20. o Ser NH
atvasinajums
NH— c—s
Taurina fenilizotiocianata
21. o Tau
atvasinajums
OH
Treonina NH—C—3
22. fenilizotiocianata Thr
atvasinajums

i
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2.3. tabula (turpinajums)

Pétijuma izmantotas aminoskabes un to salsinajumi

Aminoskabes
Nr. FITC atvasinatu aminoskabju
fenilizotiocianata Saisinajumi
p.k. struktirformula
atvasinajums
o
‘ OH
Triptofana NH
NH |
23. fenilizotiocianata Trp Tjs
oo NH
atvasinajums
o
OH
NH
Tirozina fenilizotiocianata OH i—s
24. L. Tyr ‘ —
atvasinajums NH
NH—C—S
Valina fenilizotiocianata o—
25. o Val NH
atvasinajums OH

2.3.2. Hidrolizes Skidums

Hidrolizes $kidumu gatavo, sajaucot metanolu, 1M natrija acetatu un TEA attieciba
2:1:1. Sagatavoto hidrolizes Skidumu var uzglabat ledusskapi (+2 + +8 °C) ne ilgak par

menesi.
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2.3.3. Derivatizacijas Skidums

Derivatizacijas Skidumu gatavo, sajaucot metanolu, trietilaminu, ddeni un
fenilizotiocianata reagentus attieciba 7:1:1:1. Derivatizacijas reagentu izmanto ne vélak ka 1

stundas laika no sagatavoSanas briza.

2.3.4. Kustigas fazes AESH

Katrs kustigas fazes maisijjums sagatavots atseviski. Pirma kustiga faze sagatavota
sekojoSi: 19,0 g natrija acetata trihidratu izSkidina 1 L Milli—Q tdeni, pievieno 0,5 mL TEA,
samaisa un titré ar ledus etikskabi lidz pH 6,4. Skidumu filtré caur 0,45 yum filtru. 940 mL
ieglitam Skidumam pievieno 60 mL organisko modificétaju (metanols vai acetonitrils). Otra
kustiga faze gatavota, sajaucot organisko modificétaju (metanols vai acetonitrils) ar Gdeni
attieciba 3:2. Otro kustigo fazi degaze. Katrai eksperimentu s€rijai sagatavo svaigu Kustigo

fazi.

2.4. Aminoskabju paraugu sagatavosSana

Petijuma aminoskabju paraugu sagatavoSanai ir izvéleta aminoskabju derivatizacija ar
fenilizotiocianatu. Sis paraugu sagatavoSanas metodes prieksrociba ir iesp&ja stradat ar
vienkarsaku hromatografijas sistému, jo izmanto pirmskolonnas derivatizaciju, ka ari
sagatavotais paraugs ir stabils 48 stundas, uzglabajot +5 °C + +8 °C [94, 97-98].

Shematisku paraugu sagatavoSanas procediru var redz&t 2.1. att€la. Meégené pievieno
50 puL aminoskabju maisijumu (2.3.1.), talak m&geni ievieto reakcijas trauka, kuru savieno ar
PicoTag darba staciju. Paraugus zavé istabas temperatiira, lidz vakuums sasniedz 9 Pa.
Mggené pievieno 20 pL hidrolizes $kidumu (2.3.2) un atkartoti zavé PicoTag darba stacija,
lidz vakuums sasniedz 9 Pa. Paraugiem pievieno 20 pL svaigi sagatavotu derivatizacijas
Skidumu (2.3.3.), paraugus samaisa un derivatiz€ 20 min noslégta reakcijas trauka istabas
temperatira. Reakcijas trauku savieno ar darba staciju un paraugus zavé lidz 9 Pa.
Derivatizétus paraugus izikidina 100 pL pirmaja AESH buferikiduma (2.3.4.), centrifuge
caur 0,45 um membranfiltru un ievieto automatiskaja paraugu ievadiSanas iekarta. Paraugu

izdaliSanos no hromatografijas sisteémas detekte pie 254 nm.
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Analits

Hidrolize

Brivas aminoskabes

«€—— Derivatizacija

€ Zavesana
A 4
Aminoskabju
fenilizotiocianata atvasinajumi

|

AESH analize

2.1. att. Shematiskais attélojums aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu

sagatavoSanai.

Darba izmantojamas FITC atvasinatu aminoskabju struktiirformulas un nosaukumu

saisinajumi saskana ar [UPAC nomenklatiiru ir redzami 2.3. tabula.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Promocijas darba pétitas solvatu sorbcijas modela vielu prognozésanas iespéjas. Ka
petijuma objekts izv€lets 25 aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu maisijums. Solvatu
sorbcijas modelis izpétits, izmantojot dazadas apgrieztas fazes augsti efektivas skidruma
hromatografijas nekustigas fazes un divus plasak lietotus organiskos modificétajus — metanolu
un acetonitrilu.

Vielu sorbcijas noteikSanai solvatu sorbcijas modelis balstas uz trim parametriem: 1)
analiz€jamo vielu struktiirformulam, kuras apraksta ar sorbata parcialo mola tilpumu V
(cm*mol™) un sorbata mijiedarbibas energiju ar tdeni 4Gy (kJ-mol™), 2) kustigas fazes
raksturlielumiem un 3) nekustigas fazes raksturliclumiem. Kustigas un nekustigas fazes
raksturlielumus apraksta ar a, b un ¢ parametriem. VienkarSota matematiska sakariba, kura

apraksta modeli, ir redzama 3.1. vienadojuma [24,25,74].
Ink = a(V)?® +b(AG, ) +¢ (3.1)

Solvatu sorbcijas modela veiksmigai lietosanai ir nepiecieSams zinat sorbata tilpuma
parametrus un iedarbibas energiju ar fideni. So parametru noteik3anai ir nepieciesams veikt
kolonnas sorbcijas sp€jas kvantitativu raksturoSanu. Kolonnas sorbcijas raksturoSanai izmanto
a, b un c koeficientus, kurus nosaka apgrieztas fazes sorbents un izmantota kustiga faze.
Koeficientu a var definét ka sorbenta izméra selektivitati (mol-cm?). Tas nosaka kolonnas
sp&ju noteiktos apstaklos atdalit savienojumus ar vienadu polaritati, bet dazadiem virsmas
laukumiem. Parametrs b nosaka kolonnas polaritates selektivitati (mol-kJ™), spgju noteiktos
apstaklos atdalit vienada izm&ra sorbatus ar at$kirigu polaritati. Parametrs c ir kolonnas
konstante noteiktos apstaklos, kuru nosaka fazu attieciba un virsmas slana vid€jais mola
tilpums [74].

Pirms apgrieztas fazes AESH kolonnas izmantoja solvatu sorbcijas modeli
prognoz€Sanas petijumiem, veica kolonnu kalibréSanu. Hromatografijas kolonnas kalibrésanai
izmantoti sekojosi savienojumi: benzols, fenols, toluols, hlorbenzols, metilparabéns, 4-
hidrosibenzaldehids. Kolonnas kalibr&ja, izmantojot abus darba izmantojamos organiskos
modificétajus (acetonitrils, metanols). Izmantojamo savienojumu hromatogramas uznemtas
izdaliSanas izokratiskaja rezima 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 un 90 % organiska modificctaja
koncentracija. Kolonnas temperattra 30°C, detekt€Sanas vilna garums 210 nm. Kustigas fazes

plismas atrums 1 mL-min™.
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Kalibrésanas procesa iegutie @, b un ¢ parametri ievaditi ChromSword simulacijas
programmnodro$inajuma datu bazé. Noteiktie koeficienti metanola un acetonitrila atspoguloti
3.1 tabula.

3.1. tabula.

Apgrieztas fazes kolonnu raksturlielumi, iegiiti kolonnu kalibrésanas procesa.

Acetonitrils Metanols
Sorbents a, b, a, b,
mol-cm? | mol-kJ™* © | mol-em? | mol-kJ? ¢
Pico Tag C18 0,2447 0,04661 | -2,11 0,319 0,04792 -3,16
SunFire C18 0,1650 | 0,03115 |-1,013 | 0,2487 | 0,03452 | -2,054
Zorbax CN 0,0408 | 0,00863 | -0,316 | 0,0617 | 0,00814 | -0,575
Zorbax SB-C8 0,16 0,0285 -1,11 0,298 0,0324 -3,52
Nucleosil 100 C8 0,17 0,030 |-1,046 | 0,292 0,034 2,3
Alltima C8 0,157 0,0265 -1,3 0,265 0,031 -2,7
YMC-Pack C4 0,198 0,0371 -2,10 0,285 0,04 -3,46
Mixed Mode RP-C18/Cation 0,26 0,0449 -1,9 0,4 0,053 -4,01
Mixed Mode RP-C8/Cation 0,1415 | 0,02482 |-1,031 | 0,212 0,0315 | -2,851

3.1. tabula atspogulotie dati norada uz lietoto kolonnu pasibu atSkiribu. Var secinat,
ka Mixed Mode RP-C18/Cation un Pico Tag C18 kolonnam ir labakas sorbenta izméra
selektivitates un polaritates selektivitates abas kustigajas fazes. levérojami zemakas sorbenta
izméra un polaritates selektivitates abas kustigajas fazes ir Zorbax CN kolonnai. Sis kolonnas
mazie sorbenta izméri un polaritates selektivitates raditaji var but saistiti ar kolonnas
nepiemg&rotibu izmantoSanai apgrieztas fazes hromatografija. Oktilgrupu saturosam kolonnam,
Zorbax SB-C8 un Alltima C8, sorbenta izm&ra selektivitate un polaritates selektivitate
acetonitrila ir loti tuvas. Savukart, metanola sorbenta izmé@ra selektivitate un polaritates
selektivitate ir tuva citam oktilgrupu saturo§am kolonnam, Zorbax SB-C8 un Nucleosil 100
C8.

Dati par analiz§jamo aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu aprekinatiem
parcialiem mola tilpumiem un mijiedarbibas energijam ar tdeni, kas aprékinati péc vielu

struktirformulam ar ChromSword programmnodrosinajuma palidzibu ir apkopotia 3.2. tabula.
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3.2. tabula

Analizéjamo aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu parcialais mola tilpums un

mijiedarbibas energija ar tideni (aprékini péc struktiirformulas)

Nr. p.k. Analiz&jamas vielas V, (cm®mol™) AGy, (kJ-mol™).
1 Aab 161,7 -153,6
2 Aad 189,7 -222,3
3 Ala 146,1 -150,7
" Arg 187,3 -255,6
5 Asn 165,7 -223.3
6. Asp 164,0 -241,9
7. BAib 161,7 -153,6
8. Cit 177,4 -156,4
0. yvAba 162,2 -153,6
10. Gln 181,4 -226,1
11. Glu 174,0 -219,5
12. Gly 130,8 -147,9
13. His 191,9 -196,4
14. lle 192,7 -159,2
15, Leu 192,7 -159,2
16. Met 184,6 -163,4
17. Orn 256,8 -232,7
18. Phe 209,8 -168,6
19. Pro 166,6 -147,8
20. Ser 146,5 -200,1
21. Tau 163,5 -187,4
22. Thr 161,8 -202,9
23. Trp 231,9 -190,8
24. Tyr 2148 -199,4
25. Val 177,0 -156,4
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Apgrieztas fazes AESH metodes izstrade jebkuram vielu maisijumam ietver sevi divus
etapus: 1) izdalisanas laika optimizacija, 2) analiz€jamo savienojumu atdaliSanas optimizacija.
Izdalisanas laika optimizaciju var sakt ka nulles tuvinajuma metodi, izmantojot tikai
analiz€jamo savienojumu, kustigas un nekustigas fazes parametrus. Talak, izmantojot
sakotngji iegltos izdaliSanas laika rezultatus, var turpinat ar “pirmo tuvinajuma” un “otro
tuvinajuma” metodém, kuras dod precizakus rezultatus, tada veida optimiz&jot analiz&jamo

savienojumu atdalisanu.

3.1. Sorbcijas parametru prognozésana, izmantojot ,,nulles tuvinajuma”

metodi

Solvatu sorbcijas modelis ir piem@rots analiz§jamo savienojumu sakotn&jo apstaklu
prognozésanai, balstoties tikai uz vielas struktirformulu un kustigds un nekustigas fazes
raksturlielumiem. ,,Nulles tuvingjuma” metodei ir pusempiriska piecja, eksperimentali iegtie
rezultati nav nepiecieSami. Lidz ar to ir sagaidama iev€rojama prognozeto rezultatu novirze
no eksperimentali iegttajiem rezultatiem. ,,Nulles tuvindjuma” metodes mérkis nav precizi
prognoz&ét analitu izdaliSanas laiku. lzdaliSanas izokratiskas metodes gadijuma nulles
tuvinajums lauj prognozet organiska modificétaja koncentraciju kustigaja faze, kas, savukart,
lauj iegiit analizei pienemamus izdaliSanas faktorus. Hromatografijas specialisti iesaka
izmantot izdaliSanas izokratisko metodi, ja analiz€jamo savienojumu skaits ir zem 10 [14].
Misu gadijuma izdaliSanas izokratisko metodi izmantot nav ieteicams. lzdaliSanas gradienta
“nulles tuvinajuma” metode lauj aptuveni prognozét analiz€jamo vielu izdalisanas laiku,
organiska modificétaja koncentraciju un analizes kop€&jo laiku. Abos hromatografijas darba
reZimos solvatu sorbcijas modelil izmantotais nulles tuvinajums palidz samazinat metodes
optimizacijai nepiecieSamo organisko skidinataju daudzumu, tada veida samazinot izmaksas,
ka arT optimizacijai nepiecieSamo laiku.

Izmantojot So tuvinagjumu, veikta aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu
izdaliSanas parametru prognozésana visam nekustigajam fazém. Darba noteikti naturalie
logaritmi no sorbcijas faktora (In k) katram savienojumam. Sorbcijas faktors aprekinats
ekstrapolacijas veida no analiz€jamo savienojumu izdaliSanas faktora, pamatojoties uz
izmantotas nekustigas fazes raksturlielumiem un organiska modificétaja sastavu kustiga faze,
no 10% v/v organiska modificétaja satura 1idz 90% v/v organiska modific€taja saturam. Ka

aprékinu piemers ir izmantots nemainigs 50% Vv/v organiska modificétaja saturs. legutie dati

o1



atspoguloti 3.3. tabula, kur 50% V/v acetonitrils ka organiskais modificétajs, un 3.4. tabula,

kur 50% v/v ka organiskais modificétajs - metanols.

Naturala logaritma sorbcijas faktora (In k) vértibas, organiskais modificétajs -

acetonitrils (ACN/H,0 50% v/v)

3.3. tabula

3.8 5 88 8 T8 s

Nr. - = @ x 5 D © & 3 =9 =3
Analits | S = < < 20 £ o 5% | °T®

pK o = %: S 3 = O 0 2 Q
s 8| N g2 | T g 324 =%

1. Aab -3,71 | -207 | -0,75 | -1,77 | -165 | -168 | -3,27 | -2,71 | -3,45
2. Aad 6,83 | 435 | -1,45 | -3,65 | -359 | -339 | 5,74 | 564 | -585
3. Ala -383 | -218 | -0,77 | -187 | -1,76 | -1,/8 | -3,37 | -2,87 | -3,57
4. Arg -550 | -337 | -1,15 | -2,84 | -2)75 | -2,64 | -468 | -436 | -481
5. Asn -532 | -326 | -1,11 | -2,76 | -267 | -259 | -455 | 425 | 471
6. Asp -6,44 | -409 | -136 | -344 | -339 | -323 | 544 | 534 | 559
7. BAb | 435 | -254 | 089 | -2,17 | -2,06 | -2,04 | -3,78 | -333 | -3,95
8. Cit -531 | -324 | -111 | -273 | -265 | -255 | 454 | 421 | -4,68
9. yAba | -456 | -270 | -094 | -230 | -220 | -2,16 | -3,95 | -353 | -4,12
10. GIn -581 | -361 | -122 | -3,03 | -296 | -283 | 493 | 468 | -5,06
11. Glu -6,61 | 421 | -1,40 | -353 | -3,48 | -3,30 | -5,57 | -547 | -5,70
12. Gly -3,/8 | -216 | -0,76 | -186 | -1,75 | -1,79 | -334 | -2,88 | -3,57
13. His -591 | 367 | -1,24 | -308 | -3,00 | -286 | -501 | 4,74 | -512
14. lle -282 | -138 | 056 | -1,19 | -103 | -1,10 | -255 | -1,76 | -2,69
15. Leu -2,72 | -130 | -054 | -1,13 | -097 | -105 | -247 | -167 | -261
16. Met -3,34 | -1,77 | 067 | -152 | -138 | -142 | -297 | -229 | -3,12
17. Orn -301 | -146 | -061 | -123 | -106 | -1,08 | -267 | -1,77 | -2,73
18. Phe -2,55 | -116 | -050 | -1,01 | -0,84 | -0,92 | -233 | -146 | -2,45
19. Pro -4,37 | 255 | -0,90 | -2,17 | -206 | -204 | -3,79 | -333 | -3,96
20. Ser -451 | -268 | -093 | -229 | -219 | -2,17 | 392 | -353 | -411
21. Tau -4,68 | -2,79 | -097 | 237 | 227 | -223 | 404 | 3,64 | 421
22. Thr 447 | -263 | -092 | -224 | -214 | -211 | 3,87 | -3,44 | -4,04
23. Trp -2,74 | -128 | -055 | -1,10 | -092 | -0,98 | -247 | -158 | -2,56
24. Tyr -4,73 | 278 | -0,99 | -234 | -222 | -215 | 406 | -3)55 | -416
25. Val -3,37 | -180 | -068 | -155 | -141 | -145 | -299 | -233 | -3,15
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3.4. tabula

Naturala logaritma sorbcijas faktora (In k) vértibas, organiskais modificétajs - metanols

(MeOH/H,0 50% v/v)

= 3 s 8 § Q S & s & c
O O O | a S © X | 82| 88
Nr. - =y ) > wn — © < S < ° T
Analits | |© = s < D £ Q- =9 =0
Pk o = = 8 3 = ®) - @ = 0
S 5 o = 2 o 3 TS

& | & | N | S S < S | X0 | X

=z = =
1. Aab |-250| -1,03 | -0,21 | -0,84 | -0,79 | -0,80 | -1,74 | -2,12 -2,14
2. Aad |-557| -325|-0,76 | -258 | -2,72 | -258 | -3,78 | -5,23 -4,33
3. Ala |-281|-131|-029|-117 | -1,10 | -1,08 | -2,02 | -2,50 -2,43
4, Arg |-416| -2,20 | -0,49 | -1,69 | -1,77 | -1,71 | -2,79 | -3,76 -3,28
5. Asn | -420| -229 | -053 |-190| -193 | -185 | -292 | -3,89 -3,40
6. Asp |-542 | -321 |-0,77 | -2,71 | -2,77 | -2,62 | -3,79 | -5,18 -4,32
7. BAib |[-3,19| -155 | -0,34 | -1,28 | -1,26 | -1,24 | -2,22 | -2,84 -2,66
8. Cit -4,06 | -2,16 | 0,49 | -1,71 | -1,76 | -1,70 | -2,77 | -3,70 -3,25
Q. yAba |-342| -172 | -0,39 | -143 | -142 | -138 | -2,38 | -3,08 -2,83
10. GIn |-455| -252 | -058 | -200 | -2,07 | -199 | -3,10 | -4,20 -3,60
11. Glu |-549 | -324 | -0,76 | -2,67 | -2,76 | -2,61 | -3,79 | -521 -4,34
12. Gly |-293|-144 |-0,34|-139| -128 | -124 | -218 | -2,69 -2,59
13. His -455| -249 | -056 | -1,91 | -2,01 | -1,93 | -3,05 | -4,16 -3,56
14. lle -1,22| 0,01 | 0,08 | 0,25 | 0,28 0,16 | -0,70 | -0,65 -1,06
15. Leu |-1,12| 0,09 | 0,10 | 0,32 | 0,35 0,23 | -0,62 | -0,54 -0,98
16. Met |-1,87 | -0,49 | -0,06 | -0,24 | -0,22 | -0,28 | -1,19 | -1,36 -1,57
17. Omn |-080| 049 | 0,24 | 1,02 | 0,92 0,73 | -0,14 | 0,01 -0,51
18. Phe |-0,76 | 0,40 | 0,19 | 0,69 | 0,69 054 | -0,30 | -0,11 -0,65
19. Pro -3,16 | -151 | 0,33 | -1,22 | -1,21 | -1,19 | -2,18 | -2,79 -2,61
20. Ser -3,54| -185 | 043 | -1,64 | -1,60 | -1,54 | -254 | -3,27 -2,98
21. Tau -353 | -1,80 | -041 | -1,49 | -148 | -1,44 | -2,45 -3,19 -2,90
22. Thr |-332|-165 |-0,37 | -1,37 | -1,35 | -1,32 | -2,31 | -2,98 -2,75
23. Trp |-0,75| 0,47 | 0,22 | 0,86 | 0,82 0,65 | -0,20 | -0,02 -0,56
24, Tyr |-3,06|-1,31 | -024 | -0,76 | -0,86 | -0,88 | -1,90 | -2,51 -2,36
25. Val -1,97 | -0,59 | -0,09 | -0,37 | -0,33 | -0,39 | -1,29 | -1,50 -1,68

Apgrieztas fazes AESH analizéjamo savienojumu sorbcijas parametru atkariba no
organiska modificétaja koncentracijas nav lineara, to apraksta ar otras pakapes
kvadratiskajiem vienadojumiem. Ka jau minéts ieprieks, izmantotais ChromSword
programmnodros§inajums lauj prognozet analitu izdaliSanas parametrus, veidojot izskirSanas
karti ar organiska modificétaja satura mainu no 10% v/v Iidz 90% v/v. IzskirSanas kartes

53




piemérs ar YMC-Pack C4 kolonnu, organiskais modificétajs — acetonitrils, ir attélots 3.1.

attela.

m
3.7

2

-1.2

Cit. HisGIU  Aad”
|

| T |
10 20 30 40 50 60 70 80
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

3.1. att. Petamo savienojumu (1-25 skat. 3.3 tab.) iz§kirsanas karte YMC-Pack C4

hromatografijas kolonnai, lietojot acetonitrilu ka organisko modificétaju.

Iz8kirSanas karte palidz noskaidrot optimalus analiz€jamo savienojumu atdaliSanas
apstaklus, paradot izdaliSanas faktora atkaribu no organiska modificétaja satura kustigaja faze
katram maisfjuma esosajam analitam. YMC-Pack C4 kolonnas pieméra var redzet, ka
analiz€jamas vielas Phe (fenilalanina fenilizotiocianats) izskirSana ir zema, ja organiska
modificétaja saturs kustigaja faz€ ir no 10 lidz 20%. Palielinoties organiska modificétaja
saturam, analiz€jama savienojuma izskirSana klust labaka. Analiz€jamo savienojumu
izdaliSanas parametru prognozeésanai un datorsimulacijas uzsakSanai solvatu sorbcijas modelis
balstas uz iegltajiem izSkirSanas kartes vienadojumiem. IzskirSanas kartes citam darba
izmantojamam nekustigajam fazém ir apskatamas 1. pielikuma.

Solvatu sorbcijas modela analiz€jamo vielu prognozéSana tiek veikta, izmantojot
izdalisanas faktoru atkaribu no organiska modificétaja koncentracijas. Zinot visus
nepiecieSsamos parametrus, var veikt analiz€§jamo savienojumu izdaliSanas laika
datorsimulaciju.

Sakotngjo apstaklu prognozesanai izveleti tris linearie gradienta rezimi 30 min, 45 min
un 60 min no 0 Iidz 100 % ACN un MeOH kustigas fazes sastava. Darba shéma ir paradita
3.2. attéla.

54



Prognozesanai Analiz&jamo vielu struktiirformula, kustigas un nekustigas
izmantojamie parametri fazes fizikali kimiskie raksturlielumi
l Y
- - 30 min linearais 45 min linearais 60 min linearais
Prognozesanas rezultats - - .
gradients gradients gradients

3.2.att. Darba shéma sorbcijas parametru prognozésanai, izmantojot analitu kimiskas

struktarformulas un kustigas un nekustigas fazes raksturlielumus.

Prognozésanas rezultata iegltie dati salidzinati ar eksperimentali iegtitajiem datiem.
legiitie rezultati Pico Tag C18 nekustigajai fazei atspoguloti 3.3. attéla, kur a) organiskais
modificétajs - acetonitrils un b) organiskais modificétajs - metanols. Iegttie dati norada, ka
lielaka atSkiriba starp prognozetajiem un eksperimentali iegutajiem rezultatiem ir ilgakam
gradientam (60 min). Abu organisko modificétaju gadijuma lielaka atskiriba starp
prognozétajiem un eksperimentali iegtitajiem rezultatiem ir Cit (citrulina fenilizotiocianatam).
Acetonitrila gadijuma izdaliSanas laika atSkiriba ir 10,77 minttes un metanola gadijuma ta ir

17,11 minates.
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a) ACN
c 12 - m 30 min 0-100 %B

S 45 min 0-100 %B
m 60 min 0-100 %B

= < S >0 0 3% o) >
CE3COI-3SHsadE L
=
Analits
-6
b) MeOH
< 18 1= 30min0-100 %
E 45 min 0-100 %
< 14 a2 60 min0-100% |
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6 .
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Aab
Aad
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BAIb

Analits
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3.3. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzinajums
aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem Pico Tag C18 snekustigajai fazei, kur a)

kustigas fazes sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

PrognozeSanas rezultatu un eksperimentali iegiito datu salidzinajums linearajiem
gradienta reZimiem atspoguloti 3.4. atteéla SunFire C18 nekustigajai fazei, 3.5. att€la Zorbax
CN nekustigajai fazei, 3.6. att€la Zorbax SB-C8 nekustigajai fazei, 3.7. att€la Nucleosil 100
C8 nekustigajai fazei, 3.8. att€la Alltima C8 nekustigajai fazei, 3.9. attéla YMC-Pack C4
nekustigajai fazei, 3.10. attéla Mixed Mode RP-C18/Cation nekustigajai fazei un 3.11. attéla

Mixed Mode RP-C8/Cation nekustigajai fazei, kur a) organiskais modificétajs - acetonitrils un
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b) organiskais modificétajs - metanols. Prognozésana veikta, balstoties uz analiz€jamo vielu

struktiirformulu un kustigas un nekustigas fazes raksturlielumiem.

a) ACN
5 - = 30 min 0-100 %B
E 45 min 0-100 %B
z‘ 4 - ® 60 min 0-100 %B
3 |
2 |
1 |
0 - |
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3.4. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzinajums

aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem SunFire C18 nekustigajai fazei, kur a)

kustigas fazes sastava acetonitrils un b) kustigas fazes sastava metanols.

SunFire C18 nekustigajai fazei (3.4. att€ls) iegitie dati norada, ka liclaka atSkiriba

starp prognozétajiem un eksperimentali iegitajiem rezultatiem (14,9 min) ir 30 min

linearajam gradientam, kur metanols ka organiskais modificétajs. Abu organisko modificétaju
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gadijuma mazakas atskiribas starp prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem rezultatiem ir

45 min lineara gradienta reZima.
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3.5. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzinajums
aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem Zorbax CN nekustigajai fazei, kur a)

kustigas fazes sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

Zorbax CN nekustigajai fazei (3.5. attels) atSkiriba starp prognozetajiem un
eksperimentali iegiitajiem rezultatiem ir daudz mazaka salidzinajuma ar octadecil- grupu
saturoSajam kolonnam. 30 min linearajam gradientam, kur acetonitrils ka organiskais

modificétajs, ta ir 2,06 mintites un 60 min linearajam gradientam, kur metanols ka organiskais
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modificetajs ta ir 2,87 minites. Korelacija starp prognozétajiem un eksperimentali iegtitajiem

rezultatiem un gradienta ilgumu starp izmantotajiem organiskajiem modificétajiem nav

noveérojama.
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3.6. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzinajums

aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem Zorbax SB-C8 nekustigajai fazei, kur a)

kustigas fazes sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

Zorbax SB-C8 nekustigajai fazei (3.6. attéls) iegiitie dati norada, ka lielaka atskiriba

starp prognozétajiem un eksperimentali ieglitajiem rezultatiem ir ilgakajam gradientam (60

min). Organiska modificétaja acetonitrila gadijuma ta ir 11,77 minates, bet organiska

59



modificétdja metanola gadijuma 7,75 minttes. Mazaka atskiriba starp prognozétajiem un
eksperimentali iegutajiem rezultatiem ir 45 min gradientam. Organiska modificétaja

acetonitrila gadijuma ta ir 1,46 miniites un metanola gadijuma 1,09 minates.
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3.7. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzinajums
aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem Nucleosil 100 C8 nekustigajai fazei, kur

a) kustigas fazes sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

Nucleosil 100 C8 nekustigajai fazei (3.7. att€ls) iegttie dati norada, ka lielaka atskiriba
starp prognozétajiem un eksperimentali ieghtajiem rezultatiem ir 30 min linearajam

gradientam. Organiska modificétaja acetonitrila gadijuma ta ir 2,31 mindtes, organiska
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modificétaja metanola gadijuma ta ir 2,71 miniites. Mazaka atSkiriba starp prognozétajiem un
eksperimentali ieghtajiem rezultatiem ir 60 min gradientam. Organiska modificétaja
acetonitrila gadijuma ta ir 1,00 miniites, organiska modificétaja metanola gadijuma ta ir 0,78
mindtes.

a) ACN
= 30 min 0-100 %B

E 3,0 - 45 min 0-100 %B
S5 - ® 60 min 0-100 %B
2,0 -
1,5 -
1,0 -

0,5 1

0,0 -

b) MeOH
12 71 =30 min 0-100 %B

45 min 0-100 %B
8 1  m60 min 0-100 %B

At, min

Aab
Arg
A
H
lle
Leu
Met
Orn
Phe

Analits

-12

3.8. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzindjums aminoskabju
fenilizotiocianata atvasindjumiem Alltima C8 nekustigajai fazei, kur a) kustigas fazes

sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

Alltima 100 C8 nekustigajai fazei (3.8. attels) lielaka atSkiriba starp prognozétajiem un

eksperimentali iegutajiem rezultatiem 30 min linearajam gradientam, organiska modificétaja
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acetonitrila gadijuma ir 2,48 minates. Organiska modificétaja metanola gadijuma 60 min

linearajam gradientam ta ir 11,21 mindtes.
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3.9. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdaliSanas laiku salidzinajums
aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem YMC-Pack C4 nekustigajai fazei, kur a)

kustigas fazes sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

YMC-Pack C4 nekustigajai fazei (3.9. att€ls) iegiitic dati norada, ka lielaka atskiriba
starp prognozétajiem un eksperimentali ieghtajiem rezultatiem ir 60 min linearajam
gradientam. Organiska modificétaja acetonitrila gadijuma ta ir 5,22 minttes, organiska
modificétaja metanola gadijuma ta ir 5,08 mintites. Mazaka atskiriba starp prognozetajiem un
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eksperimentali ieghtajiem rezultatiem ir 45 min gradientam. Organiska modificétaja

acetonitrila gadijuma ta ir 3,46 minates un organiska modificétaja metanola gadijuma ta ir

2,24 minutes.
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3.10. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdali$anas laiku salidzinajums

aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem Mixed Mode RP-C18/Cation nekustigajai

fazei, kur a) kustigas fazes sastava -

acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.

Mixed Mode RP-C18/Cation nekustigajai fazei (3.10. attéls) iegttie dati norada, ka

liclaka atskiriba starp prognozétajiem un eksperimentali ieglitajiem rezultatiem ir 60 min

linearajam gradientam. Organiska modificétaja acetonitrila gadijuma ta ir 2,98 minites,
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organiska modificétaja metanola gadijuma ta ir 11,29 mindtes. Mazaka at$kiriba starp
prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem rezultatiem, izmantojot organisko modificétaju
acetonitrilu, 30 min gradientam ir 1,0 minttes. lzmantojot organisko modificétaju metanolu,

45 min gradientam ta ir 1,75 mintes.
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3.11. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito izdali$anas laiku salidzinajums
aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem Mixed Mode RP-C8/Cation nekustigajali

fazei, kur a) kustigas fazes sastava - acetonitrils un b) kustigas fazes sastava - metanols.
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Mixed Mode RP-C8/Cation nekustigajai fazei (3.11. attéls) iegutie dati norada, ka
liclaka atSkiriba starp prognozétajiem un eksperimentali iegltajiem rezultatiem, izmantojot
organisko modificétaju acetonitrilu, 60 min linearajam gradientam ir 12,31 mindtes.
Izmantojot organisko modificétaju metanolu, 30 min linearajam gradientam ta ir 11,11
mindtes. Mazaka atSkiriba starp prognozétajiem un eksperimentali iegitajiem rezultatiem ir
45 min linearajam gradientam. Organiska modificétaja acetonitrila gadijuma ta ir 1,87
mindtes. Organiska modificétaja metanola gadijuma ta ir 2,54 mindtes.

Analizgjot prognozésanas rezultata iegiitos datus, var apgalvot, ka korelacija starp
analiz€jamo vielu izdalisanas laikiem un prognozesanai izmantota lineara gradienta laiku nav
noverojama. Eksperimenta rezultata iegiitie dati apliecina, ka prognoze€to un eksperimentali
iegito rezultatu starpiba lielaka par 5 minitém ir 2% aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumiem, izmantojot acetonitrilu un 26% analitiem, izmantojot metanolu 30 min
linearajam gradientam. 45 min linedrajam gradientam prognoz€to un eksperimentali iegiito
rezultatu starpiba lielaka par 5 minutém 1,5% analitiem, izmantojot organisko modificétaju
acetonitrilu, un 4%, izmantojot organisko modificétaju metanolu. Linearajam gradientam ar
kopgjo laiku 60 min rezultatu starpiba lielaka par 5 miniiteém ir 13% analitiem, ka organisko
modificétaju izmantojot acetonitrilu un 26%, izmantojot metanolu. Mazaka atskiriba starp
prognozetajiem un eksperimentali iegutajiem izdaliSanas laikiem ir Zorbax CN un Nucleosil
100 C8 kolonnam - mazak par 3 minttém, organiskais modificétajs gan acetonitrils, gan
metanols, neskatoties uz to ka Zorbax CN kolonnai ir zemakas sorbenta izméra un palaritates
selektivitates raditaji (skat. 3.1.tabula).

»Nulles tuvinajuma” metodi nevar uzskatit par pietiekami precizu analiz€jamo vielu
izdalisanas laika prognozésanas metodi, toties var uzskatit, ka to var pienemt par labu metodi
sakotn€jo parametru prognozeésSanai. Ta lauj noteikt aptuvenu analizes laiku un analizei

nepiecieSsamo organiska modificétaja daudzumu.

3.2. Sorbcijas parametru prognozésana, izmantojot ,.pirma tuvinajuma”

metodi

,Pirma tuvindjuma” metode ietver sevi analiz€jamo vielu prognozeésanu, pamatojoties
uz vielu kKimisko struktirformulu, kustigas un nekustigas fazes fizikali kimiskajam pasibam
un viena eksperimenta iegiitajiem izdaliSanas laika rezultatiem. ST tuvinajuma mérkis ir iegit
precizakus izdaliSanas laikus. Izmantojot ,,pirma tuvinajuma”metodes iegiitos rezultatus, var

turpinat veikt izdaliSanas laika optimizaciju vai ari pariet pie analiz€jamo savienojumu
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atdalisanas optimizacijas atkariba no iegutajiem datiem. Zinot viena eksperimenta izdalisanas
laikus, opergjot ar vielu struktiru un nekustigas fazes raksturipasibam (3.1. vienadojums), ir
iesp&ja korigeét sakotngjas sorbata mijiedarbibas energijas (4Gy) un sorbata parciala mola
tilpuma V vertibas. Izmainitas vertibas tiek izmantotas talakai prognozéSanai un optimizacijai
izmantojot matematisko iteraciju.

Darba shéma sorbcijas parametru prognozé$anai, izmantojot analitu Kimiskas
struktiirformulas, kustigas un nekustigas fazes raksturlielumus un viena eksperimenta iegtitos

rezultatus, ir paradita 3.12. attéla.

Analiz€jamo vielu struktiirformula, kustigas un nekustigas
fazes fizikali kimiskie raksturlielumi

_ Pro_gno_zesanal _ + + +
Izmantojamie parametri
30 min lineara 45 min lineara 60 min lineara
gradienta gradienta gradienta
eksperimentali eksperimentali eksperimentali
rezultati rezultati rezultati
45 min 60 min 30 min 60 min 30 min 45 min
Prognozésanas rezultits linearais || linearais linearais || linearais linearais linearais
gradients || gradients gradients || gradients gradients || gradients

3.12.att. Darba shéma sorbcijas parametru prognozéesanai, izmantojot analitu Kimiskas
strukturformulas, kustigas un nekustigas fazes raksturlielumus un viena eksperimenta

ieguitos rezultatus.

Izmantojot ,pirma tuvingjuma” metodi, veikta aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumu izdaliSanas laika prognozésana 30 min linearajam gradientam (0,0 min 0% B,
30,0 min 100% B). Prognozesanai izmantotas aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu
(2.2. tabula) struktarformulas, kustigas un nekustigas fazes kimiski fizikalas ipasibas (3.1.
tabula) un 60 min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B) eksperimentali
iegiitie rezultati. Prognoz&sana veikta 1sakajiem gradienta reZimiem, kas dod iesp&ju saisinat
analizes laiku. PrognozgSanas rezultati salidzinati ar eksperimentali ieglitajiem rezultatiem,
iegltie dati ir atspoguloti 3.13. att€la, izmantojot acetonitrilu ka organisko $kidinataju un

3.14. attela, izmantojot metanolu ka organisko $kidinataju.
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3.13. att. Izdalisanas laiku starpiba prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem datiem

linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificétajs —

acetonitrils, prognozéesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100%

B).
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3.14. att. Izdali$anas laiku starpiba prognozétajiem un eksperimentali iegitajiem datiem

linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificétajs —

metanols, prognozésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100%

B).
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Izmantojot acetonitrilu, prognozésanas rezultata iegttie dati ir tuvaki eksperimentali
iegitajiem datiem, neka izmantojot metanolu ka organisko modificétaju. Abu organisko
modificétaju gadijuma lielaka rezultatu atSkiriba novérojama Mixed Mode RP-C8/Cation
kolonnai. Lielaka starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem rezultatiem
novérojama lle, Leu, Met, Orn un Phe savienojumiem ar relativi vidéju polaritati. Starpiba
starp prognozétajiem un eksperimentali iegtitajiem rezultatiem neparsniedz 2 mindtes.

Lidzigi veikta aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu izdaliSanas laika
prognozésana 45 min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 450 min 100% B).
Prognozesanai izmantotas aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu (2.2. tabula)
struktirformulas, kustigas un nekustigas fazes kimiski fizikalas ipasibas (3.1. tabula) un 60
min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B) eksperimentali iegttie rezultati.
Prognozesanas rezultati salidzinati ar eksperimentali iegiitajiem rezultatiem un iegttie dati ir
atspoguloti 3.15. att€la, izmantojot acetonitrilu ka organisko $kidinataju un 3.16. attéla,

izmantojot metanolu ka organisko Skidinataju.
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3.15. att. Izdalisanas laiku starpiba prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem datiem
linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificétajs —
acetonitrils, prognozesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100%
B).
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3.16. att. Izdali$anas laiku starpiba prognozétajiem un eksperimentali iegitajiem datiem
linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificétajs —
metanols, prognozesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100%

B).

Izmantojot organisko modificétaju acetonitrilu, Nucleosil 100 C8 kolonnai starpiba
starp prognozétajiem un eksperimentali ieghtajiem rezultatiem ievérojami lielaka neka citam
nekustigajam fazém, lidz 7,87 mindtém (Orn). Pargjam nekustigajam fazém starpiba starp
prognozétajiem un eksperimentali iegttajiem rezultatiem neparsniedz 2 mindtes. lzmantojot
organisko modificétaju metanolu, starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegtitajiem
rezultatiem neparsniedz 2 minites.

Starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegltajiem rezultatiem pargjiem
gradientiem ir apskatama 2. pielikuma. Prognozésanai izmantotas aminoskabju
fenilizotiocianata atvasinajumu struktrformulas, kustigas un nekustigas fazes kimiski
fizikalas pasibas un viena lineara gradienta cksperimentali iegitie rezultati. Eksperimenta
rezultata iegitie dati apliecina, ka sliktaki dati starp prognozétajiem un eksperimentali
iegutajiem rezultatiem ir Nucleosil 100 C8 kolonnai, organiskais modificétajs - acetonitrils.
Paréjam kolonnam eksperimentali ieglito un prognozeto rezultatu starpiba korel€ sava starpa.
Prognozésana isakajam gradientam, balstoties uz ilgaka gradienta datiem, ir tuvaka
eksperimentali iegitajiem datiem. Veicot prognozésanu 30 min linearajam gradientam (0,0
min 0% B, 30,0 min 100% B), pamatojoties uz 45 min lineara gradienta (0,0 min 0% B, 45,0
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min 100% B) eksperimentali iegitajiem datiem, lielaka starpiba starp prognozetajiem un
eksperimentali iegutajiem datiem ir 4,89 minttes (Met), izmantojot acetonitrilu un 1,86
mindates (Phe), izmantojot metanolu. Savukart, veicot prognozésanu ilgakajam gradientam,
balstoties uz Tsaka gradienta iegutajiem datiem, starpiba starp prognozetajiem un
eksperimentali ieghitajiem datiem ir lielaka.

Prognozgjot analiz€jamo vielu izdali$anas laikus 45 min linearajam gradientam (0,0
min 0% B, 45,0 min 100% B), pamatojoties uz 30 min lineara gradienta (0,0 min 0% B, 30,0
min 100% B) cksperimentali iegutajiem datiem, lielaka starpiba starp prognozétajiem un
eksperimentali iegiitajiem datiem ir 7,40 mindates (Trp), izmantojot acetonitrilu un 4,75
mindtes (Phe), izmantojot metanolu.

Prognozgjot 60 min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B),
pamatojoties uz 30 min lineara gradienta (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B) eksperimentali
ieglitajiem datiem, lielaka starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem datiem
ir 9,74 minates (Trp), izmantojot acetonitrilu un 6,47 minates (lle), izmantojot metanolu.

Veicot prognozésanu 60 min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100%
B), pamatojoties uz 45 min lineara gradienta (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B)
eksperimentali iegltajiem datiem, lielaka starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali
iegutajiem datiem ir 5,37 minttes (Val), izmantojot acetonitrilu un 2,32 minates (Phe),
izmantojot metanolu.

Iegttie rezultati apliecina, ka, izmantojot abus organiskos modific€tajus, solvatu
sorbcijas modelis ir piem&rots analiz€jamo savienojumu izdaliSanas laika prognozeésanai.

Analiz€jamo savienojumu izdaliSanas seciba atbilst prognoz&tajiem rezultatiem.
Iegitic korelacijas koeficienti, veicot prognozésanu gan 30 min, gan 45 min linearajam
gradientam, balstoties uz 60 min lineara gradienta eksperimentali iegttajiem datiem, abiem
organiskajiem modificétajiem ir atspoguloti 3.17. att€la Pico Tag C18 kolonnai, 3.18. attcla
SunFire C18 kolonnai, 3.19. attela Zorbax CN kolonnai, 3.20. att€la Zorbax SB-C8 kolonnai,
3.21. attela Nucleosil 100 C8 kolonnai, 3.22. attela Alltima C8 kolonnai, 3.23. attéla YMC-
Pack C4 kolonnai, 3.24. attela Mixed Mode RP-C8/Cation kolonnai un 3.25. attela Mixed
Mode RP-C18/Cation kolonnai.
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3.17. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Pico Tag C18 kolonnai
a) 30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam, prognozesanai
izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu struktiarformulas,

kustigas un nekustigas fazes Kimiski fizikalas 1pasibas.

30 7. acn b) * ACN
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- R2=0,992 - R2=10,9997
15 20 -
10
10
5 i
0 T T T T T 1 O I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40
 progn., MiN t progn., MIN

3.18. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija SunFire C18 kolonnai a)
30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam, prognozéesanai
izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu struktiirformulas,

kustigas un nekustigas fazes Kimiski fizikalas 1pasibas.
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3.19. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Zorbax CN kolonnai a)
30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam, prognozésanai
izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu struktiirformulas,

kustigas un nekustigas fazes Kimiski fizikalas 1pasibas.

a) 22 1s ACN b) 30 Te ACN
£ 50 17 (1,17:0,03) - (0,60,2) . S5 |- (1,024:0,003)x + (0,033+0,003)
=7 JomeoH” 0 - emeon 09
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3.20. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Zorbax SB-C8 kolonnai
a) 30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam, prognozéesanai
izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu struktirformulas,

kustigas un nekustigas fazes kimiski fizikalas 1pasibas.
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3.21. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Nucleosil 100 C8
kolonnai a) 30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam,
prognozesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu

struktiirformulas, kustigas un nekustigas fazes kimiski fizikalas ipasibas.

230 1, AN b) 35 7« ACN
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3.22. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Alltima C8 kolonnai a)
30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam, prognozesanai
izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu struktiarformulas,

kustigas un nekustigas fazes Kimiski fizikalas 1pasibas.
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3.23. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija YMC-Pack C4
kolonnai a) 30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam,
prognozésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu

struktiirformulas, kustigas un nekustigas fazes kimiski fizikalas 1pasibas.

a)25 T ACN b) 30 - « ACN
E 0 | yhjl((gjiioéqi%)ﬁ; 50,27:006) g 25 y:(1,067+0,007)x-(()O,l8+0,07)
N ° _e B . . MeOHRZ*().‘)‘)‘)
. y-<1!°1i%9i>g '9é0'22i0'04) §20 |y = (1,058+0,004)x - (0,020,
- ’ e R2 = 0,9996
10 -
10
51 5 -
0 T T T T 1 O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30
t progn. MIN  progns MiN

3.24. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Mixed Mode RP-
C18/Cation kolonnai a) 30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam
gradientam, prognozés$anai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B),

analitu struktiirformulas, kustigas un nekustigas fazes kKimiski fizikalas 1pasibas.
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3.25. att. Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija Mixed Mode RP-
C8/Cation kolonnai a) 30 min linearajam gradientam un b) 45 min linearajam gradientam,
prognozeésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), analitu

struktiirformulas, kustigas un nekustigas fazes kimiski fizikalas ipasibas.

Analizgjot iegiitos datus, var redz&t, ka izdaliSanas laiks, izmantojot acetonitrilu ka
organisko modificétaju, ir Tsaks, neka izmantojot metanolu. ST tendence ir novérojama visam
kolonnam, iznemot YMC-Pack C4 kolonnu, kur 45 min linearajam gradientam izdaliSanas
laiki abiem modific&tajiem ir loti lidzigi. 30 min linearajam gradientam, izmantojot organisko
modificétaju acetonitrilu, izdaliSanas laiks ir nedaudz isaks neka izdaliSanas laiks, izmantojot
metanolu.

Labi novéroto tendenci, ka korelacija starp prognozétajiem un eksperimentali
iegitajiem datiem 30 min linearajam gradientam ir sliktaka neka 45 min linearajam
gradientam, var izskaidrot ar to, ka prognozésanai izmantots 60 min linearais gradients, kas ir
tuvaks 45 min gradientam.

Korelacijas koeficienti starp prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem rezultatiem,
veicot analiz&jamo vielu izdali$anas laika prognozésanu 30 un 45 min linearajam gradientam,
balstoties uz 60 min linearo gradientu, nav mazaki par 0,98 Zorbax SB-C8, Alltima C8, Mixed
Mode RP-C18/Cation un Mixed Mode RP-C8/Cation kolonnam, izmantojot gan acetonitrilu,
gan metanolu ka organisko modificétaju. Nucleosil 100 C8 kolonnai korelacijas koeficients
0,98 ir acetonitrila gadijuma.

Eksperimenta rezultata iegiitos korelacijas koeficientus visiem prognozeésana
izmantojamajiem linearajiem gradientiem var apskatit 3. pielikuma. Var novérot tendenci, ka
mazaki korelacijas koeficienti ir AESH kolonnam ar oktilgrupam snekustigaja fazé un
nekustigajam fazém ar poliméra bazi. Korelacija starp prognozétajiem un eksperimentali

ieghtajiem rezultatiem, veicot prognozésanu isakam gradienta reZimam, balstoties uz ilgaka
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gradienta iegutajiem datiem, ir veiksmigaka, neka, ja prognozésana veikta ilgakam
gradientam, balstoties uz Tsaka gradienta datiem.

Analizgjot iegutos rezultatus, var uzskatit, ka prognozésana, izmantojot analiz&jamo
vielu kimisko struktirformulu, kustigas un nekustigas fazes fizikali-kimiskas ipasSibas un
viena eksperimenta iegiitos izdaliSanas laika rezultatus, ir veiksmiga. Izmantojot iegttos

datus, tika turpinata izdaliSanas laika optimizacija ar “otra tuvindjuma” metodi.

3.3. Sorbcijas parametru prognozeésana, izmantojot ,,otrd tuvindjuma”

metodi

,Otra tuvinajuma” metodes pieejai sorbcijas parametru optimizacijai nepiecieSams:
analiz€jamo vielu struktirformulas, abu fazu raksturlielumi un divu eksperimentali iegiito
rezultatu dati. Sis tuvinajums lauj iegit daudz precizakus datus, ar kuru palidzibu var sakt
analiz€jamo vielu atdaliSanas optimizaciju.

Izdalisanas laika prognozésana veikta, izmantojot ieprieks iegiitos izdalisanas datus 60
min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B) un 30 min linearajam
gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), ka ari analitu kimiskas strukttrformulas un
kustigas un nekustigas fazes raksturlielumus. Prognozé$ana veikta 45 min linearajam
gradientam (0,0 min 0% B, 450 min 100% B). Darba shéma sorbcijas parametru

prognoze€sanai ir atspogulota 3.26. attela.

fazes fizikali kimiskie raksturlielumi

Analizgjamo vielu strukttrformula, kustigas un nekustigas

Prognozesanai
izmantojamie parametri +

30 min lineara gradienta un 60 min lineara gradienta
eksperimentali rezultati

A

45 min linearais

Prognozesanas rezultats gradients

3.26.att. Darba shéma sorbcijas parametru prognozésanai, izmantojot analitu kimiskas
struktirformulas, kustigas un nekustigas fazes raksturlielumus un divus eksperimentali

iegiitos rezultatus.
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Prognozésanas rezultati salidzinati ar eksperimentali iegiitajiem rezultatiem, iegitie

dati ir atspoguloti 3.27. attéla, izmantojot acetonitrilu ka organisko $kidinataju un 3.28. att¢la,

izmantojot metanolu ka organisko skidinataju.
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3.27. att. Izdali$anas laiku starpiba prognozétajiem un eksperimentali ieguitajiem datiem

linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificétajs —

acetonitrils, prognozesanai izmantojot 30 min un 60 min linearos gradientus.
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3.28. att. Izdalisanas laiku starpiba prognozétajiem un eksperimentali iegitajiem datiem
linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificétajs —

metanols, prognozésanai izmantojot 30 min un 60 min linearos gradientus.

No iegutajiem datiem (3.27. un 3.28. att.) redzams, ka kliida starp prognozétajiem un
eksperimentali iegiitajiem rezultatiem neparsniedz 0,6 mindates (ACN) un 0,8 minates
(MeOH). Korelacija nav zemaka par 0,9922 (Mixed Mode RP-C18/Cation kolonna,

organiskais modificétajs - ACN). legitie korelacijas koeficienti ir atspoguloti 3.5. tabula.
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3.5. tabula

Korelacijas koeficienti starp prognozetajiem un eksperimentali noteiktajiem

rezultatiem, prognozéesanu veicot, pamatojoties uz divu eksperimentu datu rezultatiem,

analitu struktiirformulam un kustigas un nekustigas fazes raksturlielumiem.

Korelacijas koeficients (R%)

Sorbents ACN MeOH
Pico Tag C18 0,99990 0,99999
SunFire C18 0,9992 0,99999
Zorbax CN 0,9991 0,9996
Zorbax SB-C8 0,996 0,9999
Nucleosil 100 C8 0,994 0,9986
Alltima C8 0,997 0,998
YMC-Pack C4 0,9992 0,997
Mixed Mode RP-C18/Cation 0,992 0,9997
Mixed Mode RP-C8/Cation 0,994 0,9991

Solvatu sorbcijas modelis ir piemérots izdaliSanas laika prognozésanai. Viens piemeérs

- prognoz&tas un eksperimentali ieglitds hromatogrammas 45 min linearajam gradientam (0,0
min 0% B, 45,0 min 100% B), YMC-Pack C4 kolonnai, organiskais modificétajs — metanols,

ir atspogulots 3.29. attela. Analiz€jamo savienojumu prognozeéta izdaliSanas seciba,

izdaliSanas laiki un izskirSana ir tuvas eksperimentali iegtitajiem datiem.
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3.29. att. Eksperimentali iegiitas un prognozétas hromatogrammas salidzinajums 45 min
linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), YMC-Pack C4 kolonnai,
organiskais modificétajs — metanols. R; un R, derivatizacijas reakcijas rezultata liekie

reagenta piemaisijumi.

Eksperimentu rezultata iegiitie dati lauj secinat, ka solvatu sorbcijas modela ,ofra
tuvindjuma” metodes pieeja ir efektiva analiz€jamo savienojumu izdaliSanas laika
optimizacijai. Turpmakos pétljumos ieglitos datus var izmantot analiz€jamo savienojumu

atdalisanas optimizacijai.
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3.4. Solvatu sorbcijas modela un lineara Skidinataja speka modela

sorbcijas parametru salidzinasana.

Solvatu sorbcijas modela prognozetie rezultati salidzinati ar komerciali plasi
izmantoto linearo $kidinataja spéka modeli. Ta princips ir balstits uz divu vai vairaku
eksperimentu izdalisanas laikiem ar nosacijumu, ka eksperimentali iegltie rezultati ir
veiksmigi. Detaliz&ti linearais Skidinataja speka modelis aprakstits 1.3. promocijas darba
nodala un ir balstits uz 1.15. matematisko vienadojumu. PrognozeSanas rezultati iegiti ar
linearo $kidinataja spéka un solvatu sorbcijas modeliem, ka ari eksperimentalajiem
rezultatiem. Visi iegiitie dati salidzinati sava starpa. Darba sh&ma sorbcijas parametru

prognozesanai ir atspogulota 3.30. attela.

Lineara $kidinataja

Solvatu sorbcijas modelis

speka modelis
Prognozésanai
izmantojamie parametri 30 min lineara Analiz&jamo vielu struktirformula, kustigas un
gradienta un 60 nekustigas fazes fizikali kimiskie raksturlielumi
min ll_neéré + +
gradienta
eksperimentali 30 min lineara 60 min
rezultati gradienta un 60 min lineara
lineara gradienta gradienta
eksperimentali eksperimentali
rezultati rezultati
{ ’ ) 4 A A

Prognozesanas rezultats 45 min linearais gradients

3.30.att. Darba shéma sorbcijas parametru prognozeésanai, izmantojot linearo §kidinataja

speka modeli un solvatu sorbcijas modeli.

Prognozésana veikta 45 min linearajam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100%
B). Iegtto rezultatu pieméri vienai YMC-Pack C4 kolonnai ir atspoguloti tabulas 3.6. - ar
acetonitrilu un 3.7. - ar metanolu. Visu pétijuma izmantot0o sorbentu vidéjo novirzu absolito
vertibu salidzinajums starp prognozetajiem un eksperimentali iegilitajiem datiem ir atspogulots
3.31. att€la (ACN organiskais modificétajs) un 3.32. att€la (MeOH organiskais modificétajs).
Apkopojot rezultatus, visiem merjjumiem aprékinats drosibas intervals, kas veidots, ievérojot
ieglito rezultatu (novirzu) vidgjo aritmétisko lielumu. Drosibas intervalu aprékina péc (3.2.)

formulas:
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t,,xSn
+—— (3.2)

—+|

5

kur:

t — iegntais rezultats, min;

N — mérjjumu skaits;

t,n— Stjudenta koeficients (p=0,95, n=5);

Sn — standartnovirze;

Veicot eksperimentali iegito un ar dazadam pieejam prognozéto rezultatu
salidzinajumu, var secinat, ka iegitie rezultati, izmantojot linearo skidinataja speka modeli, ir
labaki. Rezultatu (novirzu) vidgjais aritmétiskais lielums norada, ka precizaka prognozesana ir
veikta, pamatojoties uz diviem eksperimentali iegutajiem rezultatiem, (skat. 3.6. un 3.7.
tabulas). Labi prognozésanas rezultati ir iegati, veicot prognozésanu, pamatojoties uz
analiz&jamo vielu struktirformulam un diviem eksperimentali iegitajiem rezultatiem. Sie
rezultati ir Joti Iidzigi, veicot prognozésanu, pamatojoties uz analiz€amo vielu
struktirformulam un tikai vienu eksperimentali iegiito rezultatu. Ka bija sagaidams
prognozeésana, pamatojoties tikai uz analiz§jamo vielu strukttrformulam, nav tik optimali.
Prognozéta vielu izdaliSanas seciba dal&ji neatbilst eksperimentali iegitajai vielu izdalianas
secibai, toties Sis prognoz€Sanas veids ir loti lietderigs visu analiz€jamo vielu kopgja

izdaliSanas laika prognozesanai.
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3.6. tabula
Eksperimentali iegiito un prognozéto izdalisanas laiku salidzinajums 45 min linearajam

gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) YMC-Pack C4 kolonnai, izmantojot

acetonitrilu
YMC-Pack C4

Nr.p.k | Analits | t t8 AC t? AL t° AE, t¢ AE
eks_p., prognoz., min prognoz.., min prognoz.; min prognoz., min

min min min min min
1. Aab 503 | 502 |-001| 548 | 045 | 483 |-0,20| 5,62 | 0,59
2. Aad 255 | 255 | 000 | 255 |000| 255 |000| 29 | 040
3. Ala 292 | 291 |-001| 294 |002| 29 |-002| 335 | 043
4, Arg 3,74 | 375 | 001 | 39 | 022 | 365 |-0,09| 4,08 | 0,34
5. Asn 292 | 291 |-001| 29 |003| 29 |-0,02| 330 | 0,38
6. Asp 2,37 | 237 | 000 | 236 |-001| 237 |000 | 285 | 0,49
7. BAib | 3,74 | 3,75 | 001 | 393 |019| 367 |-007| 415 | 041
8. Cit 352 | 353 |001| 367 |015| 346 |-0,06| 3,86 | 0,34
9. yAba | 292 | 291 |-001| 294 |002| 29 |-0,02| 330 | 0,38

10. Gln 292 | 292 | 000 | 29 |003| 290 |[-002]| 326 | 034
11. Glu 243 | 243 | 000 | 243 | 000 | 243 |[000 | 289 | 046
12. Gly 305| 305 | 000 | 308 |003| 303 |-002] 352 | 047
13. His 3,74 | 375 | 001 39% |022] 365 [-009| 407 | 0,33
14. lle 10,09 | 10,11 | 0,02 | 10,51 | 042 | 951 |-058| 11,23 | 1,14
15. Leu 986 | 9,88 | 0,02 | 10,24 | 038 | 930 |-056| 10,9 | 1,10
16. Met 708 | 709 | 001 | 759 |051 | 667 [-041| 796 | 0,88
17. Omn |11,83| 11,87 | 0,04 | 1227 | 044 | 1112 |-0,71| 1301 | 1,18
18. Phe |12,06 | 12,00 | -0,06 | 1257 | 0,51 | 11,23 |-0,83 | 13,33 | 1,27
19. Pro 352 | 353 | 001 | 366 |014 | 347 |-005| 389 | 037
20. Ser 305 | 305 | 000 | 309 |004 | 303 [-002| 348 | 043
21. Tau 335 | 33 |[001 | 345 (010 | 331 |-004] 372 | 037
22. Thr 394 | 394 | 000 | 417 | 023 | 385 |-009| 437 | 043
23. Trp |1183| 11,87 | 0,04 | 12,19 | 0,36 | 11,17 |-0,66 | 12,99 | 1,16
24. Tyr 6,30 | 630 | 000 | 651 |021| 591 |-039| 7,01 | 071
25. Val 35 | 353 | 001 367 |015] 346 |-006| 386 | 0,34
Vidgja novirze 0,01 0,20 0,20 0,59

# Prognozesana veikta, pamatojoties uz divu eksperimentali iegfito rezultatu datiem (30 un 60 min linedrais
gradients), linearais $kidinataja speka modelis

® Prognozasana veikta, pamatojoties uz struktiirformulu un divu eksperimentali iegiito rezultatu datiem (30 un
60 min linearais gradients), solvatu sorbcijas modela “otra tuvindjuma” metode

¢ Prognozésana veikta, pamatojoties uz struktiirformulu un vienu eksperimentali iegiito rezultatu ( 60 min
linearais gradients), solvatu sorbcijas modela “pirma tuvinajuma” metode

? Prognozasana veikta, pamatojoties uz analiz&jamas vielas struktiiru, solvatu sorbcijas modela “nulles
tuvindjuma” metode
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3.7. tabula
Eksperimentali iegiito un prognozéto izdaliSanas laiku salidzinajums 45 min linearajam

gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) YMC-Pack C4 kolonnai, izmantojot

metanolu
YMC-Pack C4

Nr.p.k | Analits | t t8 AC t? AL t° AE, t¢ AE
eks_p., prognoz., min prognoz.s min prognoz., min prognoz., min

min min min min min
1. Aab 6,71 | 6,71 | 0,00 | 6,28 |-043| 6,28 |-043| 545 |-1,26
2. Aad 283 | 283 | 000 282 |-001| 282 |-001| 246 |-0,37
3. Ala 333 | 414 | 081 | 383 | 050 | 330 |-0,03| 347 | 0,14
4, Arg 462 | 462 | 0,00 | 443 |-0,19| 442 |-020| 3,70 |-0,92
5. Asn 318 | 319 | o001, 315 |-0,03| 3,15 |-0,03| 2,73 |-0,45
6. Asp 248 | 247 |-001| 248 | 0,00 | 248 | 0,00 | 227 |-0,21
7. BAib | 462 | 462 | 0,00 | 445 |-0,17| 445 |-017| 3,79 |-0,83
8. Cit 426 | 425 |-0,01| 410 |-0,16| 4,10 |-0,16| 3,45 |-0,81
9. yAba | 3,33 | 402 | 069 | 371 | 038 | 329 |-004| 3,33 | 0,00

10. Gln 318 | 319 | 001 | 315 |-003| 315 |-0,03| 269 |-049
11. Glu 257 | 257 | 000 | 257 000, 257 [000| 231 |-0,26
12. Gly 367 | 334 |-033| 330 |-037| 360 |-0,07| 293 |-0,74
13. His 462 | 462 | 000 | 442 |-020] 442 |-020] 3,69 |-0,93
14. lle 12,60 | 12,61 | 0,01 | 11,84 |-0,76 | 1152 |-1,08 | 10,54 |-2,06
15. leu |1260] 1261 | 0,01 | 1182 | -0,78| 11,36 |-1,24| 10,54 | -2,06
16. Met |1050] 1051 | 0,01 | 999 |-051| 964 |-086| 868 |-182
17. Omn |1260| 1261 | 0,01 | 11,82 |-0,78| 1152 |-1,08| 10,36 |-2,24
18. Phe 1260 | 1261 | 0,01 | 11,86 |-0,74| 11,47 |-1,13| 10,48 |-2,12
19. Pro 415 | 414 | 000 | 402 |-0,13] 401 |-0,14| 341 |-0,73
20. Ser 403 | 334 |-069| 367 |-036| 391 |-012| 2,88 |-1,15
21. Tau 415 | 368 |-046| 359 |-056| 403 |-0,11| 3,07 |-1,08
22. Thr 502 | 502 | 000 | 480 |-022| 480 |-0,22| 4,09 |-0,93
23. Trp |1260] 1261 | 0,01 | 1183 | -0,77| 1141 |-119| 1042 |-2,18
24, Tyr 8,76 | 876 | 000 | 854 |-022| 806 |-0,70| 7,10 |-1,66
25. Val 426 | 425 |-001] 410 |-0,16| 410 |-016| 345 |-081
Vidgja novirze 0,12 0,34 0,38 1,05

# Prognozesana veikta, pamatojoties uz divu eksperimentali iegiito rezultatu datiem (30 un 60 min linearais
gradients), linearais $kidinataja speka modelis

® Prognozésana veikta, pamatojoties uz struktiirformulu un divu eksperimentali iegiito rezultatu datiem (30 un
60 min linedrais gradients), solvatu sorbcijas modela “otra tuvindjuma” metode

¢ Prognozesana veikta, pamatojoties uz struktiirformulu un vienu eksperimentali iegiito rezultdtu ( 60 min
linearais gradients), solvatu sorbcijas modela “pirma tuvinajuma” metode

¢ Prognozasana veikta, pamatojoties uz analiz&jamas vielas struktiiru, solvatu sorbcijas modela “nulles
tuvind@juma” metode
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Salidzinot iegttos rezultatus, izmantojot acetonitrilu un metanolu ka organiskos
modificétajus, var redzet, ka rezultatu vidgjas aritmétiskas vértibas ir mazakas, izmantojot
acetonitrilu, kas ir atspogulots 3.31. un 3.32. attglos. Pamatojoties uz apgrieztas fazes AESH
izmantojamo organisko vielu klasifikaciju, metanolam un acetonitrilam ir lidzigs izdaliSanas
stiprums [110]. Saskana ar literatras datiem, polaritates veértibas ir P’yeon=5,1 un P’acn=5,8,
dielektriskas konstantes veértibas ir emeon=32,7 un eacn=37,5. Neskatoties uz to, ka metanols
un acetonitrils pieder pie dazadam selektivitates grupam, to parcialas polaritates vertibas,
ieglitas, reizinot to ar protonu akceptoru energiju, ir P’Xemeon=2,448 un P’xeacn=1,798),
parcialas polaritates vertibas, iegitas, reizinot to ar protonu donoru energiju, ir
P’Xameon=1,122 un P’xg4acn=1,566 un parcialas polaritates vértibas, iegatas, reizinot to ar
dipola-dipola mijiedarbibas energiju, ir P’xmmeon=1,581 and P’xpmacn=2,436 [117-118, 120-
121]. Nemot véra Sos datus, var apgalvot, ka iedarbiba ar metanolu ir izskaidrojama ar
protonu akceptoru mijiedarbibu, savukart, acetonitrilam atbilst dipola-dipola mijiedarbiba.
Neskatoties uz dazadiem organisko modificétaju iedarbibas veidiem uz analiz€amajiem

savienojumiem, prognoz€sanas rezultati ir apmierinosi abos gadijumos.
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prognozesana veikta, pamatojoties uz diviem
eksperimentali iegitajiem rezultatiem (30 un 60 min)
b Solvatu sorbcijas modela “otra tuvinajuma”
metode, prognozesana veikta, pamatojoties uz
analiz€jamas vielas struktarformulu + diviem
eksperimentali iegitajiem rezultatiem (30 un 60 min)
C Solvatu sorbcijas modela “pirmda tuvinajuma”
metode, prognozesana veikta, pamatojoties uz
analiz&amas vielas struktGrformulu + vienu
eksperimentali iegtito rezultatu ( 60 min)

d Solvatu sorbcijas modela “nulles tuvinajuma”
metode, prognozesana veikta, pamatojoties uz
analiz€jamas vielas struktirformulu

3.31. att. Prognozéto vertibu vidéjo novirzu salidzinajums dazadam prognozéeSanas

metodém, organiskais modificétajs - acetonitrils.
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3.32. att. Prognozéto vértibu vidéjo novirzu salidzinajums dazadam prognozéesanas

metodém, organiskais modificétajs - metanols.

87



Neskatoties uz acimredzami labakiem rezultatiem, prognoz€Sanai izmantojot linearo
Skidinataja speéka modeli, nedrikst aizmirst, ka optimizacijas veikSanai modelim ir
nepiecieSami divu eksperimentu rezultati ar nosacijumu, ka iegttajiem rezultatiem ir jabit ar
labu analiz€jamo vielu joslu izskirSanu. Misu gadijuma prognozésana veikta, izmantojot
divus linearos gradientus, kur pirma gradienta laiks (30 min) bija mazaks neka prognozetais
gradienta laiks (45 min) un otra gradienta laiks bija lielaks (60 min), kas ir loti labvéligi
apstakli linearajam $kidinataja speka modelim. AESH kolonnai Zorbax SB-C8 prognozésanas
rezultati, izmantojot linearo skidinataja speka modeli, ir sliktaki, neka rezultati, kuri iegati ar

solvatu sorbcijas modeli un vienu vai divu eksperimentalo rezultatu datiem gan ar acetonitrilu,

gan ar metanolu ka organisko modificétaju.

Korelacija starp prognozétajiem un eksperimentalajiem rezultatiem ir apskatama 3.8.

tabula.

3.8. tabula

Prognozéto un eksperimentali iegiito rezultatu korelacija 45 min linearajam gradientam

(0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B). Prognozésana balstas uz a) divu eksperimentalo

rezultatu datiem, b) struktiirformulu un divu eksperimentalo datu rezultatiem, c¢)

struktirformulu un vienu eksperimentali iegiito rezultatu, d) analizéjamas vielas

struktiarformulu

Korelacijas koeficients (R?)
Sorbents ACN MeOH

a b c d a b c d

E‘fg Tag 099998 | 0.9998 | 0,99998 | 0,64 | 099998 | 0,99998 | 0,9997 | 07
f’:‘igF"e 097 |0,9992 | 09991 | 0,96 098 | 0,9998 | 0,9997 | 099998
Zorbax CN | 0.99998 | 0,9991 | 0,99998 | 09992 | 099998 | 0,9996 | 0,99998 | 0,9995
égrbaXSB' 091 | 099 | 00998 | 091 | 095 |099998| 09992 | 0.89
Té‘oc'ggs” 099998 | 0994 | 099998 | 0,65 | 099998 | 09986 | 09993 | 04
Alltima C8 | 099998 | 0997 | 09992 | 074 | 099998 | 09998 | 09995 | 0.8
&\"C'Pa"k 0,99998 | 0,9992 | 0,09998 | 0,99998 | 0994 | 00997 | 0,99998 | 0994
Mixed
Mode RP- | 0,9997 | 0,992 | 09990 | 062 | 0,99998 | 0,9997 | 09996 | 0,998
C18/Cation
Mixed
Mode RP- | 0,9997 | 0994 | 09992 | 0,998 |0,999989 | 09991 | 0,998 | 0,9989
C8/Cation
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Solvatu sorbcijas modela iegltie rezultati, veicot prognozésanu, izmantojot
analiz€jamas vielas struktirformulu un viena vai divu eksperimentu datus, ir salidzinami ar
balstita tikai uz analiz€jamo vielu kimisko struktiirformulu, nav tik preciza, toties iegiitos
rezultatus var izmantot aptuvenai analizes laika un nepiecieSama organiska modificétaja

daudzuma aprekinaSanai.

3.5. Aminoskabju fenilizotiocianatu maisijjuma atdaliSanas optimizacija

segmentéta gradienta apstaklos.

Segmentéta gradienta darba rezima organiska modificétaja koncentracija mainas
nevienmérigi, kas lauj panakt visu savienojumu atdaliSanu. Ta tiek plasi pielietota AESH, jo
dod iesp&ju samazinat vielu izdalisanas laikus un uzlabot analitu izskirSanu. Segmentéta
gradienta metode dod iesp€ju sadalit vielas ar plasu polaritates diapazonu un izdaliSanas
Ipasibam viena hromatogramma. Ta ir lielaka metodes priekSrociba salidzinajuma ar
izdaliSanas izokratiskas un lineara gradienta metodém.

Labi zinams fakts, ka segmentéta gradienta izstrade un optimizacija ir laikietilpigs un
darbietilpigs process, kas prasa lielu eksperimentu skaitu. Toties ta ir nozimiga
hromatografijas specialistiem, kuru uzdevums ir sadalit visas maisijuma eso$as vielas
iespgjami mazaka laika perioda. Solvatu sorbcijas modelis dod iespju veikt segmenteta
gradienta izstradi un optimizaciju, kas var biitiski samazinat metodes izstrades laiku un lidz ar
to ar1 izmaksas.

Izmantojot solvatu sorbcijas modeli, veiktas divas segmentéta gradienta izstrades un
optimizacijas pieejas, kuras ir salidzinatas sava starpa. Darba izmantota shéma ir redzama

3.33. attela.
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Analizgjamo vielu strukttrformula, kustigas un
nekustigas fazes fizikali kimiskie raksturlielumi

Prognozesanai + +
izmantojamie parametri o
45 min lineara e
. 45 min lineara
gradienta .
1 gradienta
teoretiski . .
. eksperimentali
(prognozgti) .
.. rezultati
rezultati
\ 4
Prognozésanas rezultats Segmentétais gradients

3.33.att. Darba shéma segmentéta gradienta izstradei aminoskabju fenilizotiocianatu

maisijuma atdaliSanai.

Pirmaja gadijuma segmentéta gradienta izstradei izmantoto analiz€jamo vielu struktiira
un analiz€jamo vielu izdaliSanas parametri, kuri iegliti prognozésanas cela 45 min (0,0 min
0% B, 45,0 min 100% B) linearajam gradientam ar ,nulles tuvinajuma” metodi, kas ir
aprakstita darba 3.1. nodala. ST pieeja dod iespeju veikt segmentéta gradienta izstradi,
neveicot nevienu eksperimentu — teorétiski ieguts. Otraja gadijjuma segmentéta gradienta
izstradei izmantojam analiz€jamo vielu struktiiru un eksperimentali iegiitos analiz€jamo vielu
izdaliSanas parametrus 45 min (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B) linearajam gradientam —
praktiski iegiits. Ka viens no piemériem 3.34. att€la ir atspogulots segmentétais gradients,
iegtts Pico Tag C18 kolonnai. Teorgtiski iegiits ir gradients, kur$ iegiits no teor€tiskajiem
datiem, neveicot nevienu praktisko eksperimentu un praktiski iegiits ir gradients, kurs iegiits,

pamatojoties uz praktiskajiem datiem.
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3.34. att. Segmentétie gradienti, ieguiti Pico Tag C18 kolonnai optimizacijas procesa

Salidzinot segment&tos gradientus, iegitus teorétiska un praktiska cela, to formu un
ilgumu, var apgalvot ka Pico Tag C18 nekustigajai fazei gradienti ir lidzigi. To kopgjais vielu
izdaliSanas laiks (gradienta ilgums) ir vienads, gradientu slipums un formas arf ir tuvas.

Optimizacijas rezultata iegitie segmentétie gradienti katrai kolonnai atseviski ar abiem
organiskajiem modificétajiem ir atspoguloti 4. pielikuma. Bitiski gradienta kopg&jais ilgums
starp teor€tiski ieglito un praktiski iegtto atSkiras SunFire C18, YMC-Pack C4 un Mixed
Mode RP-C8/Cation kolonnam, izmantojot acetonitrilu, kur praktiski iegiita gradienta ilgums

ir gandriz divas reizes mazaks neka teorctiski iegita gradienta ilgums. Zorbax SB-C8

{)100 7

Organiskais modificeétajs acetonitrils
—Teorgtiski iegiits

Praktiski iegiits

=

0 10 20 30 t,min 40
Organiskais modificétajs metanols
—Teorgtiski iegiits

Praktiski iegiits

0 10 20 30 t. min 40

abiem organiskajiem modificétajiem.
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kolonnai, izmantojot metanolu, praktiski iegitais gradients ari ir gandriz divreiz isaks. Var
secinat, ka teorétiski iegiito segment&to gradientu laiki, iegati, balstoties uz analizéjamo vielu
struktiram un analiz€jamo vielu izdaliSanas parametriem, ieglitiem prognozeéSanas cela 45
min (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), kopuma ir ilgaki par gradientu laikiem, iegiitiem,
balstoties uz eksperimentali iegiito rezultatu vertibam.

Veicot segmentéta gradienta optimizaciju, iegiti aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumu simuléti izdali$anas laiki. Sie rezultati salidzinati ar eksperimentali iegatajiem
rezultatiem, izmantojot dotos segmentetos gradientus. IzdaliSanas laika vertibu starpibas starp
prognozétajiem izdaliSanas parametriem, izmantojot solvatu sorbcijas modeli un
eksperimentali iegiitajiem izdaliSanas parametriem gan teorctiski ieghitajam gradientam, gan

praktiski iegiitajam gradientam, ir atspogulotas 3.35. attéla Pico Tag C18 nekustigajai fazei.
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3.35. att. IzdaliSanas laiku starpiba teorétiskajiem (Atl) un praktiski iegiitajiem (At2)

datiem segmentétajam gradientam Pico Tag C18 nekustigajai fazei.

Iegita izdaliSanas laika starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegttajiem
datiem diviem dazadiem segmentéta gradienta rezimiem Pico Tag C18 kolonnai liecina, ka
izdalisanas laiki ir tuvi. Starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegtitajiem
rezultatiem neparsniedz 2,01 miniites, izmantojot acetonitrilu un 1,88 mindtes, izmantojot
metanolu. Starpiba starp rezultatiem, iegiitiem, izmantojot teorétiski iegiito gradienta rezimu
un praktiski iegito gradienta reZimu, ir 1,10 minates (Pro), izmantojot acetonitrilu un 3,02

minates (Tyr), izmantojot metanolu. Lielaka starpiba starp rezultatiem, ieglitiem, izmantojot
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teorctiski ieglito gradienta reZimu un praktiski iegiito gradienta reZimu, ir 7,84 minates (Orn)
YMC-Pack C4 kolonnai, izmantojot acetonitrilu. Sadu rezultatu atSkiribu var izskaidrot ar
praktiska un teorctiska gradienta laikiem, kuru ilgums atSkiras divas reizes. Izmantojot
metanolu, ta ir 17,57 mindtes (Cit) Nucleosil 100 C8 kolonnai. Mazaka starpiba starp
rezultatiem, iegitiem, izmantojot teor€tiski ieglito gradienta rezimu un praktiski iegtto
gradienta rezimu, ir Zorbax CN kolonnai. Izmantojot acetonitrilu, ta ir 0,46 mindtes (His) un,
izmantojot metanolu, ta ir 0,66 minttes (Trp).

Analizgjot ieglitos rezultatus, var apgalvot, ka precizaka analizéjamo vielu izdaliSanas
parametru noteikSana ir iesp&jama, veicot segmenteta gradienta optimizaciju, pamatojoties uz
analiz€jamo vielu strukttrformulu un eksperimentali iegttajiem izdalisanas parametru datiem.
Si sakariba ir acimredzama abiem organiskajiem modificétajiem. Tomér nevar noliegt, ka
iegltic izdaliSanas parametri, izmantojot segmentéto gradientu, optimizétu tikai péc
struktirformulas un prognozésanas rezultata iegiitajiem analiz€jamo savienojumu izdaliSanas
parametriem, respektivi neveicot nevienu eksperimentu, ir salidzinami ar iegatajiem
rezultatiem, izmantojot eksperimentalos datus.

Solvatu sorbcijas modela segmentéta gradienta optimizacijas un analiz€jamo vielu
izdalisanas parametru prognozésanas iesp&jas var raksturot ar korelacijas koeficientiem starp
prognozétajiem un eksperimentali ieglitajiem rezultatiem. Aprékinatie korelacijas koeficienti
ir atspoguloti 3.9. tabula.

Korelacijas parbaudei izmantoti eksperimentali iegiitie dati un dati, kuri iegati
prognozésanas rezultata: 1) prognozésanai izmantojot analiz€jamas vielas struktiirformulu un
prognozésanas rezultata iegttos izdaliSanas parametrus 45 min linearajam gradientam; 2)
prognozésanai izmantojot analiz€jamas vielas struktirformulas un eksperimentali iegiitos
izdaliSanas parametrus 45 min linearajam gradientam. Korelacijas koeficienti ir apskatami

3.9. tabula.
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3.9. tabula.
Korelacijas koeficienti starp prognozéetajiem un eksperimentali noteiktajiem rezultatiem

segmentétajam gradientiem

Sorbents "Korelacijas koeficients (R | ?Korelacijas koeficients (R?)
ACN MeOH ACN MeOH
Pico Tag C18 0,990 0,998 0,990 0,991
SunFire C18 0,97 0,997 0,995 0,998
Zorbax CN 0,998 0,9993 0,996 0,994
Zorbax SB-C8 0,95 0,997 0,995 0,998
Nucleosil 100 C8 0,995 0,87 0,9990 0,9987
Alltima C8 0,997 0,997 0,992 0,997
YMC-Pack C4 0,95 0,93 0,996 0,9990
Mixed Mode RP-
C18/Cation 0,95 0,993 0,988 0,993
Mixed Mode RP-C8/Cation 0,9989 0,997 0,997 0,9997

! Aprekinits korelacijas koeficients prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem rezultatiem,
prognozeésanai izmantojot analiz&€jamas vielas struktiirformulu un prognozesanas rezultata iegtitos
izdaliSanas parametrus 45 min linearajam gradientam

2 Aprekinats korelacijas koeficients prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem rezultatiem,
prognozesanai izmantojot analiz€jamas vielas struktiirformulu un eksperimentali iegiitos izdalisanas

parametrus 45 min linearajam gradientam

Solvatu sorbcijas modelis ir piemérots segmentta gradienta optimizacijai, labaki
rezultati un analiz€amo vielu izskirSana ir sagaidama, veicot optimizaciju, pamatojoties uz
vielu struktiiru un eksperimentaliem datiem. Analiz€jot iegiitos rezultatus, mes konstatejam,
ka labaka analiz&€jamo vielu izSkirSana ir sasniegta ar Pico Tag C18 kolonnu un acetonitrilu ka
organisko modificétaju. ST kolonna satur oktadecil grupu nekustigraja fazg, kas ir piemérota
apgrieztas fazes hromatografijai, ka ari salidzinagjuma ar citam kolonnam tai ir augstaka
polaritates seliktivitate un augsta sorbenta izméra selektivitate.

Prognozétas un eksperimentali iegttas hromatogrammas salidzinajums Pico Tag C18
kolonnai, stradajot ar teorétiski ieglito segment&to gradientu, ir atspogulots 3.36. attéla.
Segmentéta gradienta optimizacijai izmantotas analiz€jamo vielu struktirformulas un

prognozésanas rezultata iegutie izdaliSanas parametri 45 min linearajam gradientam.
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3.36. att. Eksperimentali iegiitas un prognozétas hromatogrammas salidzinajums,
stradajot ar optimizétu segmentéto gradientu, pamatojoties uz analizéjamo vielu
struktarformulu un prognozesanas rezultata iegiitajiem izdaliSanas parametriem 45 min
linearajam gradientam, Pico Tag C18 kolonnai, organiskais modificétajs — acetonitrils.

R; un R; derivatizacijas reakcijas rezultata liekie reagenta piemaisijumi.

3.37. attela ir atspogulotas prognozétas un eksperimentali iegitas hromatogrammas
salidzinajums Pico Tag C18 kolonnai, izmantojot praktiski iegiito segmentéto gradientu.
Segmentéta gradienta optimizacijai izmantotas analiz€jamo vielu struktirformulas un

eksperimentali iegutie izdalisanas parametri 45 min linearajam gradientam.
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3.37. att. Eksperimentali iegiitas un prognozetas hromatogrammas salidzinajums,

stradajot ar optimizétu segmentéto gradientu, pamatojoties uz analizéjamo vielu

struktirformulu un eksperimentali iegiitajiem izdali§anas parametriem 45 min

linearajam gradientam, Pico Tag C18 kolonnai, organiskais modificétajs — acetonitrils.

R; un R; derivatizacijas reakcijas rezultata liekie reagenta piemaisijumi.
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Eksperimenta rezultata ir panakta laba analiz€jamo savienojumu izSkir§ana samera 1sa
hromatogrammas izdaliSanas laika, izmantojot gan teor&tiski, gan praktiski iegiitos datus. No
ta var secinat, ka solvatu sorbcijas modelis ir piem@rots segmentéta gradienta optimizacijai.

Solvatu sorbcijas modela praktiska lietderiba ir izpétita, veicot metodes izstradi un
labaku apstaklu optimizaciju aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu noteikSanai cilvéka

biologiskajos materialos.

3.6. Solvatu sorbcijas modela praktiska pielietoSana metodes izstrade
aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilvéka asins

seruma.

Zinasanas par aminoskabju sastavu cilvéka biologiskaja materiala ir svarigas metabolo
patologiju diagnostika. Zinot aminoskabju koncentracijas, var noteikt vairakas metabolas
patologijas, kuru savlaiciga arstéSana var ievérojami uzlabot pacientu dzives kvalitati. Vesela
cilveka aminoskabju kvantitativs un kvalitativs sastavs biologiskajos materialos ir zinams,
lidz ar to aminoskabju metodes izstradei un optimizacijai var izmantot solvatu sorbcijas
modeli [122-125]. Salidzinajuma ar citiem biologiskajiem materialiem (asins plazma un urins)
cilvéka asins serums ir paraugs ar vieglaku matricu. Asins seruma parauga nemsanas stobrs
nesatur nekadas piedevas. Savukart, urins ir paraugs ar vissarezgitako matricu, jo ar urinu no
organisma tiek izvaditas nevajadzigas un kaitigas vielas. Lidz ar to darba ka analiz€jamais
paraugs ir izmantots references materials (liofilizéts cilvéka asins serums), kuru var
piclidzinat sertificétam references materialam ar zinamu aminoskabju sastavu. Izmantotaja
references materiala aminoskabju koncentracijas un sastavs ir atbilstoss vesela cilvéka normas
vertibam vecuma grupa péc 18 gadiem. References materiala esoSo aminoskabju sastavs ir

attélots 3.10. tabula.
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3.10. tabula

Izmantota asins seruma references materiala sastavs un molara koncentracija (C) ar

absoliitu nenoteiktibas vértibu

Nr.p.k. Aminoskabes Saisinajumi C, p,mol-L'1
1. a-Aminosviestskabe Aab 33,4+0,6
2 Alanins Ala 371+4
3. Arginins Arg 316+4
4. Asparagins Asn 116+£3
5. Asparaginskabe Asp 47,9+1,1
6. Citrulins Cit 120+2
7. Cistationins Hcy(Ala) 32,9+1,1
8. Cistins Cys 41,4+0,6
9. Glutamins GIn 785+10

10. Glutaminskabe Glu 93,5+1,5
11. Glicins Gly 511+6
12. Histidins His 154+2
13. Hidroksiprolins Hyp 60,6+1,4
14, Izoleicins lle 25543
15. Leicins Leu 396+5
16. Lizins Lys 17142
17. Metionins Met 273+3
18. Ornitins Orn 32744
19. Fenilalanins Phe 350+4
20. Prolins Pro 24343
21. Sarkozins Sarkoz 79,2+1,8
22. Serins Ser 150+2
23. Taurins Tau 140+2
24. Treonins Thr 160+£1
25. Triptofans Trp 35,6+1,4
26. Tirozins Tyr 82,6+£0,4
27. Valins Val 386+3
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Atskiriba no laboratorija sagatavota aminoskabju maisijuma, kuru izmantoja solvatu
sorbcijas modela pétijumam, references materials nesatur a-aminoadipinskabi, [-
aminoizosviestskabi un y-aminosviestskabi. Papildus iepriek§ analiz€tajam aminoskab&ém
references materials satur cistationinu, cisteinu, hidroksiprolinu, lizinu un sarkozinu. Lai
varétu veikt ne tikai kvalitativo, bet ari kvantitativo aminoska@bju noteikSanu, paraugiem tika
pievienots icksgjais standarts (IS). Metioninsulfons izvéléts ka iek$&jais standarts, jo tas nav
raksturigs cilvéka biologiskajam materialam. So aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu
struktirformulas ir apskatamas 3.38. att€la. Paraugu sagatavoSanai references materiala
(liofilizéts cilveéka asins serums) paraugam pievienoja ieks€jo standartu ar tilpuma attiecibu
1:1. Ieksgjais standarts sagatavots tieSi tapat ka visi pargjie darba izmantotie aminoskabju
Skidumi (2.3.1.). Pirms references materiala paraugu izmantoja derivatizacijas reakcijai, tas

tika centrifugéts caur proteinu saisto§o filtru, lielmolekularo savienojumu >3000 g-mol™

atdaliSanai.
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3.38. att. Analizéjamo aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu struktiirformulas: (1)

cistationins; (2) cisteins; (3) hidroksiprolins; (4) lizins; (5) sarkozins (6) metioninsulfons.
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Veicot solvatu sorbcijas modela efektivitates izp&ti augsti polaru savienojumu
izdaliS8anas parametru prognozesanai, ir konstatets, ka labaki rezultati ir sasniedzami ar
apgrieztajai fazei piemérotaku oktadecil (C18) nekustigo fazi ar lielakiem sorbenta izméra
selektivitates un polaritates selektivitates raditajiem. Aminoskabju fenilizotiocianatu
atvasinajumu praktiskai metodes izstradei un optimizacijai ir izvéléta Pico Tag C18 kolonna
(3,9x300mm, 4,0um), jo tai ir labaki sorbenta izméra selektivitates un polaritates
selektivitates parametri (3.1. tabula). Kustigds fazes sastava organiskais modificétajs —
acetonitrils. Darba izmantota shéma solvatu sorbcijas modela praktiskai pielietoSanai metodes
izstradei aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilvéka asins seruma ir

redzama 3.39. attéla.

1. Eksperiments | | 2. Eksperiments
Analiz&jamo vielu Analizg&jamo vielu
struktiirformula, nekustigas struktlirformula, nekustigas
fazes (PicoTag C18) un fazes (PicoTag C18) un
Prognozesanai kustigas fazes (ACN) fizikali kustigas fazes (ACN) fizikali
izmantojamie parametri Kimiskie raksturlielumi Kimiskie raksturlielumi
\ 4 +
Segmentgts gradients 1. Eksperimenta rezultata
(teorétiski iegutie izdaliSanas »| iegiitais segmentets gradients
laiki) (teorétiski iegitie izdaliSanas
laiki)

v
Optimizets segmentets
gradients

Prognozésanas rezultats

3.39.att. Darba shéma solvatu sorbcijas modela praktiskas pielietoSanas metodes izstradei
un optimizacijai aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilveka asins

seruma.

Izmantojot analiz&jamo vielu struktirformulas, veikta ,nulles tuvinajuma” metodes
prognozésana. Prognozesanas rezultata ir iegiits segmentgtais gradients, kur$ nodrosina labaku
analiz€jamo vielu izskirSanu. Prognoz€Sanas procesa iegiitais segment&tais gradients ir

redzams 3.40. attela.
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3.40. att. Segmentetais gradients, iegiits prognozesanas cela, balstoties uz analizéjamo

vielu struktiirformulam.

Solvatu sorbcijas modela izpétei veikts eksperiments, izmantojot teoretiski iegiito
segmentéto gradientu (3.40 att.). Teorétiski iegiita analiz§jamo vielu hromatogramma ir
salidzinata ar praktiski iegiito hromatogrammu, izmantojot piedavato segmentéto gradientu.

Hromatogrammu salidzinajumu var apskatit 3.41. attela.
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3.41. att. Eksperimentali iegiitas un prognozétas hromatogrammas salidzinajums.
Segmentetais gradients izveidots, balstoties uz analizéjamas vielas struktarformulu. R;

un R; derivatizacijas reakcijas rezultata liekie reagenta piemaisijumi.

Ka var redzet, analiz€amo vielu izdaliSanas seciba hromatogramma, iegita
prognozésanas cela, pilnigi atbilst analiz€jamo vielu izdaliSanas secibai, iegutai
eksperimentalos apstaklos. Starpiba starp prognozétajiem izdaliSanas laikiem un
eksperimentali ieglitajiem izdaliSanas laikiem neparsniedz 2,5 minites (Aab), kas sastada
5,6%. Diviem aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumiem Starpiba starp prognozetajiem
izdaliSanas laikiem un eksperimentali iegtitajiem izdaliSanas laikiem ir 2,2 mindtes (4,9%),
trim aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumiem ta ir 2,1 minttes (4,7%). Starpiba starp
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prognozetajiem izdaliSanas laikiem un eksperimentali iegtitajiem izdaliSanas laikiem no 1,0
I1dz 2,0 mintitém ir 4 aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumiem. Pargjiem 18 analitiem
ta ir mazaka par 1,0 minati. IzdaliSanas laika starpibu, iegltu starp prognozetajiem un
eksperimentali ieglitajiem rezultatiem, var redz&et 3.11. tabula.

3.11. tabula

Analizéjamo vielu izdaliSanas laika salidzinajums prognozétajiem un eksperimentali

iegiitajiem rezultatiem

Nr.p.k Analits t prognoz, MiN t eksp., MIN At, min
1. Asp 3,17 3,17 0,0
2. Glu 3,63 3,62 0,0
3. Hyp 6,62 6,55 0,1
4, Ser 8,34 8,24 0,1
5. Asn 8,84 8,70 0,1
6. Gly 9,31 9,19 0,1
7. Gln 9,86 10,02 -0,2
8. Sar 10,98 11,42 -0,4
9. Tau 11,75 12,45 -0,7
10. His 12,60 13,37 -0,8
11. Cit 13,53 14,05 -0,5
12. Thr 14,46 15,20 -0,7
13. Ala 15,30 15,85 -0,5
14. Arg 16,60 17,22 -0,6
15. IS 18,50 18,31 0,2
16. Pro 19,68 19,85 -0,2
17. Aab 27,21 29,69 -2,5
18. Tyr 30,48 31,75 -1,3
19. Val 32,08 33,00 -0,9
20. Met 32,96 34,13 -1,2
21. Cys 34,71 33,75 1,0
22. Hcy(Ala) 36,25 37,91 -1,7
23. lle 37,97 40,19 -2,2
24, Leu 38,59 40,74 -2,2
25. Phe 41,00 43,06 2,1
26. Trp 41,62 43,69 2,1
217. Orn 41,82 43,89 2,1
28. Lys 43,61 45,20 -1,6

Var novérot tendenci, ka starpiba starp prognozétajiem izdaliSanas laikiem un
eksperimentali iegiitajiem izdaliSanas laikiem palielinas 1idz ar pieaugos$o analitu skaitu un

attiecigi hromatogrammas ilgumu. P&c literatiiras datiem maksimalais komponentu skaits,
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izmantojams solvatu sorbcijas modela darbibas aprakstiSanai, bija 10 komponentu sistéma [5].
Lidz ar to var pienemt, ka viens no solvatu sorbcijas modela darbibas ierobeZojumiem ir
komponentu skaits. Tomér $1 apgalvojuma parbaudei ir javeic atsevisks pétijums, izmantojot
gan citus savienojumus, gan ari citus hromatografijas apstak]us.

Izmantojot segmentéto gradientu, modulétu, pamatojoties tikai uz analiz&jamo vielu
struktirformulam, analiz€jamo vielu joslu iz8kirSana ir apmierinoSa. Kopgjais 28 analiz€jamo
vielu izdaliSanas laiks ir 45,2 minttes. legltos datus var izmantot aminoskabju spektra
noteiksanai cilvéka biologiskaja materiala. Savukart veicot segmentéta gradienta optimizaciju,
var méginat samazinat analiz&amo vielu izdalisanas laiku, ar nosacijumu, ka joslu izskirSana
nesamazinasies.

Segmentéta gradienta optimizacijai izmantota solvatu sorbcijas modela ,,pirma
tuvina@juma” metode. Optimizacijai izmantotas analiz€jamo vielu struktiirformulas un ,,nulles
tuvinajuma” metodes parbaudei izmantoti eksperimentali ieglitie analiz€jamo vielu
izdaliSanas laiki. Optimizaciju var veikt arl izmantojot matematisko iteraciju, kur

prognozesanai izmanto “‘nulles tuvindjuma” metodes rezultata iegttos datus. ,,Pirma

tuvina@juma” metodes rezultata iegiito segmentéto gradientu var redzet 3.42. attéla.

100
R Nr.p.k [ t, min | W, %
X
g 1 0,0 0,0 pr—
80
5 2 12,5 1,5
&, 3 20,5 8,0
EGO 4 210 | 245
b= 5 36,5 | 39,0
i 6 375 | 850
-l
240 7 40,0 | 85,0
«
go
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20
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
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3.42. att. Segmentétais gradients, iegiits ,,pirma tuvinajuma” metodes rezultata.
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Ka var redzet ,pirma tuvinagjuma” metodes prognozeéSanas rezultata, iegitais
segmentétais gradients ir vienkar$aks par segmentéto gradientu, iegutu ,,nulles tuvindjuma”
metodes rezultata. lzmantojot jauniegito segmentéto gradientu (3.42. att.), ir veikts
eksperiments. PrognozéSanas un eksperimentali ieglito hromatogrammu salidzinajums ir

redzams 3.43. attela.
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3.43. att. Eksperimentali iegiitas un prognozetas hromatogrammas salidzinajums.
Segmentétais gradients izveidots, balstoties uz analizéjamas vielas struktirformulu un
viena eksperimentali iegiita izdaliSanas laika datiem. R; un R, derivatizacijas reakcijas

rezultata liekie reagenta piemaisijumi.

106



legitie rezultati apliecina, ka aminoskabju izdaliSanas seciba atbilst prognozétajai
aminoskabju izdaliSanas secibai. Gradienta optimizacijas rezultata kop€jais eksperimentali
iegltais aminoskabju izdaliSanas laiks samazindjas par 10 minttém, kas sastada 21%,
saglabajot darbam atbilstoSu joslu izSkirSanu. Analiz§jamo vielu joslu izSkirSana ir

atspogulota 3.12. tabula.

3.12. tabula
Analizéjamo aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu joslu izSkirSana biologiskaja

materiala, iegiita optimizétam gradientam

Nr.p.k Analits R (joslu izSkirSana)

1. Asp

2. Glu 1,3
3. Hyp 6,5
4. Ser 3,5
5. Asn 1,3
6. Gly 1,0
7. Gln 2,0
8. Sar 1,5
9. Tau 2,3
10. His 1,8
11. Cit 1,4
12. Thr 1,5
13. Ala 1,1
14. Arg 1,6
15. IS 2,0
16. Pro 3,0
17. Aab 9,0
18. Tyr 3,2
19. Val 1,6
20. Met 1,6
21. Cys 3,2
22. Hcy(Ala) 2,6
23. lle 1,6
24. Leu 1,5
25. Phe 2,0
26. Trp 1,0
27. Orn 1,3
28. Lys 14
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Joslu iz8kirSana (R) zemaka par 1 nav novérojama nevienam aminoskabju
fenilizotiocianata atvasinajumam. Joslu izskirSana 1 ir novérojama starp asparagina (Asn) un
glicina (Gly) fenilizotiocianata atvasinajumiem, ka ari fenilalanina (Phe) un triptofana (Trp)
fenilizotiocianata atvasinajumiem. Augstefektivas Skidruma hromatografijas metodei
ieteicama joslu izSkirSana ir lielaka vai vienada ar 1,5 [7, 8]. Veicot daudzkomponentu
maisijuma atdaliSanu, joslu izSkirSanas parametri samazinas, turklat jaatceras, ka, palielienot
joslu izskirsanu, analizes laiks tiek pagarinats. Sadu joslu izskirsanu (R=1) var uzskatit par
pietiekosu daudzkomponentu maisijuma kvantitativai analizei.

Izdalisanas laika starpibu starp prognozétajiem un eksperimentali iegttajiem

izdaliSanas laikiem var apskatit 3.44. attela.
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3.44. att. IzdaliSanas laika starpiba starp prognozétajiem un eksperimentali iegiitajiem

rezultatiem, izmantojot segmentéto gradientu, iegiitu péc ,,pirma tuvinajuma” metodes.

IzdaliSanas laika starpiba neparsniedz 1,38 minites (Lys), turklat eksperimentali
iegttais analiz€jamo vielu izdaliSanas laiks ir mazaks, neka prognozetais izdaliSanas laiks.
Veicot prognozesanu, tiek pienemts, ka analiz€jamo vielu koncentracijas ir vienadas.
Faktiskaja analiz€jamaja parauga (cilvéka asins seruma references materials) aminoskabju
koncentracijas ir dazadas. Tas varétu izskaidrot prognozeto un eksperimentali iegiito rezultatu
izdaliSanas laika starpibu.

Ka var secinat no iegutajiem rezultatiem, segmentetais gradients, iegits tikai no
analiz€jamo vielu struktirformulas, lauj panakt visu analiz€jamo vielu atdaliSanu. Izmantojot

segmentéto gradientu, kas pamatojas uz analiz€jamo vielu struktirformulam un viena
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eksperimenta datiem, ir panakta kopgja analizes laika samazinaSanas, saglabajot visu
analiz€jamo vielu atdaliSanu.

Veicot kvantitativo cilvéka biologiska materiala analizi, ir janem véra, ka vairaku
metabolo patologiju gadijuma mainas ne tikai biologiska materiala kvantitativais, bet arl
kvalitativais sastavs. Ta Argininosukcinskabes acidurijas (OMIM nr. 207900) gadijuma
organisma netiek izstradata argininosukcinliaze, kura, savukart, urea cikla metabolaja cela
neparveido argininosukcinskabi (IUPAC: N-[{[(4S)-4-amino-4-
carboxybutylJamino}(imino)methyl]-L-aspartic acid) par argininu. Ta rezultata organisma
uzkrajas argininosukcinskabe, kurai vesela cilvéka organisma nav jabut, ka ar1 ievérojami
palielinas citrulina koncentracija [127-128]. Misu gadijuma ir svarigi saprast, vai izstradatais
un optimizetais segmentétais gradients aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu
noteik$anai ir efektivs reala darba ne tikai veselu cilveku biologiska materiala analizei, bet art
aminoskabju acidiiriju un/vai acidémiju selektivam skriningam. No praktiska viedokla ir
svarigi parbaudit, vai, izmantojot doto metodi, ir iesp&jams noteikt ari citus aminoskabju
fenilizotiocianata atvasinajumus, kuri nav raksturigi vesela cilvéka aminoskabju spektram.

Izmantojot izstradato metodi un optimiz&to segmentéto gradientu (3.42. att.), veiktas
vairakas cilvéka biologisko materialu analizes ar zinamam aminoskabju patologijam. Par
analiz€jamiem paraugiem ir izmantoti laboratorija pieejamie references materiali (asins
plazma un urins) no Eiropas petniecibas shémas par iedzimto vielmainas traucgjumu skrininga
novértéSanu un uzlabosanu, diagnosticésanu un arstésanu (European Research Network for
evaluation and improvement of screening, Diagnosis and treatment of Inherited disorders of
Metabolism ERNDIM QUALITATIVE SCHEMES) [126].

legiita aminoskabju hromatogramma pacientam (vecums 24 gadi) ar

Argininosukcinskabes acidiriju ir redzama 3.45. attéla.
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3.45. att. Eksperimentali iegiita hromatogramma pacientam ar diagnosticétu
Argininosukcinskabes acidiiriju. R; un R, derivatizacijas reakcijas rezultata liekie

reagenta piemaisijumi

Argininosukcinskabes acidirijas diagnostika balstds uz sekojosam laboratorijas
atradném: paugstinatas amonija, citrulina un argininosukcinskabes koncentracijas asins
plazma. Talakai diagnozes apstiprinaSanai veic géna analizi [128,129]. Ka var redzet 3.45.
atteéla, izmantojot izveidoto segmenteto gradientu (3.42. att), var labi atdalit
argininosukcinskabi, kura nav raksturiga vesela cilvéka aminoskabju spektram, ka ari
saglabajas pietiekosi laba joslu izSkirSana citrulinam, neskatoties uz ievérojami paaugstinatu
koncentraciju (virs 3 reiz€m no normas augstakas robezas).

Nakama cilvéka biologiskajam materialam neraksturiga aminoskabe ir saharopins
(IUPAC: 2-[(5-Amino-5-carboxypentyl)amino]pentanedioic acid). Saharopins veidojas
bifunkcionala enzima alfa-aminoadipinsemialdehida sintetazes darbibas trauc€juma dél. Ta
rezultata organisma uzkrajas saharopins un lizins [128, 129]. Aminoskabju spektru pacientam
(vecums 22 gadi), kuram ir diagnostic€ta Saharopiniirija (OMIM nr. 268700), var redzet 3.46.

attela.
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3.46. att. Eksperimentali iegita hromatogramma pacientam ar diagnosticétu
Saharopiniiriju. R; un R; derivatizacijas reakcijas rezultata liekie reagenta
piemaisijumi
Ka var redzet no iegtitas hromatogrammas, saharopina joslu iz8kirSana ir laba. Lizins,
kura koncentracija parsniedz normas augstako vértibu vairak neka 7 reizes, ari ir pietiekami
atdalits no ornitina, neskatoties uz joslas platumu.
Vel viena metabola patologija, kura atstaj iespaidu uz aminoskabju spektru, ir Klavu
lapas sirupa slimiba (OMIM nr. 248600). Pacienta hromatogramma, kuram ir konstatéta

Klavu lapas sirupa slimiba, ir redzama 3.47. attéla.
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3.47. att. Eksperimentali iegiita hromatogramma pacientam ar diagnosticétu Klavu lapu

sirupa slimibu. R; un R; derivatizacijas reakcijas rezultata liekie reagenta piemaisijumi

Ka var redzet no ieglitas hromatogrammas, visu aminoskabju smailu intensitates ir
liclakas neka iepriekS apskatitajos gadijumos. Tas ir izskaidrojams ar pacienta vecumu (2
gadi). AtbilstoSi vecuma grupai, beérniem visu aminoskabju koncentracijas ir augstakas neka
pieaugusa cilvéka aminoskabju koncentracijas. Neskatoties uz to, visas analiz€jamas vielas ir

atdalitas. Klavu lapas sirupa slimibas gadijuma cilvéka asins plazma var redzet zaroto kézu
112



aminoskabju (valins, leicins un izoleicins) paaugstinatas koncentracijas. Diagnostic€josa
aminoskabe, kura nav vesela cilvéka biologiskaja materiala, ir aloizoleicins (IUPAC: (2S,3R)-
2-Amino-3-methylpentanoic acid). Ka var redzet 3.47. attéla, aloizoleicins (31,75 min) izdalas
starp izoleicinu (31,24 min) un leicinu (32,07). Saja gadfjuma var redz&t, ka joslu atdaliSana
nav augsta, tomér to var uzskatit par pietickosu Klavu lapas sirupa slimibas selektivajam
skriningam, nemot veéra, ka visu So aminoskabju koncentracijas ir ieveérojami paaugstinatas.
NepiecieSamibas gadijuma, ja aminoskabju koncentracijas ir parak augstas, kvantitativai
noteik$anai un/vai labakai joslu atdali$anai veic parauga at$kaidiSanu. Saja gadijuma paraugs
tika atSkaidits 10 reizes, lai varétu aprékinat zaroto k&€Zu aminoskabju kvantitativo sastavu.
Veiktie eksperimenti pierada, ka izstradata aminoskabju fenilizotiocianatu
atvasinajumu noteikSanas metode ir aktuala ne tikai darba ar asins serumu, kurs tika izmantots
ieprieks€jos eksperimentos metodes izstradei un optimizacijai, bet art veicot analizi, stradajot
ar asins plazmu, kura atskiriba no seruma satur fibrinogénus (recésanas agentus). V&l viens no
plasak analiz€jamajiem cilvéka biologiskajiem materialiem ir urins. Ka jau iepriek§ minéts,
tas ir paraugs ar sarezgitaku matricu. Praktiski ir svarigi saprast, vai izstradata metode ir
efektiva arT aminoskabju spektra analizei urina parauga, kas ir ar stipri atSkirigu matricu
salidzinajuma ar asins plazmas/seruma matricu. Par analiz§jamo paraugu ir izmantots
laboratorija pieejams references materials (urins) no Eiropas p€tniecibas shémas par iedzimto
vielmainas traucg€jumu skrininga noveértéSanu un uzlaboSanu, diagnostic€Sanu un arstéSanu
(European Research Network for evaluation and improvement of screening, Diagnosis and
treatment of Inherited disorders of Metabolism ERNDIM QUALITATIVE SCHEMES) [126].
Izmantotais materials ir urins ar uzstadito diagnozi Izobaldrianskabes acidirija (OMIM nr.
243500). Pacienta vecums 6 gadi. ST iedzimta slimiba ir saistita ar izmainam organisko skabju
metabolisma, neatstajot bitiskas izmainas uz aminoskabju spektru. Saja gadijuma ir svarigi
redz&t, vai izstradata metode ir izmantojama urina analizes veikSanai. legiitais aminoskabju

spektrs urina paraugam ir redzams 3.48. attéla.
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3.48. att. Eksperimentali iegiita hromatogramma pacientam ar diagnosticétu
Izobaldrianskabes acidurijas slimibu. R; un R, derivatizacijas reakcijas rezultata liekie

reagenta piemaisijumi

Izobaldrianskabes acidiirijas gadijuma pacientu arsté$anai izmato Karnitina un glicina
terapiju, ka ari zemu proteinu di€tu ar leicina izslégSanu no uztura. Terapijas ietekmi uz
aminoskabju spektru var redzet iegitaja aminoskabju hromatogramma. Taja ir konstatéta
paaugstinata glicina koncentracija, ka ari vairaki neidentificéti metaboliti, kuri, iesp&jams, ir
medikamentozas izcelsmes. Urina paraugam atskiriba no asins plazmas un seruma ir daudz
sarezgitaka matrica, kura arT atstdj negativu iespaidu uz urina hromatogrammu. Precizakai
aminoskabju kvantitativai noteikSanai biitu ieteicams veikt urina attiriSanu, izmantojot
cietfazes ekstrakciju. Toties veicot aminoskabju spektra skrininga analizes metabolo
patologiju noteikSanai, nav tik butiski noteikt precizas aminoskabju koncentracijas.
Aminoskabju acidiirijas/acidémijas gadijjuma trukstoSa enzima dél notiek kadas noteiktas
aminoskabes vai aminoskabju grupas uzkrasanas organisma, kas izraisa tas ievérojami
paaugstinatu koncentraciju biologiskajos materialos.

Apkopojot 1egiitos datus, var apgalvot, ka izstradata un optimiz€ta aminoskabju
fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanas metode cilvéka asins seruma ir lietderiga dazadu
metabolo patologiju selektivajam skriningam. To var izmantot gan kvantitativajai, gan

kvalitativajai aminoskabju spektra noteik$anai.
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3.7. Metodes validacija aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu

noteikSanai cilvéka asins seruma.

Analitiskas metodes validacijas mérkis ir pieradit, ka izstradata metode atbilst visam
uzstaditajam prasibam un ir piemé&rota izvirzitajam uzdevumam. Analitiskas metodes
validacija dod iesp&ju acimredzami dokumentali pieradit, ka §T metode nodroSina augstu
precizitates Iimeni, ka ta ir atkartojama un to var izmantot ne tikai citi analitiki, bet arT citas
laboratorijas. Galvenie parametri, kuri nodroSina analitiskas metodes ticamus rezultatus, ir
pareizi izveidota un robusta metode, pareizi apstradati un dokumentéti dati, laboratorija
izmantoti sertificéti references materiali, kalibréti laboratorijas instrumenti, kvalific€ts un
pieredz€jis laboratorijas personals, ka ar1 daliba dazadas starplaboratoriju prasmes parbaudes.
So parametru izpilde dod iesp&ju veikt metodes validaciju [130,131].

Veiksmigai metodes izstradei un TstenoSanai ir nepiecieSams izstradat planu un skaidri
saprast validacijai nepiecieSsamos parametrus. Galvenie dotas metodes validacijas parametri ir:
specifiskums (selektivitate, matricas efekts), linearitate, precizitate, atglistamiba, pareiziba,
detektésanas robeza, kvantitativa noteikSanas robeza, mérijumu nenoteiktiba, ka ari robustums

[130-132].

3.7.1. Specifiskums (selektivitate, matricas efekts).

Specifiskums raksturo metodes selektivitati, respektivi, cik liela méra ir iespéja
neapSaubami novertét kadas vielas esamibu parauga citu komponentu klatbtitné. Lai varétu
novertét, vai metode ir specifiska jeb pietickami selektiva, ir japarbauda sekojoSus sistémas
komponentus:

— $kidinasanas vide (tuks$ais paraugs);
— standartparaugs;
— analiz€jamais paraugs.

Aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanas metode asins seruma ir
specifiska attieciba pret nosakamajiem komponentiem. Metodes specifiskumu nodro$ina
paraugu sagatavoSanas metode — fenilizotiocianata derivatizacija. 5., 6. un 7. pielikuma var
redz&t tuksa parauga, standartSskiduma un analiz€jama biologiska parauga (sertificEts
references materials) hromatogrammas. Precizakai kvantitativu rezultatu noteikSanai visiem
paraugiem ir pievienots iek$gjais standarts. 3.13. tabula ir apkopoti standartSskiduma (0,2

umol-L'l), analiz€jama biologiska parauga (sertificéts references materials) un analiz€jama
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biologiska parauga ar pievienotam aminoskabju standartpiedevam (0,1 umol-L'l) izdaliSanas

laiki.

3.13.tabula

Standart§kiduma, analizéjama parauga un analizéjama parauga ar standartpiedevu

izdali§anas laiki

N Standartikid Analizéi ) Analizéjamais paraugs
p;; Analits an :r msm ums na 1zejf[11nr1::i1rs] paraugs ar Standar'-[piedevu
t, min
1. Asp 3,47 3,45 3,45
2. Glu 3,92 3,90 3,97
3. Hyp 6,60 6,68 6,62
4. Ser 8,05 8,11 8,26
5. Asn 8,51 8,52 8,51
6. Gly 9,43 9,22 9,12
7. Gln 10,25 9,99 9,90
8. Sar 10,80 10,68 10,68
9. Tau 11,73 11,62 11,54
10. His 12,58 12,47 12,43
11. Cit 13,21 13,16 13,07
12. Thr 14,18 14,09 13,86
13. Ala 14,84 14,74 14,55
14. Arg 15,68 15,78 15,43
15. IS 17,05 17,08 17,05
16. Pro 18,51 18,55 18,75
17. Aab 23,09 23,08 23,19
18. Tyr 24,96 24,84 24,88
19. Val 26,32 26,12 25,85
20. Met 27,70 27,20 27,05
21. Cys 28,99 28,96 28,97
22. | Hey(Ala) 30,80 30,40 30,41
23. lle 31,97 31,66 31,67
24. Leu 32,53 32,32 32,05
25. Phe 33,58 33,81 33,82
26. Trp 33,96 34,01 34,01
27. Orn 34,35 34,34 34,35
28. Lys 35,17 35,18 35,18
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legiitie rezultati apliecina, ka standartSkiduma un analiz€jama biologiska materiala
izdaliSanas laiki ir salidzinami, kas liecina par to, ka smailu identitate hromatogramma ir
atbilstosa. Ta ka analiz€jamais paraugs ir biologiskais materials ar sarezgitu matricu
hromatogramma, paradas smailes, kuras neatbilst standartskiduma parauga hromatogrammai.
Lidz ar to kontrolei tika sagatavots asins seruma paraugs (sertificéts references materials) ar
standartSkiduma standartpiedevu, kas lauj noteikt, vai visas smailes ir pietiekosi labi atdalitas
un atbilstoSas. Tas ar1 papildus apstiprinatu iegitos rezultatus. 8. pielikuma var redzet asins
seruma parauga un parauga ar pievienotu standartpiedevu hromotogrammu parklajumu. Ka
redzams, smailes sakrit un kliida starp analiz€jama parauga izdaliSanas laiku un analiz€jama
parauga ar standartpiedevu izdalisanas laiku neparsniedz 2,3% (Arg), kas apliecina smailu

identitati, analiz€jot sarezgitus biologiskos materialus.

3.7.2. Linearitate

Linearitate ir tieSi proporcionala sakariba starp analita signalu un analiz€jamas vielas
koncentraciju parauga noteikta intervala. Linearitates atkaribu izsaka (3.3) vienadojums:
y=ax+b (3.3.)
a — taisnes virziena koeficients;
b — brivais loceklis.

Linearitates novertéSanai izmanto ari korelacijas koeficientu, kuram nav jabut
mazakam par 0,990 (R?). Linearitates parbaudei ir vairaki iemesli, pieméram, vielu slikta
Skidiba, slikta detektoru jutiba zema koncentracija vai ar1 augsta koncentracija. Linearitates
parbaudei tika sagatavoti seSi standartSskidumi ar dazadam aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumu koncentracijam, sakot ar koncentraciju detektéSanas robezas intervala
0,002 mmol-L™* Iidz koncentracijai, patologiskai cilveka asins serumam 1 mmol-L™. Ka vienu

no piemeriem 3.49. att€la var redzet asparaginskabes kalibracijas taisni.
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3.49. att. Asparaginskabes kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Visu aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu kvantitativai noteikSanai izmantots
linearais kalibracijas grafiks caur nulles punktu. Visiem analizes rezultata noteiktajiem
analitiem korelacijas koeficients atbilst uzstaditajam prasibam, kas ir lielaks par 0,990. Visu

aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu kalibracijas grafikus var redzet 9. pielikuma.

3.7.3. Precizitate

Precizitate lauj novertét sagaidamo rezultatu izkliedi starp vairakiem paraugiem
analizu serija. Precizitates noteikSanu var sadalit divas dalas - aparatiiras precizitate un
metodes precizitate.

Aparatiiras precizitates noteikSanai veic vairakus paral€lus standartSkiduma
mérjjumus. Aprékinot rezultatu vidgjos lielumus un standartnovirzi, nosaka aparatiiras
precizitati. Novertéjot aparatiiras precizitati, kliida nedrikst biit lielaka par 1,0 %.

Hromatografa parbaudei izmantoti standartSkiduma paraugi ar trim dazadam molaram
koncentracijam. Pirmo izmantoja standartS§kidumu ar molaro koncentraciju tuvu detekteSanas
robezai - 0,002 mmol-L, otru ar vidgjo koncentraciju - 0,100 mmol-L™* un tresa izmantota
parauga koncentracija ir patologiska biologiskajam materialam - 1 mmol-L™". Katras
koncentracijas standartSskidumam veiktas desmit paralélas injekcijas (n=10). Ka vienu no

piemériem - asparaginskabes standartSkiduma smailu laukumus - var redz€t 3.14. tabula.
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3.14. tabula

Aparatiiras precizitates parbaude, izmantojot dazadas koncentracijas standart§kidumus

(asparaginskabe)
Smailes laukums, relativas vertibas
Nr.p.k. 1 1 -1
0,002 mmol-L 0,100 mmol-L 1,000 mmol-L

1. 1058 53047 51985

2. 1029 53242 52005

3. 994 52857 52485

4, 1047 53894 51786

5. 1008 52984 51427

6. 1068 53227 51687

1. 1032 53409 52088

8. 1057 53024 51851

9. 1021 53878 51628

10. 995 53505 52867
Vidgjais 1031 53307 51981

Sn 27 363 425
Snr, % 2,6 0,7 0,8

legiitie rezultati apliecina, ka doto aparatiru var uzskatit par precizu. Standartnovirze
pie vidgjas un augstas koncentracijas neparsniedz 1,0%, toties stradajot zemas koncentracijas,
aparatiiras precizitate samazinas, kas liecina par to, ka dota koncentracija atrodas detekt€Sanas
robezas intervala un to var tikai konstatét, nevis noteikt kvantitativi. Lidziga tendence ir
novérojama ari parjiem analizes rezultata noteiktajiem aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumiem.

Metodes precizitates noteikSanai veic vairakas neatkarigas paraugu paral€las analizes,
sakot no paraugu sagatavosSanas procesa lidz rezultatu iegtiSanai. Aprékina rezultatu vidéjos
lielumus, standartnovirzi, tada veida nosakot metodes precizitati un atkartojamibu. Lai varétu
apgalvot, ka metode ir preciza un sagatavoSanas process ir atkartojams, kliida nedrikst
parsniegt 10%.

Metodes precizitates noteikSanai tika veiktas 10 neatkarigas biologiska materiala
(sertificéts references materials) paraugu analizes, sakot no paraugu sagatavoSanas lidz
rezultatu iegtiSanai.

Paraugu dublikati ir nepiecieSami nenoteiktibas noteikSanai. 10. pielikuma var redzet
visus biologiskaja materiala (sertificéts references materials) noteiktos aminoskabju

fenilizotiocianata atvasinajumus un ieglitos analizes rezultatus, ka ar vid€jo rezultatu no
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diviem paraléliem mérjjumiem. 3.15. tabula ir paraditi analizes rezultati biologiskaja

materiala: noteikto aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu vid€jas koncentracijas un

aprékinata standartnovirze.

3.15. tabula
Metodes precizitates rezultati biologiskaja materiala
Nr.p.k. Analits C vid., pmol-L™ Sn Sn, r. %

1. Asp 47,4 1,8 4

2. Glu 92,6 2,1 2,3
3. Hyp 61,2 19 3

4. Ser 151 2,0 1,3
5. Asn 115 2,4 2,1
6. Gly 516 8 1,6
7. GIn 787 6 0,8
8. Sarkoz 80,3 1,8 2,2
0. Tau 142 1,7 1,2
10. His 154 3 2,0
11. Cit 122 3 2,1
12. Thr 161 3 1,6
13. Ala 372 4 1,0
14. Arg 317 3 0,9
15. Pro 243 3 1,2
16. Aab 32,5 1,3 4

17. Tyr 83,1 1,1 1,4
18. Val 388 5 1,2
10. Met 274 3 1,1
20. Cys 40,0 1,0 2.4
21. Hcy(Ala) 31,9 1,1 3

22 lle 254 3 11
23. Leu 393 4 1,1
24. Phe 353 5 1,3
25. Trp 34,1 3 7

26. Orn 325 4 1,3
217. Lys 170 3 2
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legiitie dati apliecina, ka visu neatkarigi sagatavoto biologiska materiala paraugu
legiitas vertibas ir 11dzigas, ko apliecina aprékinu rezultata iegiitas standartnovirzes. Dati lauj
apgalvot, ka metode ir preciza un sagatavosanas process ir atkartojams, jo kliida nevienam no
analitiem neparsniedz 10%. legitie dati ir salidzinami ar izmantotaja references materiala

esos$ajam aminoskabju koncentracijam, kuras ir atspogulotas 3.10. tabula.

3.7.4. Atgustamiba

Atgiistamiba ir analizes rezultatu atbilstiba realam analita saturam parauga visa darba
koncentraciju diapazona. Metodes atglistamibu aprékina, salidzinot parauga pievienotus un
atgiitus analiz€jamas vielas daudzumus. Parasti atglistamibas aprékinam pagatavo tris
koncentraciju maksligos maisijumus ar zinamam pievienoto analitu koncentracijam. No
iegttajiem lielumiem aprékina vidgjo atgiistamibu péc 3.4. izteiksmes.

Ay = Aurastis -100% (3.4)
Apatisas
Autrastais — analizes rezultata iegiitais daudzums;
Apatiesais— analita patiesais daudzums.

Veicot metodes atglistamibas parbaudi biologiskajam materialam, tika pievienotas
standartpiedevas ar zinamam koncentracijam. Lai iegitie rezultati butu ticami, izvElGtas
standartpiedevas ar tris dazadam koncentracijam, kuras atradas visa linearaja diapazona.
Izvelatas standartpiedevas koncentracijas ir 5 pmol-L™, 50 pmol-L™? un 500 pmol-L™
Atgustamibas parbaudei katram paraugam veiktas 10 neatkarigas analizes. 11. pielikuma var
redzét visiem analitiem veiktOs atgilistamibas aprékinus. legiitos vid€jos atgiistamibas

aprékinus var redzet 3.16. tabula.
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3.16.tabula
Metodes atgistamibas rezultati biologiskaja materiala, izmantojot dazadu

koncentraciju standartpiedevas

- Atgiistamiba, %

Nr.p-k Analits 5 umol-L ™ 50 pumol-L™ 500 pmol-L™
1. Asp 103 102 101
2. Glu 104 103 102
3. Hyp 102 99 101
4. Ser 105 106 99
5. Asn 111 105 102
6. Gly 111 105 104
7. GIn 104 103 89
8. Sarkoz 109 103 101
Q. Tau 104 104 102
10. His 105 107 102
11. Cit 107 104 102
12. Thr 93 104 99
13. Ala 101 104 103
14. Arg 102 103 101
15. Pro 99 105 99
16. Aab 88 98 102
17. Tyr 103 104 101
18. Val 101 102 102
19. Met 101 102 102
20. Cys 88 104 101
21. Hey(Ala) 94 104 100
22. lle 102 98 99
23. Leu 102 104 98
24. Phe 101 99 101
25. Trp 83 98 100
26. Orn 108 102 99
27. Lys 101 104 100

Atgustamibas  kriterijs  daudzkomponentu maisijumam ar zemam analitu
koncentracijam ir 80-120%, ar augstam analitu koncentacijam ir 90-110%.

Veicot atglistamibas parbaudi, svarigak ir izvertét rezultatus, iegiitus, izmantojot
standartpiedevas Skidumu ar koncentraciju 5 umol-L'l, jo §1 koncentracija ir tuvaka biologiska
parauga normas vértibai, 1idz ar to atspogulo metodes pareizibu. legitie rezultati apliecina, ka
salidzino$i zema atgtstamiba 83% ir vienam analitam, triptofana fenilizotiocianata
atvasinajumam. Diviem analitiem ta ir 88% un diviem 111%. Pargjiem analitiem atglistamiba

neparsniedz 10%.
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Salidzinosi zemo atglistamibu var izskaidrot ar zemu analitu koncentraciju. Triptofana
koncentracija biologiskaja parauga ir 35,6 umol-L'l, a-aminosviestskabes koncentracija ir
33,4 pmol-L™ un cistina koncentracija ir 41,4 pmol-L™. Sis vertibas ir kalibracijas taisnes
sakumpunkta, kas var ietekm@ iegilitos rezultatus. Neskatoties uz to, aminoskabju
fenilizotiocianata  atvasinajumu  atgiistamiba  atbilst  uzstaditajiem  kriterijiem
daudzkomponentu maisijumam ar zemam analitu koncentracijam.

Labaka atgiistamiba ir paraugiem, izmantojot standartpiedevas Skidumus ar
koncentracijam 50 pmol-L'1 un 500 pmol-L?, jo So koncentraciju paraugi atradas kalibracijas
taisnes vidusdala. Iznémums ir L-glutamins, kura koncentracija biologiskaja parauga ir 785
umol-L, 1idz ar to, izmantojot standartpiedevas Skidumus ar koncentracijam 500 umol-L?,
analita koncentracija krietni parsniedz kalibracijas taisnes augstako koncentraciju.
Glutaminam atgiistamiba ir 89%. Pargjiem analitiem, izmantojot standartpiedevas skidumus
gan ar koncentraciju 50 umol-L'l, gan ar koncentraciju 500 umol-L'l, atgiistamiba nav zemaka
par 98%. NepiecieSamibas gadijjuma paraugu atSkaida linearitates diapazona ietvaros.
Izvértgjot iegitos datus, varam apgalvot, ka analitu atglistamiba ir piemé&rota izstradatajai

metodei.

3.7.5. Pareiziba

Analitiskas metodes pareiziba ir analizes rezultata iegtitas vertibas atbilstiba vertibai,
kura ir atzita konkr&tajam analitam. Metodes pareizibu var noteikt, izmantojot vairakas
iespejas:

1. sertificéts references materials, kuru ir jaizmanto ar atbilstosu matricu;

2. analizei izmantotas analitiskds metodes ieglto rezultatu salidzinaSana ar
rezultatiem, kuri ieglti ar citu analitisko metodi pie nosacijuma, ka metodei nav
trauc€joso faktoru ietekmes;

3. starplaboratoriju salidzinosa test€Sana, vienu paraugu analiz€ vairakas dazadas

laboratorijas.

Ta ka biologiska parauga analizei izmantots sertificéts references materials, veicot
metodes validaciju pareizibas parbaudei, izvéléta starplaboratoriju salidzino$a testéSana.
Starplaboratoriju salidzino$aja testéSana piedalijas 257 laboratorijas no dazadam Eiropas
valsttim, kur analitu koncentracijas noteikSanai izmantoja 10 dazadas kvantitativas
aminoskabju noteik§anas metodes. Izmantotas metodes ir jonu-apmainas hromatografija ar un
bez ieks$eja standarta, gazes hromatografija, tandéma masspektrometrijas un citas metodes

[126]. Viena analita - a-aminoizosviestskabes starplaboratoriju salidzinoSas testéSanas
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rezultatu izvertéjumu var redzet 12. pielikuma. Rezultatu izveértéjuma parskata ir atspogulotas
visas izmantojamas metodes un iegltie rezultati, stradajot ar tam. Starplaboratoriju
salidzino$aja testéSana izmantojamais paraugs sastav no 28 analitiem, Kuri ir sagatavoti uz
biologiska materiala matricas bazes. No 28 ieklautajiem analitiem rezultati netika aprékinati 4
analitiem (aloizoleicins, homocitrulins, fosforetanolamins un saharopins), jo tie netika ieklauti
metodes izstrade. Starplaboratoriju salidzinosas testéSanas apkopotos rezultatus var redzet 13.
pielikuma. Starplaboratoriju salidzinosas testé€Sanas rezultatu salidzinajumu ar validéjamas

metodes iegiitajiem rezultatiem var redzet 3.17. tabula.

3.17. tabula
Starplaboratoriju salidzinosas testéSanas (SST) rezultatu izvértéjums
Iegiitie s SST rezultatu | Relativa

;)\IL Aminoskabes rez(lglltﬁtil, Ssrful::ll_lll_t.?n*’ sniegtas klada,

o pmol-L z-vertibas* %

1. o-Aminosviestskabe 22,7 22,8-29,4 0,4 13

2. Alanins 173 149 - 173 1 7

3. Arginins 60,3 51,2 -60,8 1 8

4. Asparagins 200 163 — 223 0,3 4

5. Asparaginskabe 139 108 — 140 0,9 12

6. Citrulins 255 222 — 258 0,8 5

7. Cistins 36,3 35,7-42,0 0,4

8. Glutamins 1166 986 — 1206 0,7 6

9. Glutaminskabe 250 221 -291 0,9 13
10. Glicins 472 402 — 474 1 8
11. Histidins 144 133 - 159 0,1 1
12. Hidroksiprolins 64,3 52,2 - 65,8 0,8 9
13. Izoleicins 419 416 — 496 1 8
14, Leicins 1018 1016 — 1212 1 9
15. Lizins 60,1 57,8 - 66,2 0,4 3
16. Metionins 36,9 5,80 -52,2 0,2 27
17. Ornitins 29,1 25,4 - 30,6 0,3 4
18. Fenilalanins 27,7 22,1-279 1,4 11
19. Prolins 224 173 - 227 1,3 12
20. Serins 22,1 20,8 — 25,2 0,3
21. Taurins 147 138 — 160 0,2 1
22. Treonins 159 119 — 348 4.3 21
23. Tirozins 241 222 — 244 0,6 3
24. Valins 294 267 — 310 0,3 2

* Starplaboratoriju salidzino$as testéSanas sniegtie rezultati
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Izvertejot iegltos rezultatus, var redz&t, ka diviem analiz€amajiem analitiem
metioninam un treoninam relativa kluda starp laboratorija ieghitajiem rezultatiem un
starplaboratoriju salidzinosas testéSanas vid€jiem rezultatiem ir ieveérojama: 27% un 21%
atbilstosi. Tom&r neskatoties uz to, rezultati ieklaujas divu standartnovirzu robezas. Tas
nozimé, ka rezultatu izkliede starp visam laboratorijam ir liela, ko ari paliecina sniegtas z-
vertibas (treonins 4,3). Pieciem analitiem relativa kltida svarstas no 11% lidz 13%. Pargjiem
17 analitiem relativa kluda ir zem 9%. Visi iegitie rezultati ieklaujas divu standartnovirzu
robezas. legiitie dati lauj secinat, ka, izmantojot doto analitisko metodi, iegltie rezultati ir

kvantitativi pareizi.

3.7.6. DetekteSanas robeza un kvantitativas noteikSanas robeza

Detekteésanas robeza (DL) ir mazaka mérama lieluma veértiba (koncentracija,
daudzums), kuru var noteikt ar attiecigo test€Sanas metodi, bet nevar novertét kvantitativi.
Savukart, kvalitativas noteik$anas robeza (QL) ir zemaka analiz&jamas vielas koncentracija,
kuru var noteikt ar pienemamu metodes precizitati un pareizibu.

DetektgSanas robezu var noteikt, izmantojot vairakus veidus:

1.  Viena no detekt€Sanas robezas noteikSanas metodém ir vairaku tukSo paraugu
mérisana. TukSo paraugu mériSanu detektéSanas robezas noteikSanai var izmantot
tikai tajos gadijumos, ja tukSo paraugu merjjumu standartnovirze nav vienada ar
nulli [132]. Detektesanas robeza ir tris tukSo paraugu standartnovirzes, aprékinu
var redzet 3.5. vienadojuma.

DL =3-S, (3.5)
Sn— tuksa parauga standartnovirze

2. Otra metode ir bazes Iinijas troksna un signala savstarpgja attieciba. Doto metodi
var izmantot tajos gadijumos, ja analizei izmanto metodi, kura uzrada bazes Iinijas
hromatogramms. Bazes linijas trok$pa un signala attiecibu nosaka, salidzinot
parauga signalus ar zemam analitu koncentracijam un tukSo paraugu signalus,
tada veida nosakot mazaku noteik$anas koncentraciju, kuras attieciba ir signals
pret bazes Iinijas troksni attieciba 3:1. Aprékinato detekteéSanas robezu parbauda
ar noteiktas koncentracijas standartskidumu [132].

3. Nakama metode detekteSanas robezas noteikSanai ir standartSkidumu kalibracijas

grafika ekstrapolacija. STs metodes darbibas princips ir redzams 3.50. attela.
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Analitiskais signals

y=ax + b

C,mgL*!

3.50. att. Kalibracijas taisnes ekstrapolacija detekteSanas robezas noteikSanai.

Kalibracijas grafika konstrués$anai ka pirmo punktu izmanto standartSkidumu ar
koncentraciju, kura ir péc iesp€jas tuvaka detekt€Sanas robezai. Kalibracijas
taisnes briva locekla b novirzi no sakumpunkta, ka ir redzams 3.46. attéla, var
uzskatit par bazes Iinijas troksni. DetektéSanas robezu aprékina, pareizinot bazes
Itnijas troksni ar tris. Aprékinato detektéSanas robezu ir nepiecieSams parbaudit ar
attiecigas koncentracijas standartSkidumu.

4.  Plazak lietota metode detekté$anas robezas noteikSanai ir, izmantojot kalibracijas
taisnes standartnovirzi un kalibracijas taisnes slipumu. Kalibracijas taisne tiek
konstruéta, izmantojot punktu, kas atrodas p&c iespEjas tuvak detekt€Sanas
robezai. ST punkta standartnovirze ari tiek nemta detektéSanas robezas
aprékinasanai. DetekteSanas robezu aprékina péc vienadojuma 3.6.

33.5,
a

DL (3.6.)

S,— standartnovirze;

a — kalibracijas grafika slipums.

Kvantitativas noteikSanas robeZas aprékinasanai izmanto tas pasas metodes ka
detekteSanas robezZas noteikSanai. Ir pienemts, ka kvantitativas noteikSanas robeza ir tris reizes

lielaka par detekteéSanas robezu. Kvantitativas robezZas aprékins redzams 3.7. vienadojuma.
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QL=—"n (3.7)

Detektésanas robezas aprékinaSanai izmantota tuks$a parauga metode. Katra paraugu
serija veikta tuk$a parauga analize, kas lauj parbaudit reagentu un analizes darba gaitas
ienestos piesarnojumus. TukSie paraugi Sagatavoti un analizéti identiski biologiskajiem
paraugiem. TukSo paraugu mérfjjumu rezultati izmantoti metodes detekt€Sanas robezas un
kvantitativas noteikSanas robeZas aprékinasanai. 14. pielikuma var redz€t desmit neatkarigus
tuk§o paraugu mérjjumus. Balstoties uz tiem, aprékinatas detektéSanas robezas un
kvantitativas noteikSanas robezas. 3.18. tabula var redzét detekt€Sanas robezas un

kvantitativas noteikSanas robezas iegiitos rezultatus.

3.18. tabula
Metodei noteiktas detektéSanas robezas (DL) un kvantitativas noteik§anas robezas (QL)
Nr.p.k. Analits DL, pmol-L™ QL, pmol-L™*
1. Asp 2,1 7
2. Glu 3 8
3. Hyp 1,3 4
4. Ser 2,0 7
5. Asn 1,9 6
6. Gly 0,7 2
1. Gln 1,7 6
8. Sarkoz 1,0 3
9. Tau 1,7 6
10. His 2,0 7
11. Cit 1,0 3
12. Thr 4 14
13. Ala 3 8
14, Arg 1,7 6
15. Pro 1,0 3
16. Aab 1,2 4
17. Tyr 3 9
18. Val 1,7 6
19. Met 3 10
20. Cys 1,9 6
21. Hcy(Ala) 1,7 6
22. lle 1,5 5
23. Leu 3 9
24. Phe 2,3 8
25. Trp 1,7 6
26. Oorn 3 10
27. Lys 2.4 8
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3.7.7. Metodes nenoteiktiba
Metodes nenoteiktiba ir ar mérijumu rezultatu saistits parametrs, kuru var attiecinat uz
méramo lielumu un kas raksturo ta vértibas izkliedi. Sis parametrs var bt mérfjumu rezultatu
standartnovirze vai droSibas intervals. Metodes nenoteiktibas aprékini lauj novértet kludas
avotus, kuri ir pielauti analizes laika, tas ir, parbaudit precizitati paraugu sérija un identificét
instrumentu radito novirzi. Viena no metodes relativas standarta nenoteiktibas aprékinasanas
iesp&jam ir, izmantojot iek$¢jas kvalitates kontroles materialu. Aprékinasanai ir nepiecie$ami
vismaz desmit neatkarigi kontroles materiala paraléli mérfjumi [133]. Aminoskabju
fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilvéka asins seruma izmantots asins seruma
references materials, kur analitu vertibas ir atspogulotas 3.10. tabula. Vienadojums 3.8.
atspogulo relativu standarta nenoteiktibas aprékinu.
u=2-CV (3.8.)
kur uc — metodes relativa standarta nenoteiktiba;
CV — variacijas koeficients novertéts pec relativas izkliedes diena;
Variacijas koeficientu aprékina péc 3.9. vienadojuma
cv=_— (3.9.)
d 2
kur r- relativa kluda diviem paraléliem merfjumiem, %
X, — X,
XVid.

r =

-100% (3.10.)

Xiid. = )(1;2)(2 (3.11))

kur d; — divu paralélu mérijumu koeficients (d, = 1,128)
Izstradatajai metodei tika aprékinata relativa standarta nenoteiktiba, jo liclakajai dalai
nosakamo analitu vertibas ir ar vidéjam vai augstam koncentracijam. Metodes nenoteiktibas
aprékinam katra paraugu s€rija veiktas paraugu dublikatu analizes. Ka pieméru a-

aminosviestskabes R-grafiku var redzet 3.51. attéla.
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a-aminosviestskabei.

Dotais R — grafiks labi atspogulo analita izkliedi starp paraléliem mérjjumiem.

Metodes relativa standarta nenoteiktiba aprékinata péc 3.12 vienadojuma, vienu pieméru var

apskatit zemak.

_ 33521umol / L +33,469.mol / L

c.. . =33,495umol / L
. 33521umol /L —33,469umol /L 100% = 0.157%
33,495umol / L
0,
V = 0157% _ 013%%
1128

u, =2-0,13%% = 0,278%

(3.12)

(3.13)

(3.14)

(3.15)

a-Aminosviestskabes relativas standarta nenoteiktibas aprékinus var secigi apskatit 3.19.

tabula.
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o-Aminosviestskabes nenoteiktibas aprekini

3.19. tabula

Datums | Cp, pmol-L? | Cp, pmol-L7: un‘ig{f’i n% | U % | Uya %
17.05.2016 335 335 335 016 | 03
20.05.2016 31,7 31,2 31,4 15 3
31.05.2016 31,7 31,2 31,4 16 3
03.06.2016 32,2 31,8 32,0 13 2
08.06.2016 32,6 32,5 32,5 021 | 04 -
14.06.2016 32,0 33,2 32,6 4 7 ’
17.06.2016 32,3 32,7 32,5 13 2
30.06.2016 33,7 33,2 33,5 12 2
05.07.2016 33,6 33,0 33,3 17 3
08.06.2016 31,3 31,9 31,6 19 3

Tada pasa veida tika aprékinatas ari citu analitu relativas standarta nenoteiktibas

biologiskaja

nenoteiktibas ir redzamas 3.20. tabula
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3.20. tabula.

Metodes nosakamo analitu iegiitas relativas standarta (uc) un paplasinatas (U)

nenoteiktibas biologiskaja materiala

Nr.p.k. Aminoskabes Uc vid, % U, %
1. Asp 2,1 4
2. Glu 2,1 4
3. Hyp 2,8 6
4, Ser 2,5 5
5. Asn 2,3 5
6. Gly 2,6 5
7. GIn 2,9 6
8. Sarkoz 3,5 7
9. Tau 3,2 6
10. His 3,4 7
11. Cit 4,7 9
12. Thr 2,4 5
13. Ala 3,6 7
14. Arg 3,5 7
15. Pro 3,7 7
16. Aab 2,6 5
17. Tyr 2,5 5
18. Val 2,7 5
19. Met 2,6 5
20. Cys 2,7 5
21. Hcy(Ala) 6,3 13
22. lle 3,1 6
23. Leu 3,6 7
24, Phe 2,8 6
25. Trp 2,8 6
26. Orn 2,9 6
27. Lys 3,0 6

Ka redzams 3.20. tabula, iegiitas analitu relativas standarta nenoteiktibas ir nedaudz

liclakas par references materiala sniegtajam absolGtajam nenoteiktibas veértibam (3.10.

tabula), tomér tas ir salidzinamas. Veicot metodes validaciju, ievérojami augstakas

nenoteiktibas vertibas ir iegiitas Cetriem aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem: o-

aminosviestskabeli, cistationinam, cistinam un tirozinam. To var izskaidrot ar So analitu zemo

koncentraciju, ka ar references materiala zemam nenoteiktibas veértibam. legiito mérjjumu

nenoteiktibu c€loni varja rasties hromatografijas eluentu gatavoSanas procesa, paraugu

derivatizacijas procesa, protams, janem veéra ari izpildijuma nenoteiktiba.
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Ta ka metodes validacijai izmantots tikai asins seruma references materials, turpmak
veicot rutino paraugu analizi, nenoteiktibas bus jaaprékina, izmantojot dazadus cilvéka
biologiska materiala paraugus (asins plazma un urins) dazadam vecuma grupam. lzmantojot
R- grafiku, varés aprékinat nenoteiktibu, kura biis labak piemeérota izstradatajai analizes

metodei.

3.7.8. Robustums

Robustums raksturo analizes metodes drosibu, sp&ju analizes metodei palikt stabilai,
mainoties daziem parametriem, kas var rasties darba gaita. Izveidojot metodi, ir japarbauda
parametrus, kuri var mainities ikdienas darba. Tipiskie parametri robustuma parbaudei
hromatografijas metodei ir:

e kustigas fazes pH;

e kolonnas temperatiira;

e detekteSanas vilna garums (izmantojot UV detektoru);

e paraugu stabilitate uzglabasanas laika;

e hromatografijas sistéma ievadita parauga daudzums [130-132].

Metodes parbaudei aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilvéka
asins seruma veikti vairaki robustuma testi.

Kolonnas temperatiiras izmainu ietekmi parbaudija, izmantojot iepriekS izvél&tos
hromatografijas apstaklus: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izm&rs 4 pm,
plusmas atrums 1 mL-min-1, detektéSana pie 254 nm, ievadito paraugu tilpums 10 pL, A
eluents natrija acetata trihidrata bufferSkidums pH 4,6, B eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/tidens)
(2.3.4. nodala), segmentgtais gradients atspogulots 3.42. att€la. 16. piclikuma var redz&t asins
seruma standarta references materiala uznemtas hromatogrammas, stradajot ar dazadam
kolonnas temperatiram; 40 °C, 43°C, 49 °C un 52 °C. Asins seruma references materiala
hromatogramma, stradajot ar kolonnas temperatiru 46°C, ir redzama 7. pielikuma.
Robustuma parbaudei veikti katra mérijuma tris atkartojumi.

Izmantojot ieghtos datus, veikti aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu
izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidgjas veértibas aprékini atkariba
no kolonnas temperatiiras izmainam. Viena aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajuma, o-

aminosviestskabes iegtitos rezultatus var redzet 3.52. attela.
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3.52.att. a-Aminosviestskabes izdaliSanas faktora, atdali§anas faktora un joslu

izSkir§anu vidéjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.

Paréjo aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu iegiito izdaliSanas faktora,
atdaliSanas faktora un joslu izskirSanu vidgjas vertibas aprékinu atkariba no kolonnas
temperatiiras izmainam ir redzama 17. pielikuma. Ka redzams no iegtitajiem datiem, kolonnas
temperatliras izmainas atstaj vismazako iespaidu uz atdaliSanas faktoru, kurs biitiski nemainas
atkariba no kolonnas temperatiiras svarstibam. Savukart, var novérot tendenci, ka izdaliSanas
faktors samazinas, paaugstinoties kolonnas temperatiirai. Joslu izSkirSana ir atkariga no
kolonnas temperatiiras svarstibam, tomér vienota tendence nav novérojama. Temperatiras
svarstibas atstaj dazadu iespaidu uz katru aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu. P&c
literatiiras datiem, labai metodes joslu izSkirSanai starp vienadas koncentracijas smailém ir
jabut virs 1,5, starp dazadas koncentracijas smailém - vienadai ar 2 [7]. Aminoskabju
fenilizotiocianata atvasinajumu kvantitativajai aprékinasanai ir izmantota iek$€ja Standarta
metode. Lidz ar to ir butiski parbaudit iekS€ja standarta izdaliSanas parametrus atkariba no
dazadam svarstibam. Veicot robustuma testu, var redz&t, ka ieks€ja standarta joslu izskirSana
ar arginina joslu, paaugstinoties temperatiirai, palielinas, toties p€c izmantotas metodes
rekomend&jamas temperatiiras 46 °C ta ir 1,73. Nemot véra, ka joslu koncentracijas ir tuvas,
joslu izSkirSana starp iekS$€jo standartu un argininu ir apmierinoSa. Paaugstinoties
temperattrai, joslu izSkirSana starp iek$€jo standartu un prolinu, tiesi pret€ji, samazinas. Pie
temperatiiras 46 °C ta ir 5,73.

Nakamaja eksperimenta tika veikts petijums, ka hromatografijas parametrus ietekmés

eluentu pH vértibas. Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna,
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dalinu izmérs 4 pum, plismas atrums 1 mL-min”, detektdSana pie 254 nm, ievadito paraugu
tilpums 10 pL, kolonnas temperatiira 46 °C. Hromatografijas izdaliSanas parametru izmainas
parbauditas, mainot eluentu pH vértibas no 4,0 Iidz pH 5,2. Robustuma parbaudei veikti katra
mérijuma tris atkartojumi.

3.53. attela var redz&t a-aminosviestskabes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un
joslu izSkirSanu vidgjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam. Pargjo aminoskabju
fenilizotiocianata atvasinajumu izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izskirSanu

vidgjas vertibas atkariba no eluenta pH vertibas ir atspogulotas 18. pielikuma.

12,0
—e—IzdaliSanas faktors —e—AtdaliSanas faktors -—e=—Joslu izikirSana

10,0

8,0 -
6,0 -
40

H

2.0

H

4,3 4.6 4,9 52 om 5,5
3.53. att. a-Aminosviestskabes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu

izSkirSanu videjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.

legttie dati apliecina, ka eluentu pH izmainas atstaj lielaku iespaidu uz izdaliSanas
faktoru, kura vertiba parsvara visiem aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumiem izteikti
pieaug pie eluentu pH vértibas 4,6. Mazaku iespaidu pH vértiba atstaj uz joslu izskirSanu,
toties tendence rada, ka ta ir lielaka pie pH 4,6. Uz atdaliSanas faktoru, tapat ka kolonnas
temperatira, ar1 eluentu pH veértiba neatstaj biitisku iespaidu. Iek$gja standarta un arginina
smailu joslu iz8kirSana ir 1,90 un iek$gja standarta un prolina joslu izSkirSana ir 5,89. legtie
dati apliecina, ka izstradata metode ir izmantojama aminoskabju fenilizotiocianata derivatu
kvantitativajai noteikSanai.

Nakamais robustuma tests ir parauga stabilitates parbaude. Stradajot ar
fenilizotiocianata derivatizacijas metodi, prognoz€jama parauga stabilitate ir l11dz 48 stundam,

uzglabajot paraugu +2 °C - +8 °C. Analitu stabilitate, uzglabajot paraugu ilgak par 48
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stundam, ar koncentraciju zem 100 ;,tmol~L'1, ir redzama 3.54. attéla, ar koncentraciju no 100
umol-L™? idz 200 pmol-L™ ir redzama 3.55. attela, ar koncentraciju no 200 pmol-L™ Iidz 400

umol-L™ ir redzama 3.56. attéla un 3.57.attela ir redzama ar koncentraciju virs 400 pmol-L™.

C, pmol-L1
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3.54. att. Aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu koncentraciju izmainas asins
seruma references materiala, uzglabajot sagatavoto paraugu ilgak par 48 stundam

(analttu koncentracijas zem 100 pmol-L'l).
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Uzglabasanas laiks, stundas
3.55. att. Aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu koncentraciju izmainas asins
seruma references materiala, uzglabajot sagatavoto paraugu ilgak par 48 stundam

analttu koncentracijas no 100 pmol-L™* Iidz 200 pmol-L™Y).
\] n n
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C, pmol-L-!
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Uzglabasanas laiks, stundas
3.56 att. Aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu koncentraciju izmainas asins
seruma references materiala, uzglabajot sagatavoto paraugu ilgak par 48 stundam

analttu koncentracijas no 200 pmol-L™* Iidz 400 pmol-L™Y).
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3.57. att. Aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu koncentraciju izmainas asins

seruma references materiala, uzglabajot sagatavoto paraugu ilgak par 48 stundam

(analttu koncentracijas virs 400 umol-L'l).

Ka redzams no iegitajiem datiem, daziem aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumiem stabilitate krasi mainas, uzglabajot paraugu ilgak par 48 stundam. Krasi
samazinas asparagina un glutamina koncentracijas, savukart, paaugstinas asparaginskabes un

glutaminskabes koncentracijas. P&c literatiiras datiem, uzglabajot paraugu ilgaku laiku,
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asparagins parveidojas par asparaginskabi un glutamins par glutaminskabi, ko var redzet ar1
dotaja pétijuma [126-129]. Ir manama ari treonina un lizina ievérojamaka koncentracijas
samazinasanas. Pargjo aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu koncentracijas izmainas
nav tik bitiskas, tomer neliela analitu koncentracijas samazinasanas ir manama, ko var
izskaidrot ar aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu degradaciju. No ta var secinat, ka
analizei izmantojamajam biologiskajam materialam ir jabit svaigi nemtam, ka ari pareizi
transportétam un uzglabatam laboratorija.

Analiz&jot robustuma testa iegiitos rezultatus var secinat, ka lielaku iespaidu uz
analizes metodi atstdj paraugu nepareiza uzglabaSana, kuras rezultata dazu atsevisku
aminoskabju koncentracijas strauji samazinas, savukart citu aminoskabju koncentracijas
palielinas. Kolonnas temperatiiras svarstibas un eluentu pH Itmena svarstibas lielaku iespaidu

atstaj uz analitu izdaliSanas faktoru. Apkopotus robustuma testa rezultatus var redzet 3.21.

tabula.
3.21. tabula
Robustuma testa iegiito rezultatu apkopojums
Analizétie parametri legitais rezultats
AESH kolonnas temperatiiras 46 °C
Izmantotu eluentu pH vértiba pH 4,6
Parauga stabilitate 48 stundas

Iegitie rezultati apliecina, ka metode nav robusta un ir nepiecieSams ievérot uzstaditas
prasibas. Paraugu stabilitate 48 stundu laika ir augsta, kas lauj izmantot izstadato metodi

test€Sanas laboratorijas.

3.8. Izstradatas aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanas
metodes cilveka biologiskajos materialos salidzinajums ar laboratorija

izmantojamo “WATERS” metodi

Misdienas aizvien plasak augstefektiva skidrumu hromatografija tiek aizvietota ar
jaunakam tehnologijam un iesp&jam. Viena no tam ir ultra efektiva skidruma hromatografijas
metode, kurai ir vairakas prieksrocibas: 1saks analizes laiks, labaka jitiba, selektivitate u.c.
Zinatniskaja literattira ir pietiekosi plasi aprakstita aminoskabju noteikSana izmantojot ultra
efektivas skidruma hromatografijas iesp&jas. Stradajot ar biologisko materialu, ir janem véra

ka ta kvantitativs un kvalitativs sastavs ir mainigs. Analiz&jamo vielu skaits ir pietiekosi liels,
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ka arT pasa materiala matrica ir sarezgita, tapec ultra efektiva skidruma hromatografija netiek
izmantota aminoskabju sastava noteikSanai cilvéka biologiskajos materialos. To apliecina arT
Eiropa esoSo laboratoriju praksé [126]. Izmantojamas analizes metodes ir redzamas 12.
Pielikuma. Veésturiski VSIA ,,Bérnu kliniskas universitates slimnicas” Genétiskas biokimijas
laboratorija aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilvéka biologiskajos
materialos izmanto firmas “WATERS” piedavato metodi [134].

Pétijuma laika izstradatajai metodei ir vairakas priekSrocibas salidzinajuma ar
“WATERS” piedavato metodi gan no analizu veikSanai patéréta laika viedokla, gan no
analizu izmaksu viedok]a.

Pirmkart, lai varétu salidzinat metozu raksturlielumus, tika salidzinati svarigakie
metodes validacijas parametri. Otrkart, salidzinata pati hromatografijas metode un tas darba
reZimi.

Metozu raksturlielumi:

e Metodes specifiskums: abos gadijumos metodes specifiskumu nodrosina paraugu
sagatavoSanas metode — fenilizotiocianata derivatizacija, kura abam metodém notiek
péc vienada algoritma - aprakstita eksperimentalaja dala (2.4.).

e Linearitate: abam metodém ir uzstaditas vienadas prasibas attieciba uz linearitati.
Aminoskabju fenilizotiocianata atvasinajumu kvantitativajai noteikSanai izmantots
linearais kalibracijas grafiks caur nulles punktu ar korelacijas koeficientu ne mazaku
par 0,990. Izstradatas metodes iegitie korelacijas koeficienti un “WATERS” metodes
korelacijas koeficienti ir atspoguloti 3.22. tabula. Ka var secinat no iegtitajiem datiem,

abu metozu analitu linearitates ir salidzinamas.
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3.22. tabula

Izstradatas metodes un “WATERS” metodes linearitates salidzinajums

Izstradatas metodes

“WATERS” metodes

Nr.p.k. Analits korelacijas koeficienti korelacijas koeficienti
1. Aab 0,998 0,995
2. Ala 0,9986 0,997
3. Arg 0,993 0,998
4. Asn 0,9996 0,9992
5. Asp 0,9998 0,9992
6. Cit 0,9986 0,9987
7. Cys 0,998 0,9993
8. Gln 0,9994 0,998
9. Glu 0,9997 0,996
10. Gly 0,997 0,992
11. Hcy(Ala) 0,9987 0,9994
12. His 0,9998 0,9986
13. Hyp 0,9998 0,9987
14. lle 0,9991 0,996
15. Leu 0,9998 0,9988
16. Lys 0,997 0,998
17. Met 0,9994 0,995
18. Orn 0,997 0,997
19. Phe 0,9996 0,9987

20. Pro 0,9993 0,9991
21. Sarkoz 0,995 0,998
22. Ser 0,9986 0,9991
23. Tau 0,9992 0,9989
24, Thr 0,997 0,996
25. Trp 0,9994 0,9992
26. Tyr 0,998 0,9986
217. Val 0,9991 0,9987

e Precizitate: “WATERS” metodes uzstaditas prasibas pret rezultatu precizitati ir 15%.

Izstradataja metode tika izvirzitas divas precizitates prasibas, tas ir, aparatiras

precizitate, kura nedrikst parsniegt 1,0 % un metodes precizitate, kura nedrikst

parsniegt 10%. legiitie izstradatas metodes precizitates rezultati biologiskaja materiala

salidzinajuma ar “WATERS” metodes precizitates rezultatiem ir redzami 3.23. tabula.
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3.23. tabula

Izstradatas metodes un “WATERS” metodes precizitates salidzinajums.

Izstradatas metodes

“WATERS” metodes

Nr.p.k. Analits precizitate, % precizitate, %
1. Aab 4 4
2. Ala 2,3 3
3. Arg 8 3
4. Asn 1.3 5
5, Asp 2,1 >
6. Cit 16 4
7. Cys 0,8 2,4
8. Gln 2,2 6
0. Glu 12 8
10. Gly 2,0 6
11. Hcy(Ala) 2,1 4
12 His 1,6 !
13. Hyp 1,0 4
14, lle 09 4
15. Leu 1,2 9
16. Lys 4 4
17. Met 13 4
18. Orn 11 6
19. Phe 11 1.4
20. Pro 24 4
21. Sarkoz 3 3
22. Ser 11 4
23. Tau 11 4
24, Thr 13 5
25, Trp ! 12
26. Tyr 13 3
27. Val 1,6 4

Abos gadijumos metodes precizitate tika aprékinata, izmantojot references materialu

(liofilizétu cilvéka asins serumu). legitie izstradatas metodes precizitates rezultati ir

salidzinami ar “WATERS” metodes precizitates rezultatiem. “WATERS” metodes

precizitates rezultatu izkliede ir nedaudz lielaka, ko var€tu izskaidrot ar lielaku

paraugu skaitu un ilgaku laika periodu metodes validacijas procesa, kura nedaudz

mainijas dazadi hromatografijas apstakli, ka, pieméram, kolonnas. Kopuma abu

metozu aprékinatas precizitates atbilst izvirzitajam prasibam.
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Atgiistamiba: izstradatas un “WATERS” metodes atglistamibu nav korekti salidzinat,
jo “WATERS” metodes atglistamibas aprékinasanai izmantoti starplaboratoriju
salidzino$as testéSanas paraugi, kuri péc bitibas ir biologiskais materials ar pievienotu
zinamas koncentracijas analitu daudzumu, savukart izstradataja metodé izmantoti
standartskidumi. Turklat izstradatas metodes atgiistamiba tika parbaudita, izmantojot
tris dazadas koncentracijas standartpiedevas. Tomér jaatzist, ka abu metozu
aprekinatas atglstamibas atbilst uzstaditajiem kriterijiem, atbilsto§i kuriem
daudzkomponentu maisijumam ar zemam analitu koncentracijam atgiistamibai ir jabut
80-120%, ar augstam analitu koncentracijam - 90-110%.

Pareiziba: abu metozu pareizibas aprékinasanai izmantoti starplaboratoriju
salidzinosas test€Sanas rezultati. Starplaboratoriju salidzinos$aja test€Sana piedalijas
257 laboratorijas no dazadam Eiropas valstim. Izstradatas metodes un “WATERS”
metodes pareizibas rezultati ir redzami 3.24. tabula. Izmantojamo analitu seciba atbilst

to koncentracijas palielinasanai.
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3.24. tabula

Izstradatas metodes un “WATERS” metodes pareizibas salidzinajums

Nr.p.k. Aminoskabes Izstradatas metodes “WATERS” metodes
relativa klida, % relativa klida, %
1. Ser 1 4
2. Aab 13 5
3. Phe 11 3
4. Orn 3
S. Cys 5
6. Met 30 12
/. Lys 3 3
9. Hyp 9 5
10. Asn 4 4
11. His 1 3
12. Tau 1 5
13. Thr 21 19
14, Ala 7 3
15. Asp 12 16
16. Pro 12 6
17. Tyr 3 1
18. GIn 6 5
19. Cit 5 5
20. Val 2 3
21. lle 8 7
22. Gly 8 4
23. Leu 9 11
24. Glu 13 19

Ka var redzet, relativas kliidas abu metozu pareizibas rezultatiem ir salidzinamas, kas
liecina par to, ka izstradatas metodes iegtie rezultati ir kvantitativi pareizi.

DetektéSanas un kvantitativas noteikSanas robeZas: veicot aminoskabju noteikSanu
biologiskaja materiala, metodes detekteSanas un kvantitativas noteikSanas robezas nav
tik butiskas, jo vesela cilvéka aminoskabju koncentracijas ir salidzinoSi augstas.
ledzimto metabolo traucgjumu gadijuma kadas atseviskas aminoskabes vai
aminoskabju grupas koncentracijas ieveérojami palielinas. Lidz ar to butiskak noteikt
metodes kvalitativas noteikSanas robezu, jo ta ir zemaka analiz€amas vielas
koncentracija, kuru var noteikt ar pienemamu metodes precizitati un pareizibu.

Izstradatas metodes aprékinatas kvalitativas noteikSanas robezas (3.18. tabula) ir
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ievérojami zemakas par vesela cilveka aminoskabju normas zemako vértibu.
“WATERS” metodei kvantitativas noteikSanas robezas netika aprékinatas.

e Metodes nenoteiktiba: izstradatas metodes un “WATERS” metodes paplasinatas
nenoteiktibas ir atspogulotas 3.25. tabula. MetoZu nenoteiktibu starpiba visiem

analitiem neparsniedz 2 %, iznemot Argininu (3,9 %) un Citrulinu (12,9 %).

3.25. tabula.

Izstradatas metodes un “WATERS” metodes paplasinatas nenoteiktibas biologiskaja

materiala
Nr. Aminoskibes Izstradatas metodes “WATERS” metodes
p.K. paplasinata nenoteiktiba, % paplasinata nenoteiktiba, %
1. Aab 4 5
2. Ala 4 4
3. Arg 6 2
4, Asn 5
5. Asp 5 3
6. Cit 5 18
7. Cys 6 5
8. Gln 7 7
9. Glu 7 7
10. Gly 7 13
11. Hcy(Ala) 9 11
12. His 5 7
13. Hyp 7 6
14. lle 7 6
15. Leu 7 6
16. Lys 5 4
17. Met 5 4
18. Orn 6 5
19. Phe 5 6
20. Pro 5 4
21. Sarkoz 13 11
22. Ser 6 6
23. Tau 7 5
24. Thr 6 6
25. Trp 7 4
26. Tyr 8 5
27. Val 6 5

Ta ka izstradatds metodes validacija veikta asins seruma, turpmak veicot rutinu

paraugu analizi, metodes validaciju bas japapildina, izmantojot dazadus realus cilveka
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biologiska materiala paraugus (asins plazma un urins) dazadam vecuma grupam. Toties,
izvert€jot izstradatas metodes validacijas parametru salidzinagjumu ar “WATERS”
izmantojamo metodi, var apgalvot, ka analizu mérjjumu kvalitate izstradatajai metodei ir
atbilstosa testeéSanas laboratorijas prasibam un ir salidzinama ar “WATERS” metodes datiem.

To var izmantot praktiskiem nolikiem, aizvietojot esoso “WATERS” metodi.

Hromatografijas metode un tas apstakli

Veicot izstradatas un “WATERS” metodes salidzinajumu no hromatografijas aspekta,
var redz&t vairakas neparprotamas prieksrocibas. Izstradatas metodes hromatografijas laiks ir
gandriz uz pusi 1saks. Ja “WATERS” metodes hromatografijas laiks ir 65 min, tad izstradatas
metodes hromatografijas laiks ir 35 min. Ta ka abas metod@s ir izmantojamas vienadas
hromatografijas kolonnas, kop€jais aminoskabju spektra noteikSanas laiks ir samazinajies par
30 minitém. Attiecigi arT patéréto eluentu daudzums uz vienu analizi, ar plismu 1 mL-min™,
ir par 30 mL mazaks. Sis izmaksas var skaitit ne tikai no patéréto eluentu daudzuma uz vienu
analizi, bet arT janem véra, ka ir mazaks eluentu daudzums kimisko atkritumu utilizacijai.

Stradajot ar “WATERS” metodi, ir izmantojami originali “WATERS” komerciali
nopérkami eluenti, kas ir neparprotami dargaki neka eluenti, kas gatavoti laboratorija. Ta ka
uz hromatografijas eluentiem nav standartvielas un tiem nav nepiecieSama izsekojamiba,
mediciniskajas laboratorijas tos var gatavot uz vietas. Apkopojot petijuma rezultata izstradatas
un “WATERS” metodes priekSrocibas un trikumus, var apgalvot, ka izstradatas metodes -
aminoskabju fenilizotiocianatu atvasinajumu noteikSanai cilvéka biologiskajos materialos
(asins serums, plazma un urins) - analizu kvalitate atbilst “WATERS” metodes analizu
kvalitatei, toties izstradata metode ir atraka un izmaksas uz vienu analizi ir ievérojami
mazakas. Turpmak praktiski aizvietojot “WATERS” metodi ar izstradato izmaksas uz vienu

analizi var€s samazinat vairak neka uz pusi.
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SECINAJUMI

Veikta solvatu sorbcijas modela efektivitates izpete augstefektivas Skidruma
hromatografijas izdaliSanas parametru prognoz€Sanai polaru savienojumu grupai, 25
aminoskabju FITC atvasinajumiem. Efektivitates izp&tei izmantotas devinas apgrieztaja
fazé izmantojamas hromatografijas kolonnas ar dazadam kimiski fizikalajam 1pasibam un
divi organiskie modificetaji. Eksperimentalie rezultati pieradija, ka modelis ir efektivs
analiz€jamo vielu izdaliSanas parametru prognozésanai, pamatojoties ne tikai uz
eksperimentali iegttajiem datiem, bet papildus izmantojot analiz€jamo savienojumu

struktarformulas.

Nemot véra pétijuma rezultatus, var apgalvot, ka prognozesanu, kas balstita uz
analiz€jamo savienojumu struktirformulam (“nulles tuvinajuma” metode), nevar uzskatit
par pietiekami precizu analiz€jamo vielu izdaliSanas laika prognozeésanas metodi, toties to
var pienemt par labu metodi sakotngjo parametru prognozésanai. Prognozésana, kas
balstita uz analiz€jamo savienojumu struktirformulam un viena eksperimenta rezultatiem
(“pirma tuvindjuma” metode), ir piemérota analiz€jamo savienojumu izdaliSanas laika
prognozésanai. Prognozésana, kas balstita uz analiz€jamo savienojumu struktarformulam
un divu eksperimentu rezultatiem (“otra@ tuvindjuma” metode), ir efektiva analiz€jamo
savienojumu izdaliSanas laika optimizacijai. Prognoz€Sanas rezultatus, kas ieguti,
balstoties uz analiz€jamo savienojumu struktirformulam un viena vai divu eksperimentu

rezultatiem, var izmantot AESH metodes izveidei un optimizacijai.

Pétijuma rezultata iegitic dati apliecina, ka solvatu sorbcijas modelis ir piemérots
hromatografisko apstaklu piemekl&Sanai un sorbcijas parametru prognozeéSanai polaru
savienojumu grupai 25 aminoskabju FITC atvasinagjumiem kustigas fazes segmentéta

izdalisanas gradienta reZima.

Pieradits, ka solvatu sorbcijas modela iegutie rezultati, veicot prognozésanu, izmantojot
analiz€jamas vielas struktirformulu un viena vai divu eksperimentu datus, ir salidzinami
ar plasi zinatniskaja literatira aprakstitu linearo $kidinataja speka modeli stradajot ar 25
aminoskabju FITC atvasinajumiem. lzmantojot Solvatu sorbcijas modeli, var butiski
samazinat metodes izstrades laiku un izmaksas. Prognozésana, kas balstita tikai uz
analiz€jamo vielu kimisko struktiirformulu, nav tik preciza, toties iegiitos rezultatus var
izmantot aptuvenai analizes laika un nepiecieSama organiska modificétaja daudzuma
aprékinasanai, ka ar1 Sos datus var izmantota matematiskai iteracijai.
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Darba rezultata ir izstradata un validéta AESH metode aminoskabju fenilizotiocianata
atvasinajumu noteikSanai cilvéka asins seruma. Pieradits, ka So metodi var izmantot ari
citu biologisko materialu (asins plazma un urins) analizei ar sarezgitaku matricu.
Izmantojot doto metodi, reala praksé var noteikt patologisko analizu rezultatus, kurus
izmanto iedzimto metabolo patologiju selektivajam skriningam. Salidzinajuma ar pasreiz
eksist€§joSo metodi aminoskabju spektra noteikSanai, izstradatai metodei ir vairakas

prieksrocibas: 1saks analizes laiks un ievérojami mazakas izmaksas.
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1. PIELIKUMS
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1.1.att. Pétamo savienojumu izskir§anas karte YMC-Pack C4 hromatografijas kolonnai,

lietojot metanolu ka organisko modificétaju.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.2. att. Peétamo savienojumu iz$kirS§anas karte Pico Tag C18 hromatografijas kolonnai,

lietojot acetonitrilu ka organisko modificétaju.

158



10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja (e

1.3. att. Pétamo savienojumu izSkirSanas karte Pico Tag C18 hromatografijas kolonnai,

lietojot metanolu ka organisko modificétaju.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.4. att. Peétamo savienojumu izskirSanas karte SunFire C18 hromatografijas kolonnai,

lietojot acetonitrilu ka organisko modificetaju.
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1.5. att. Pétamo savienojumu izskirsanas karte SunFire C18 hromatografijas kolonnai,

lietojot metanolu ka organisko modificetaju.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificetaja koncentracija kustigaja faze, %

1.6. att. Pétamo savienojumu izskirSanas karte Nucleosil 100 C8 hromatografijas

kolonnai, lietojot acetonitrilu ka organisko modificétaju.
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1.7. att. Peétamo savienojumu izSkirsanas karte Nucleosil 100 C8 hromatografijas

kolonnai, lietojot metanolu ka organisko modificetaju.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.8. att. Pétamo savienojumu izskirSanas karte Zorbax CN hromatografijas kolonnai,

lietojot acetonitrilu ka organisko modificetaju.
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Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.9. att. Pétamo savienojumu izSkirSanas karte Zorbax CN hromatografijas kolonnai,

lietojot metanolu ka organisko modificetaju.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.10. att. Pétamo savienojumu izskirsanas karte Zorbax SB-C8 hromatografijas

kolonnai, lietojot acetonitrilu ka organisko modificétaju.
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1.11. att. Pétamo savienojumu izskir§anas karte Zorbax SB-C8 hromatografijas

kolonnai, lietojot metanolu ka organisko modificétaju.
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Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.12. att. Pétamo savienojumu izSkirsanas karte Mixed Mode RP-C18/Cation

hromatografijas kolonnai, lietojot acetonitrilu ka organisko modificétaju.
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1.13. att. Pétamo savienojumu izskir§anas karte Mixed Mode RP-C18/Cation

hromatografijas kolonnai, lietojot metanolu ka organisko modificétaju.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.14. att. Pétamo savienojumu izskirsanas karte Mixed Mode RP-C8/Cation

hromatografijas kolonnai, lietojot acetonitrilu ka organisko modificetaju.
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1.15. att. Pétamo savienojumu izskirsanas karte Mixed Mode RP-C8/Cation

hromatografijas kolonnai, lietojot metanolu ka organisko modificétaju.

10 20 30 40 50 60 70 80
Organiska modificétaja koncentracija kustigaja faze, %

1.16. att. Pétamo savienojumu izSkirSanas karte Alltima C8 hromatografijas kolonnai,

lietojot acetonitrilu ka organisko modificetaju.
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1.17. att. Pétamo savienojumu iz8kir$anas karte Alltima C8 hromatografijas kolonnai,

lietojot metanolu ka organisko modificetaju.
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2.1.att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem un eksperimentali iegiitiem datiem

linearam gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificetajs —

acetonitrils, prognozesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100%

B).
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2.2. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem un eksperimentali iegiitiem datiem

linearam gradientam (0,0 min 0% B, 30,0 min 100% B), organiskais modificétajs —

metanols, prognozésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100%

B).
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2.3. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozéetiem un eksperimentali iegiitiem datiem
linearam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificetajs —

acetonitrils, prognozéesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100%

B).
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2.4. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozetiem un eksperimentali iegiitiem datiem
linearam gradientam (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B), organiskais modificetajs —
metanols, prognozésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100%
B).
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2.5. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem un eksperimentali iegiitiem datiem
linearam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificetajs —

acetonitrils, prognozesanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100%

B).
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2.6. att. Izdalisanas laiku starpiba prognozétiem un eksperimentali iegiitiem datiem
linearam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificetajs —

metanols, prognozésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 30,0 min 100%o B).
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2.7. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem un eksperimentali iegiitiem datiem
linearam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificetajs —

acetonitrils, prognozeésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100%

B).
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2.8. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem un eksperimentali iegiitiem datiem
linearam gradientam (0,0 min 0% B, 60,0 min 100% B), organiskais modificetajs —

metanols, prognozésanai izmantojot linearo gradientu (0,0 min 0% B, 45,0 min 100% B)
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4.1. att. Segmentéti gradienti, iegiitie SunFire C18 kolonnai optimizacijas procesa abiem

organiskiem modificétajiem.
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4.2. att. Segmentéti gradienti, iegiitie Zorbax CN kolonnai optimizacijas procesa abiem

organiskiem modificétajiem.
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4.3. att. Segmentéti gradienti, iegiitie Zorbax SB-C8 kolonnai optimizacijas procesa abiem

organiskiem modificétajiem.
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4.4. att. Segmentéti gradienti, iegiitie Nucleosil 100 C8 kolonnai optimizacijas procesa abiem

organiskiem modificétajiem.
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4.5. att. Segmentéti gradienti, iegiitie Alltima C8 kolonnai optimizacijas procesa abiem

organiskiem modificétajiem.
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4.6. att. Segmentéti gradienti, iegiitie YMC-Pack C4 kolonnai optimizacijas procesa abiem

organiskiem modificétajiem.
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4.7. att. Segmentéti gradienti, iegiitie Mixed Mode RP-C18/Cation kolonnai optimizacijas

procesa abiem organiskiem modificétajiem.
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4.8. att. Segmentéti gradienti, iegiitie Mixed Mode RP-C8/Cation kolonnai optimizacijas

procesa abiem organiskiem modificétajiem
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4.9. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegiitiem (At2) datiem

segmentétam gradientam SunFire C18 nekustigai fazei.

181



a) Organiskais modificétajs acetonitrils

0,9 - ® Atl, min
At2, min °
£07 - .
-
0,5 -
( ]
0,3 @ e ° °®
[ ( ]
0,1 - °o?® @ °°
o0
‘FQT.T—V—FQT—V—V—V—FQT—V—V—V—V—V—V—F.\ T T T T
01 BRIE5350 5000 IS55SATEERS
0.3 = Analits
b) Organiskais modificétajs metanols
1,2 1 e Atl, min
At2, min
£10 -
E ( ]
+0,8 -
[ J
0,6 - o
([ N )
04 - .
Y o oo
O 2 - . [ oY ([} ~
' v o = a [ ) e =
0.0 ® - - ©  Analits
' ogs 25 ;".43‘-:" ‘U‘EE"Z;Q‘&" S E‘ o e‘ o 8‘_;‘_6‘
@2$$<<23g?ﬁwowI—ﬂgoiaﬁﬁﬁkﬁ>
' =

4.10. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegutiem (At2)

datiem segmentétam gradientam Zorbax CN nekustigai fazei.
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4.11. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegiitiem (At2)

datiem segmentétam gradientam Zorbax SB-C8 nekustigai fazei.
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4.12. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegiitiem (At2)

datiem segmentétam gradientam Nucleosil 100 C8 nekustigai fazei.
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4.13. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegitiem (At2)

datiem segmentétam gradientam Alltima C8 nekustigai fazei.
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4.14. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegitiem (At2)

datiem segmentétam gradientam YMC Pack C4 nekustigai fazei.
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4.15. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegitiem (At2)

datiem segmentétam gradientam Mixed Mode RP-C18/Cation nekustigai fazei.
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4.16. att. IzdaliSanas laiku starpiba prognozétiem (Atl) un eksperimentali iegitiem (At2)

datiem segmentétam gradientam Mixed Mode RP-C8/Cation nekustigai fazei.
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5. PIELIKUMS

TukSa parauga hromatogramma. Hromatogrdfijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm
kolonna, dafinu izmérs 4 um; kolonnas temperatira 46 °C; plismas atrums 1 mL-min™; detektésana
pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 ul; A eluents natrija acetdata trihidrata buferskidums pH
4,6; B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/iidens) (2.3.4. nodala); segmentéts gradients no 100/0 % lidz
98,5/1,5 % A/B no 0 min lidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lidz 98/8 % A/B no 12,5 min lidz 20,5 min, no
98/8 % lidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz 61/39 % A/B no 21 min
lidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min lidz 40 min (3.42. att.)
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6. PIELIKUMS

Standartskiduma (0,2 pmol/mL) hromatogramma. Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18
3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izmérs 4 um; kolonnas temperatira 46 °C; plismas atrums
1 mL-min™; detektésana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 ul; A eluents natrija acetata
trihidrata buferskidums pH 4,6, B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/iidens) (2.3.4. nodala); segmentets
gradients no 100/0 % lidz 98,5/1,5 % A/B no 0 min lidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lidz 98/8 % A/B no
12,5 min lidz 20,5 min, no 98/8 % lidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz
61/39 % A/B no 21 min lidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min lidz 40 min (3.42.
att.)
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7. PIELIKUMS

Analiz€jama biologiska parauga hromatogramma. Hromatogrdfijas apstakli: Pico Tag C18
3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izmérs 4 um; kolonnas temperatira 46 °C; plismas atrums
1 mL-min™; detektésana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 uL; A eluents natrija acetata
trihidrata buferskidums pH 4,6, B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/iidens) (2.3.4. nodala); segmentets
gradients no 100/0 % lidz 98,5/1,5 % A/B no 0 min lidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lidz 98/8 % A/B no
12,5 min lidz 20,5 min, no 98/8 % lidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz
61/39 % A/B no 21 min lidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min lidz 40 min (3.42.
att.)
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8. PIELIKUMS

Analiz§jama biologiska parauga un analiz€jama biologiska parauga ar pievienotu
standartpiedevu hromotogrammu parklajums. Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x
300 mm kolonna, dafinu izmers 4 um; kolonnas temperatira 46 °C; plismas atrums 1 mL-min™;
detektésana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 ul;, A eluentS natrija acetata trihidrata
buferskidums pH 4,6, B Eluents 3/2 (v/v) (acetonitrils/iidens) (2.3.4. nodala); segmentéts gradients
no 100/0 % lidz 98,5/1,5 % A/B no 0 min lidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lidz 98/8 % A/B no 12,5 min
lidz 20,5 min, no 98/8 % lidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz 61/39 %
A/B no 21 min lidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min lidz 40 min (3.42. att.)
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9. PIELIKUMS

Laukums,
o0o600 " y = (811+5)10%
800000 - R2=0,9998
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.1. att. Glutaminskabes kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
2000000 - y = (180+3)10x

1800000 - 2=10,9998
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

C, mmo/L

9.2. att. Hidroksiprolina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.
1600000 -

1400000 -
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0

y = (140+2)10%x

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.3. att. Serina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
1400000 -

1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

y = (125+2)10%x
R = 0,999

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.4. att. Asparagina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.
2000000 -

1800000 - y = (171+4)10%x
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.5. att. Glicina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
3500000 -

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

y = (291+3)10%x
R?=0,9996

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.6. att. Glutamina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.

00000 -
400000 -
300000 -
200000 -

100000 -
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.7. att. Sarkozina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.

00000 - y = (262+3)10%
250000 - R?=10,9995
200000 -
150000 -
100000 -
50000 -

0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.8. att. Taurina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.
1200000 -

1000000
800000
600000
400000
200000

0

y = (104+5)10%x

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.9. att. Histidina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
3000000

2500000
2000000
1500000
1000000

500000

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

y = (260+4)10*x
R?=10,9989

9.10. att. Citrulina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,
relat. vien.
00000 -

y = (249+5)103x
R?=0,998

250000
200000
150000
100000
50000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.11. att. Treonina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,
relat. vien.

3000000 -
y = (251+4)10%x
2500000 R’ = 0.9989

2000000
1500000
1000000
500000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.12. att. Alanina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,
relat. vien.

2500000 -

2000000
1500000

1000000

500000

0
0,0

y = (190+6)10%x
R?=0,994

1,0
C, mmo/L

9.13. att. Arginina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.

2000000 -
1800000 -
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0

y = (1,83+£2)10%x
R?=0,9995

9.14. att. Prolina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.



Laukums,

relat. vien.
3000000 - y = (250+4)10%x
R?2=10,998

2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.15. att. a-Aminosviestskabes kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
3000000 - y = (254+4)10%x

2500000 - R*=0,998
2000000 -
1500000 -
1000000 -
500000 -

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.16. att. Tirozina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.
2500000 - y = (223+5)10%x
R?2=0,9993

2000000

1500000
1000000

500000

0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.17. att. Valina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.

2500000 - y = (20242)10%x
2 —

2000000 RE=099%6

1500000
1000000

500000

0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.18. att. Metionina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,
relat. vien.

2500000 - y = (22144)10%x
R2 = 0,998

2000000
1500000
1000000
500000

0

0,0 0.2 0,4 0,6 08 1,0

C, mmo/L

9.19. att. Cistina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
3000000 - y = (274+4)10x

2500000 R*=0,999
2000000
1500000
1000000
500000

0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.20. att. Cistationina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.
2500000 - y = (235+3)10%x
R2=0,999

2000000
1500000
1000000

500000

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.21. att. Izoleicina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,
relat. vien.
3000000 - y = (264+2)10x

2500000 R?*=0,9998

2000000
1500000
1000000
500000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.22. att. Leicina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,
relat. vien
180000 - y = (156+11)103x

160000 - R2 =0,9997
140000 -
120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.23. att. Fenilalanina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,
relat. vien.

160000 y = (140+12)10%x

140000 - R =0,9996
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.24. att. Triptofana kalibracijas taisne linearitates parbaudei.
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Laukums,

relat. vien.
140000 - y = (128+3)103x

120000 - R*=0,998
100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.25. att. Ornitina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

Laukums,

relat. vien.
4000000 - y = (347+7)10%x
3500000 R2=0,998

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C, mmo/L

9.26. att. Lizina kalibracijas taisne linearitates parbaudei.

205



Nr.p. Sn,r.
. [0)
K. Analite C,, ) C,, . Cs, . Ca, ., Cs, ., Cs, . C, | Cs, . C, . Cuo, i I;/llooi . Yo
pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L L
1 | Asp 46,5 47,2 48,2 49,2 49,0 48,2 45,1 47,2 44,0 49,2 474 | 1,76 | 3,72
2 |Gl 95,5 92,7 92,5 93,1 89,8 90,2 90,5 92,3 93,2 96,1 92,6 | 2,09 | 2,26
3 | Hyp 60,5 58,9 61,0 65,0 61,3 64,0 59,7 60,3 60,3 60,9 61,2 | 1,88 | 3,07
4 | Ser 151,0 151,6 151,7 152,0 149,2 1494 147,2 150,3 151,6 1546 | 1509 | 2,00 | 1,32
5 | Asn 113,3 114,3 112,2 1144 114,6 1194 116,5 116,3 111,3 116,3 | 1149 | 2,36 | 2,05
6 |Gly 514,2 526,3 515,2 512,3 504,0 509,8 525,3 519,4 528,3 509,6 | 516,4 | 8,10 | 1,57
7 | GIn 785,2 784,4 775,2 782,3 789,7 783,1 790,2 795,3 790,4 7952 | 7871 | 6,24 | 0,79
8 |Sarkoz | 789 78,3 81,4 78,3 79,7 79,4 83,5 80,4 81,2 82,1 80,3 | 1,75 | 2,18
9 | Tau 142,3 141,3 144.6 139,5 140,3 143,6 142,6 140,2 140,3 141,3 | 1416 | 1,66 | 1,17
10 | His 154,2 155,7 157,2 150,3 148,4 1513 1572 156,3 154,3 153,3 | 1538 | 3,02 | 1,9
11 | Cit 120,6 | 1265 | 1227 | 1226 | 1226 | 1232 124,2 119,7 | 1183 | 1190 | 122,0 | 2,55 | 2,09
12 | Thr 157,2 158,2 158,4 159,6 159,3 160,3 164,2 164,2 162,0 162,6 | 1606 | 2,50 | 1,56
13 | Ala 369,2 370,2 371,0 365,2 370,7 371,3 375,7 372,0 376,1 378,0 | 3719 | 3,73 | 1,00
14 | Arg 316,9 314,0 315,1 315,1 314,0 318,6 319,5 312,6 319,7 320,8 | 316,6 | 2,83 | 0,90
15 | Pro 2432 241,1 238,2 241,3 246,2 238,2 2457 2442 2433 2457 | 2427 | 2,94 | 121
16 | Aab 33,5 325 31,7 32,0 31,6 30,0 33,2 33,7 33,0 34,2 325 | 1,27 | 3,90
17 | Tyr 83,2 83,7 81,2 84,0 81,3 84,0 84,0 82,2 84,0 83,3 831 | 1,12 | 1,35
18 | Val 386,2 387,1 381,2 385,2 382,2 387,9 389,2 391,5 396,7 388,4 3876 | 445 | 1,15
19 | Met 272.,6 275,7 268,3 278,6 271,2 273,6 274,6 271,3 275,7 2744 | 2736 | 2,89 | 1,06
20 | Cys 41,2 40,2 40,0 41,3 38,7 39,6 40,7 38,7 40,2 39, 400 | 0,96 | 2,40
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Nr. Sn,r.
K. ; %
P Analits Cy B Cy . Cs, . Ca B Cs, B Ce, . Cs, . Cs, B Co, . Cio. il\llll()dl, sn
pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L pmol-L L

21 | Hey(Ala) 33,3 32,6 32,7 32,7 30,3 31,5 30,3 31,3 31,7 32,7 319 | 1,05 | 328
22 | lle 255,2 2543 258,7 254,1 253,3 258,3 250,2 254,3 251,3 252,4 2542 | 2,72 | 1,07
23 | Leu 396,1 398,2 388,4 397,3 386,3 390,6 391,2 399,7 392,6 393,7 3934 | 439 | 1,12
24 | Phe 351,2 351,3 343,3 352,6 348,3 354,3 358,7 352,6 356,6 357,9 352,7 | 463 | 1,31
25 | Trp 32,6 33,2 36,3 32,0 31,1 37,0 37,6 36,7 31,3 33,3 34,1 251 | 7,37
26 | Om 3272 | 3203 | 3216 | 3216 | 3234 | 3236 | 3226 | 3265 | 3303 | 3330 | 3250 | 4,16 | 1,28
27 | Lys 169,0 165,3 168,3 168,3 169,7 172,4 1735 173,3 172,2 171,3 170,3 | 2,66 | 156
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11.1. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati asparaginskabei biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L* Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 o
; Yo
skaits
C paraugesst. ieds LMOI-L 52,9 53,2 53,1 53,0 52,9 53,2 52,8 53,2 53,0 53,2
5 C <t pied» pmol- L 5,0 53 5,2 5,1 5,0 53 49 53 5,1 53 103
A % 99,2 106,3 103,1 101,2 99,4 105,1 98,6 106,3 102,5 105,2
C paraugsst pieds mol-L7 98,2 98,5 98,3 98,6 98,5 98,3 99,6 99,6 99,1 98,7
50 C <t pied» pmol- L 50,3 50,6 50,4 50,7 50,6 50,4 51,7 51,7 51,2 50,8 102
A % 100,5 101,2 100,7 101,3 101,3 100,7 103,4 103,4 102,4 101,6
C paraugs+st pied> umoIl-L™ 551,2 552,7 553,3 552,3 551,4 553,7 553,2 552,6 552,3 554,7
500 C <t pied» pmol- L 503,3 504,8 505,4 504,4 503,5 505,8 505,3 504,7 504,4 506,8 101
A % 100,7 101,0 101,1 100,9 100,7 101,2 101,1 100,9 100,9 101,4
11.2. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati glutaminskabei biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L’l,
50 pmol L™ un 500 pmol-L ™,

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 o
skaits ()
C p,mol-L'l 98,9 98,8 98,5 98,8 99,0 98,8 98,7 98,6 98,6 98,7
paraugs+st. pied.s
5 |cC pmol-L™* 54 53 50 53 55 5,3 52 51 5,1 52 104
st. pied.s
A % 107,1 106,4 100,9 105,1 109,2 105,7 103,2 101,7 101,6 103,7
c 1 145,2 145,3 145,0 145,0 1449 144.4 145,9 145,3 1449 1444
paraugs+st. pied.» tmol-L
50 | c pmol-L* 517 518 51,5 51,5 514 50,9 52,4 51,8 51,4 50,9 103
st. pied.s
A % 103,4 103,6 103,1 102,9 102,7 101,8 104,7 103,5 102,7 101,7
C . pmol-L’l 598,3 599,7 602,5 605,9 609,6 601,3 601,5 599,4 599,9 600,0
paraugs+st. pied.»
500 | G pmol- L 504,8 506,2 509,0 5124 516,1 507,8 508,0 505,9 506,4 506,5 102
st. pied.s
101,0 101,2 101,8 102,5 103,2 101,6 101,6 101,2 101,3 101,3

A, %
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11.3. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati hidroksiprolinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 p,mol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits 0
I umol.L-l 65,9 65,7 65,7 65,9 66,0 65,7 65,6 66,0 65,3 65,5
paraugs+st. pied.s
5 | C pmol-L* 53 51 51 53 5,4 51 5,0 5,4 4,7 4,9 102
st. pied.»
A % 105,7 101,2 102,4 105,5 107,2 101,2 101,0 107,7 93,7 97,7
C "mol,L-l 109,9 110,3 110,9 110,0 110,4 111,0 109,7 109,4 110,8 110,3
paraugs+st. pied.»
50 | ¢ pmol-L'l 49,3 49,7 50,3 49,4 49,8 50,4 49,1 48,8 50,2 49,7 99
st. pied.s
98,5 99,3 100,5 98,8 99,5 100,7 98,1 97,5 100,5 99,3
A, %
C pmol-L'l 565,2 568,3 569,3 568,2 567,3 568,4 569,5 561,3 560,3 560,0
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ umol-L'l 504,6 507,7 508,7 507,6 506,7 507,8 508,9 500,7 499,7 4994 101
st. pied.»
A % 100,9 101,5 101,7 101,5 101,3 101,6 101,8 100,1 99,9 99,9
11.4. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati serinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva,

pmol/-L™ Merijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A(}}'d’
skaits o
o p.mol-L'l 155,3 154,9 156,0 154,3 155,0 155,7 155,0 155,3 155,2 155,6
paraugs+st. pied.s
5 C ot pieds umol~L'1 53 49 6,0 4,3 5,0 57 50 53 52 5,6 105
A % 105,6 97,6 119,7 85,1 100,5 113,2 100,6 106,6 104,4 113,0
o 1 201,5 200,7 203,2 201,1 204,7 205,5 206,2 206,3 201,9 200,2
paraugs+st. pied.s Wmol-L
50 Cot niods pmol-L'l 51,5 50,7 53,2 51,1 54,7 55,5 56,2 56,3 51,9 50,2 106
A % 103,1 101,3 106,4 102,1 109,3 111,1 112,4 112,7 103,8 100,3
c umol-L'l 645,3 644,3 649,6 643,3 649,2 643,3 644,3 645,3 641,0 641,1
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ st. pied.s pmoI-L'l 4953 494,3 499,6 493,3 499,2 493,3 494,3 495,3 491,0 491,1 99
99,1 98,9 99,9 98,7 99,8 98,7 98,9 99,1 98,2 98,2

A %
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11.5. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati asparaginam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, .
pmol/-L™: Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ac}zd’
skaits
C arasceret oo pmol- L 121,6 121,1 121,2 1215 121,5 122,0 122,0 121,5 121,5 121,5
5 | Cy pied, imol-L™ 5,6 5,1 52 55 55 6,0 6,0 55 55 55 111
A % 111,7 101,1 104,2 111,0 111,0 120,3 119,2 109,7 110,9 111,0
C soraucsst s mOl-L 168,2 165,2 168,9 169,0 169,6 169,9 168,6 168,8 167,7 169,0
50 | C o, pmol-L 52,2 49,2 52,9 53,0 53,6 53,9 52,6 52,8 51,7 53,0 105
A % 104,4 98,4 105,7 105,9 107,2 107,7 105,2 105,6 103,4 105,9
C sarasest piocts pmol-L 624,6 625,4 621,0 625,3 623,3 626,0 627,7 628,9 627,5 621,3
500 | C., g, pmol- L 508,6 509,4 505,0 509,3 507,3 510,0 511,7 512,9 511,5 505,3 102
A % 101,7 101,9 101,0 101,9 101,5 102,0 102,3 102,6 102,3 101,1
11.6. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati glicinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva,

pmol/-L Meérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A(;'d'
skaits )
C umol-L'l 516,6 516,5 516,4 516,2 516,6 516,7 516,8 516,6 516,6 516,2
paraugs+st. pied.s
5 C <t pied umol-L'l 5,6 55 54 52 5,6 57 58 5,6 5,6 5,2 111
st. pied.s
A % 113,0 111,0 108,3 105,0 111,6 113,8 116,9 1117 113,0 104,9
C pmol-L'l 567,2 562,1 564,0 562,2 563,9 563,2 561,2 562,9 562,4 564,2
paraugs+st. pied.»
50 | ., oy, pmol-L™ 56,2 51,1 53,0 51,2 52,9 52,2 50,2 51,9 51,4 53,2 105
st. pied.s
A % 112,4 102,1 106,0 102,3 105,8 104,3 100,5 103,7 102,7 106,4
C pmol-L'l 1024,3 1028,7 1025,2 1029,7 1027,5 1028,6 1030,3 1031,3 1029,9 1031,2
paraugs+st. pied.s
500 C <t pieds pmol-L'l 513,3 517,7 514,2 518,7 516,5 517,6 519,3 520,3 518,9 520,2 104
102,7 103,5 102,8 103,7 103,3 103,5 103,9 104,1 103,8 104,0

A %

210




11.7. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati glutaminam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 pmol- LY
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, A
pmol/-L™* Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 vid,
skaits %
c 1 790,1 790,5 790,1 790,2 790,0 790,0 790,2 790,3 790,7 790,1
parauds+st. pied.s tMol-L
5 C <t et pmol-L'l 51 55 51 5,2 5,0 5,0 5,2 53 5,7 51 104
A % 101,1 110,1 101,2 104,3 100,3 101,0 103,3 105,3 113,2 101,7
C 1 834,7 834,7 833,3 835,2 834,3 854,7 834,7 835,7 833,3 834,0
parauds+st. pied.s tMOl-L
50 C ot pieds pmol-L'l 49,7 49,7 48,3 50,2 49,3 69,7 49,7 50,7 48,3 49,0 103
A % 99,3 99,3 96,5 100,4 98,5 139,4 99,3 101,3 96,5 98,0
c pmol-L'l 1225,3 1234,3 1245,7 1241,3 1228,5 12247 1220,4 1234,3 1238,5 12243
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ p,mol-L'l 440,3 4493 460,7 456,3 4435 439,7 435,4 4493 453,5 439,3 89
st. pied.»
88,1 89,9 92,1 91,3 88,7 87,9 87,1 89,9 90,7 87,9
A, %
11.8. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati sarkozinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L’l,
50 pmol L™ un 500 pmol-L ™,
Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™* Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits o
C pmol-L'l 85,0 84,6 84,0 84,2 84,4 85,0 85,0 85,0 84,9 84,3
paraugs+st. pied.s
5 | C. g pmol- L 58 5,4 438 5,0 52 58 58 58 57 51 109
A % 116,5 108,0 96,6 100,3 103,2 116,4 116,5 115,2 113,1 102,6
C pmol-L'l 131,3 132,5 129,6 130,0 129,1 129,1 128,7 130,3 132,0 133,1
paraugs+st. pied.s
50 C <t pieds umol-L'l 52,1 53,3 50,4 50,8 49,9 49,9 49,5 51,1 52,8 53,9 103
A % 104,1 106,7 100,8 101,6 99,7 99,7 99,1 102,1 105,6 107,8
c 9 pmol'L'l 589,0 584,3 587,1 574,2 572,0 581,7 581,2 585,7 586,7 579,9
paraugs+st. pied.»
500 C st pieds pmol-L’l 509,8 505,1 507,9 495,0 4928 502,5 502,0 506,5 507,5 500,7 101
A % 102,0 101,0 101,6 99,0 98,6 100,5 100,4 101,3 101,5 100,1

211




11.9. tabula
Metodes atgistamibas parbaudes rezultati taurinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, .
pmol/-L* Merijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A c:zd’
skaits
C saraucsset o pumol-L7 1453 1442 145,3 145,0 1453 146,0 145,2 1443 1453 146,2
5 | Cy pied, imol-L™ 53 4,2 53 50 53 6,0 5,2 4,3 53 6,2 104
A % 105,0 84,0 105,8 99,2 105,6 120,7 104,3 85,2 105,2 124,3
C sarauceset oo pmol- L | 1953 192,3 193,3 187,5 1897 192,2 191,5 190,9 1956 1936
50 C 4t pieds umol-L'l 55,3 52,3 53,3 47,5 49,7 52,2 51,5 50,9 55,6 53,6 104
A % 110,5 104,5 106,5 95,1 99,4 104,3 103,1 101,7 111,3 107,1
C paraugsest. pied.s UM ol- Lt 650,2 648,3 645,6 648,5 654,2 652,2 652,7 650,3 648,5 647,2
500 C st. piedss p.mol-L'l 510,2 508,3 505,6 508,5 514,2 512,2 512,7 510,3 508,5 507,2 102
A % 102,0 101,7 101,1 101,7 102,8 102,4 102,5 102,1 101,7 101,4
11.10. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati histidinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva,

pmol/-L™ Merijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avid,
: Yo
skaits
c p.mol-L'l 159,2 159,8 159,0 158,7 158,6 159,7 160,6 159,3 158,6 159,2
paraugs+st. pied.s
5 | Cut pieg pmol-L” 52 58 50 41 4,6 57 66 53 46 52 105
st. pied.s
A % 104,2 116,0 99,2 94,6 91,6 113,6 131,6 105,6 93,0 104,1
c 1 208,3 209,4 207,7 206,4 204,2 203,6 208,7 206,6 208,6 209,5
paraugs+st. pied.s Wmol-L
R 54,3 55,4 53,7 52,4 50,2 49,6 54,7 52,6 54,6 55,5
0 | c st. pied.» umol-L ' 107
A % 108,5 110,8 107,4 104,8 100,3 99,2 109,3 105,2 109,2 111,1
c pmol-L'l 658,2 664,3 660,6 662,2 670,2 668,6 668,0 672,4 654,9 668,7
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ pmol-L'l 504,2 510,3 506,6 508,2 516,2 514,6 514,0 518,4 500,9 514,7 102
st. pied.s
100,8 102,1 101,3 101,6 103,2 102,9 102,8 103,7 100,2 102,9

A %

212




50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

11.11. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati citrulinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 p,mol-L'l,

Standartpiedeva, .
pmol/-L™* @rjumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A c:zd’
skaits
C sarasesset oo, pmol L | 1246 124,6 1254 125,7 125,0 124,6 125,7 126,1 126,2 1257
5 C st piedss umol-L'l 4,6 4,6 54 57 5,0 4,6 57 6,1 6,2 57 107
A % 91,7 91,7 107,4 113,8 100,8 91,6 113,2 121,2 1243 113,0
C sarauceret oo pmol- L | 1743 1743 173,6 173,7 1721 168,5 168,0 168,5 170,5 1745
50 C 4t pieds umol-L'l 54,3 54,3 53,6 53,7 52,1 48,5 48,0 48,5 50,5 54,5 104
A % 108,5 108,7 107,2 107,4 104,1 97,1 95,9 97,1 101,1 109,1
C paraugsest. pieds umol-L'l 631,1 625,5 630,2 629,5 625,2 626,4 633,5 629,5 631,1 629,5
500 C <t pieds umol-L'l 5111 505,5 510,2 509,5 505,2 506,4 513,5 509,5 5111 509,5 102
A % 102,2 101,1 102,0 101,9 101,0 101,3 102,7 101,9 102,2 101,9
11.12. tabula

Metodes atguistamibas parbaudes rezultati treoninam biololgiskajﬁ materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 pmol-L™,

50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.
Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ erjumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits o
o p.mol-L'l 165,3 164,2 164,6 165,2 164,2 165,0 164,6 164,3 164,0 165,2
paraugs+st. pied.s
5 C ot pieds umol~L'1 5,3 4,2 4,6 5,2 4,2 5,0 4,6 4.3 4,0 5,2 93
A % 105,0 84,3 91,8 104,3 84,3 99,6 91,6 85,7 79,2 104,4
o 1 2125 212,7 2115 211,0 209,6 210,5 211,7 213,0 213,5 212,2
paraugs+st. pied.s Wmol-L
50 | G yea, pmol-L? 52,5 52,7 51,5 51,0 49,6 50,5 51,7 53,0 535 52,2 104
A % 105,1 105,3 103,1 102,1 99,2 101,1 103,3 106,0 107,1 104,4
C pmol-L'l 658,3 665,2 652,2 654,8 652,3 659,4 649,7 652,1 654,8 655,3
paraugs+st. pied.s
500 | Cg piea, pmol- L 4983 505,2 492,2 494,8 4923 499,4 4897 492,1 4948 4953 99
99,7 101,0 98,4 99,0 98,5 99,9 97,9 98,4 99,0 99,1

A %

213




11.13. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati alaninam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits 0
C umol~L'1 376,3 376,2 375,2 376,0 376,1 376,3 375,8 375,8 376,0 376,5
paraugs+st. pied.s
5 C umol'L'l 513 5,2 4,2 5,0 5,1 5,3 4,8 4,8 5,0 5,5 101
st. pied.»
A % 105,2 104,3 84,4 100,6 102,6 105,1 96,8 95,2 100,6 111,0
C umol~L'1 425,2 4243 420,6 4215 423,7 424,6 4242 423,6 421,6 4215
paraugs+st. pied.s
50 C ot pieds pmol-L'l 54,2 53,3 49,6 50,5 52,7 53,6 53,2 52,6 50,6 50,5 104
A % 108,4 106,5 99,2 101,1 105,3 107,2 106,3 105,1 101,1 101,1
C pmoI-L'l 887,3 880,5 885,2 887,2 878,7 883,9 882,0 884,3 890,5 880,5
paraugs+st. pied.s
500 C st pieds umol-L'l 516,3 509,5 5142 516,2 507,7 512,9 511,0 513,3 519,5 509,5 103
A % 103,3 101,9 102,8 103,2 101,5 102,6 102,2 102,7 103,9 101,9
11.14. tabula

Metodes atgistamibas parbaudes rezultati argininam biololgiskajﬁ materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,

50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.
Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits o
o 9 umol-L'l 3211 321,7 320,5 321,5 321,0 320,9 321,1 3215 3211 320,6
paraugs+st. pied.s
5 Cot niods p,mol-L'l 51 57 4,5 55 5,0 4,9 51 55 51 4,6 102
A % 101,1 113,2 90,5 109,7 99,2 97,6 101,1 111,0 101,3 92,3
C pmol-L'l 367,6 368,0 368,1 367,4 368,1 369,0 365,1 369,5 366,6 367,0
paraugs+st. pied.s
50 | ., oy, pmol-L™ 51,6 52,0 52,1 51,4 52,1 53,0 49,1 53,5 50,6 51,0 103
A % 103,2 104,0 104,1 102,8 104,1 106,1 98,1 107,1 101,2 102,0
C pmol-L'l 821,2 812,6 815,3 814,3 819,5 821,0 820,5 823,6 820,6 821,5
paraugs+st. pied.»
500 C <t pieds pmol-L'l 505,2 496,6 499,3 498,3 503,5 505,0 504,5 507,6 504,6 505,5 101
101,0 99,3 99,9 99,7 100,7 101,0 100,9 101,5 100,9 101,1

A %

214




11.15. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati prolinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits °
C 1 248,1 248,2 247,4 247,17 248,3 2479 248,0 248,2 248,2 248,0
paraugs+st. pied.s pmol-L
5 | Cat pieg pmol-L* 51 52 44 47 53 49 50 52 52 50 99
st. pied.s
A % 101,2 103,2 87,2 93,2 105,1 97,8 99,2 103,4 103,4 101,0
c umol~L'1 294,3 2941 293,1 295,1 296,5 294,3 294,9 295,6 298,2 298,6
paraugs+st. pied.»
5 | c umol- L 513 51,1 50,1 52,1 53,5 51,3 51,9 52,6 55,2 55,6 105
st. pied.s
A % 102,7 102,1 100,2 104,1 107,1 102,6 103,8 105,3 110,5 111,3
c . umol-L'l 733,7 734,6 735,6 738,5 741,3 740,5 739,6 734,2 738,7 737,5
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ p.mol-L'l 490,7 491,6 492,6 495,5 498,3 4975 496,6 491,2 495,7 494,5 99
st. pied.s
98,1 98,3 98,5 99,1 99,7 99,5 99,3 98,2 99,1 98,9
A, %
11.16. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati a-aminosviestskabei biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam

5 umol-L'l, 50 umol-L'1 un 500 pmol°L'1.

Standartpiedeva, .
pmol/-L? Merijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A(;'d’
skaits 0
C soraugssst sieds p.mol~L'1 37,5 37,3 37,7 38,1 37,7 38,5 38,2 37,2 37,7 38,1
5 C ot pieds umol~L'1 41 3,9 4,3 4,7 4,3 51 48 3,8 4,3 47 88
A % 83,0 77,2 85,2 93,1 85,2 103,0 96,3 76,3 86,0 93,3
C ) mol-L! 83,3 83,5 83,1 81,5 82,7 81,5 83,2 81,7 82,7 82,7
paraugs+st. pied.s MINO
50 Cot niods pmol'L'l 49,9 50,1 49,7 48,1 49,3 48,1 49,8 48,3 49,3 49,3 98
A, % 99,7 100,3 99,3 96,3 98,5 96,1 99,6 96,5 98,6 98,5
C paraugsst piss pmol'L'l 527,3 547,2 539,7 534,7 529,0 554,5 544,7 539,7 537,5 568,6
500 C st pieds meI'L'l 493,9 513,8 506,3 501,3 495,6 521,1 511,3 506,3 504,1 535,2 102
A, % 98,8 102,8 101,3 100,3 99,1 104,2 102,3 101,3 100,8 107,0

215




11.17. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati tirozinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 pmol-L™,
50 pmol-L™" un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, .
pmol/-L™: Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ac}zd’
skaits
C sorassset s mol-L7: 88,0 88,1 87,7 87,9 87,3 87,2 87,7 88,2 88,1 87,5
5 | Cy pied, imol-L™ 5,4 55 51 53 47 4,6 5,1 5,6 55 49 103
A % 108,5 109,3 101,2 106,6 94,5 92,9 101,0 111,2 109,4 97,2
C soraucsst s mOl-L 135,6 135,2 134,3 133,1 1355 1343 135,7 135,2 1335 134,8
50 | C o, pmol-L 53,0 52,6 51,7 50,5 52,9 51,7 53,1 52,6 50,9 52,2 104
A % 106,1 105,3 103,3 100,9 105,8 103,3 106,2 105,3 101,9 104,3
C sarasest piocts pmol-L 594,2 590,5 584,3 587,3 590,7 590,9 587,7 587,2 588,2 589,7
500 | C., g, pmol- L 511,6 507,9 501,7 504,7 508,1 508,3 505,1 504,6 505,6 507,1 101
A % 102,3 101,6 100,3 100,9 101,6 101,7 101,0 100,9 101,1 101,4
11.18. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati valinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits o
o p.mol-L'l 3915 391,0 391,2 391,0 390,3 391,6 391,5 391,1 391,2 390,2
paraugs+st. pied.s
5 C ot pieds umo|~L'1 55 50 572 50 4,3 5,6 55 51 52 4,2 101
A % 110,9 100,5 104,3 99,7 85,1 111,4 111,0 102,3 104,3 84,9
o 1 435,7 437,6 437,9 437,2 436,9 436,2 435,1 435,7 439,6 436,6
paraugs+st. pied.s pmol-L
50 Cot niods umol'L'l 49,7 51,6 51,9 51,2 50,9 50,2 49,1 49,7 53,6 50,6 102
A % 99,3 103,2 103,7 102,4 101,9 100,4 98,2 99,3 107,3 101,2
C pmol'L'l 895,7 895,7 895,7 896,5 894,4 897,6 899,7 894,5 893,7 895,4
paraugs+st. pied.s
500 C ot pieds p.mol-L'l 509,7 509,7 509,7 510,5 508,4 511,6 513,7 508,5 507,7 509,4 102
101,9 101,9 101,9 102,1 101,7 102,3 102,7 101,7 101,5 101,9

A %

216




11.19. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati metioninam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, .
pmol/-L™: Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ac}zd’
skaits
C arasceret oo pmol- L 278,4 278,0 278,5 277,2 278,0 278,1 278,1 278,0 278,0 278,2
5 | Cy pied, imol-L™ 5,4 5,0 55 4,2 5,0 5,1 5,1 5,0 5,0 5,2 101
A % 108,0 99,2 111,0 84,8 99,7 103,0 101,3 100,9 100,7 104,3
C soraucsst s mOl-L 325,5 324,7 325,6 3215 325,7 3233 325,0 3215 3233 324,6
50 | C o, pmol-L 52,5 51,7 52,6 48,5 52,7 50,3 52,0 48,5 50,3 51,6 102
A % 105,1 103,3 105,3 97,1 105,3 100,5 103,9 97,1 100,7 103,2
C sarasest piocts pmol-L 781,2 780,1 780,5 780,7 779,6 778,7 781,5 782,5 7815 779,7
500 | C., g, pmol- L 508,2 507,1 507,5 507,7 506,6 505,7 508,5 509,5 508,5 506,7 102
A % 101,6 101,4 101,5 101,5 101,3 101,1 101,7 101,9 101,7 101,3
11.20. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati cistinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 p,mol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, .
pmol/-L ™! Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 A(;'d’
skaits o
C soraugssst sieds p.mol~L'1 46,3 46,0 46,1 45,2 45,3 45,7 45,7 46,3 45,0 46,6
5 C ot pieds umol~L'1 49 4,6 4,7 3,8 3,9 4,3 4,3 49 3,6 52 88
A % 97,2 91,2 94,5 76,4 77,2 85,2 85,2 97,2 71,2 103,8
C ) mol-L! 92,6 93,6 92,5 93,7 93,6 94,1 94,0 93,7 93,7 94,5
paraugs+st. pied.» MO
50 Cot niods pmol'L'l 51,2 52,2 51,1 52,3 52,2 52,7 52,6 52,3 52,3 53,1 104
A, % 102,3 104,3 102,3 1045 104,3 105,3 105,3 1045 1045 106,3
C paraugsst piss pmol'L'l 543,7 542,7 5445 541,3 546,3 542,3 544,9 543,7 545,2 545,6
500 C st pieds pmol'L'l 502,3 501,3 503,1 499,9 504,9 500,9 503,5 502,3 503,8 504,2 101
100,5 100,3 100,6 100,0 101,0 100,2 100,7 100,5 100,8 100,8

A %
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11.21. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati cistationinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, o
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits 0
C umol,L-l 38,5 38,2 37,6 37,2 36,5 37,5 37,3 38,2 37,6 37,5
paraugs+st. pied.»
5 |c pmol- L™ 5,6 53 47 43 36 46 4,4 53 47 46 94
st. pied.s
113,0 106,1 93,4 86,3 73,0 91,2 87,3 106,3 93,4 92,3
A, %
C d "mol.L-l 84,6 85,2 85,1 84,6 84,3 85,1 85,1 84,5 84,3 85,2
parauags+st. pied.s
50 C umol-L'l 51,7 52,3 52,2 51,7 51,4 52,2 52,2 51,6 51,4 52,3 104
st. pied.s
A % 103,4 104,6 104,3 103,4 102,9 104,3 104,3 103,3 102,7 104,7
C umol-L'l 534,3 534,3 536,5 533,2 534,2 542,3 534,7 532,2 532,6 538,7
paraugs+st. pied.s
500 C p.mol-L'l 501,4 501,4 503,6 500,3 501,3 509,4 501,8 499,3 499,7 505,8 100
st. pied.s
A % 100,3 100,3 100,7 100,1 100,3 101,9 100,4 99,9 99,9 101,2
11.22. tabula

50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati izoleicinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 p,mol-L'l,

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
skaits o
o p.mol-L'l 260,3 260,2 259,7 260,0 259,7 260,1 260,2 260,3 260,2 260,5
paraugs+st. pied.s
5 C ot pieds umol~L'1 53 52 47 50 4,7 51 572 53 52 55 102
A % 106,5 104,9 93,2 99,3 93,2 101,1 103,2 106,5 103,1 111,0
o 1 306,2 304,5 304,6 304,0 303,3 303,7 303,5 303,7 303,2 302,2
paraugs+st. pied.s pmol-L
50 Cot niods umol'L'l 51,2 49,5 49,6 49,0 48,3 48,7 48,5 48,7 48,2 47,2 98
A % 102,4 99,0 99,2 98,0 96,7 97,3 97,1 97,3 96,4 94,3
C pmol'L'l 751,2 750,2 752,9 750,5 751,5 752,6 754,2 754,4 754,2 752,5
paraugs+st. pied.
500 C ot pieds p.mol-L'l 496,2 495,2 497,9 495,5 496,5 497,6 499,2 499,4 499,2 497,5 99
99,2 99,0 99,6 99,1 99,3 99,5 99,8 99,9 99,8 99,5

A %
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11.23. tabula
Metodes atgistamibas parbaudes rezultati leicinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™ Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 :
. %
skaits
C umol~L'1 401,3 401,0 401,3 401,0 401,0 400,9 401,0 401,3 400,9 401,3
paraugs+st. pied.s
5 C umol'L'l 513 5,0 5,3 5,0 5,0 4,9 5,0 5,3 4,9 5,3 102
st. pied.»
A % 105,4 99,2 106,5 100,5 99,2 97,2 100,7 106,6 98,4 105,2
C umol~L'1 448,5 448,2 4479 4471 446,3 4455 448,6 4477 448,3 4497
paraugs+st. pied.»
50 | ¢ umol-L'l 52,5 52,2 51,9 51,1 50,3 49,5 52,6 51,7 52,3 53,7 104
st. pied.s
A % 104,9 104,4 103,7 102,1 100,5 99,0 105,1 103,4 104,7 107,3
c umol-L'l 885,7 884,5 885,7 886,3 883,2 884,7 885,6 884,3 886,7 886,5
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ p.mol-L'l 489,7 488,5 489,7 490,3 487,2 488,7 489,6 488,3 490,7 490,5 98
st. pied.»
A % 97,9 97,7 97,9 98,1 97,4 97,7 97,9 97,7 98,1 98,1
11.24. tabula

Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati fenilalaninam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva,

pmol/-L™ Merijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avid,
. %
skaits
o p.mol~L'1 355,2 355,3 355,0 355,1 355,2 355,3 355,0 354,6 354,9 354,8
paraugs+st. pied.s
5 o umol~L'1 52 53 50 51 52 53 50 4,6 4,9 48 101
st. pied.s
A % 104,3 105,2 99,2 102,5 104,3 105,2 99,3 92,4 97,2 95,7
o 1 401,2 398,7 399,7 400,7 399,7 399,8 398,6 399,7 400,3 399,3
paraugs+st. pied.s Wmol-L
R 51,2 48,7 49,7 50,7 49,7 49,8 48,6 49,7 50,3 49,3
0 |c st. pied.» umol-L ' 99
A % 102,5 97,3 99,3 101,3 99,3 99,5 97,2 99,3 100,5 98,6
C pmol'L'l 851,3 854,7 852,7 852,7 853,3 855,0 855,7 852,3 853,0 854,0
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ pmol'L'l 501,3 504,7 502,7 502,7 503,3 505,0 505,7 502,3 503,0 504,0 101
st. pied.s
100,3 100,9 100,5 100,5 100,7 101,0 1011 100,5 100,6 100,8

A %
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11.25. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati triptofanam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™* Mérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 % |
skaits
C o, pmol-L ™ 39,6 39,9 40,1 39,6 39,7 40,9 39,5 39,7 39,2 39,1
paraugs+st. pied.s
5 | Ct piea, pmol- L 40 43 45 40 41 53 39 41 36 35 83
st. pied.s
81,0 86,9 90,6 79,7 81,1 105,0 77,7 81,1 72,3 70,5
A, %
C ed, pmol- L 84,5 85,0 84,8 84,8 84,9 84,8 84,1 84,3 84,8 84,1
parauqgs+st. pied.s
50 | Cy e, pmol- L™ 48,9 49,4 49,2 49,2 49,3 49,2 48,5 48,7 49,2 48,5 08
st. pied.»
97,9 98,7 98,3 98,3 98,5 98,3 97,1 97,3 98,3 97,1
A, %
C o, pmol-L ™ 535,5 534,6 5345 533,7 533,6 533,6 534,7 5332 534,5 534,7
paraugs+st. pied.s
500 | Cy g, pmol-L: 4999 499,0 4989 498,1 498,0 498,0 499,1 4976 4989 499,1 100
st. pied.s
100,0 99,8 99,8 99,6 99,6 99,6 99,8 99,5 99,8 99,8
A, %
11.26. tabula

Metodes atguistamibas parbaudes rezultati ornitinam biologiskajﬁ materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 pmol-L'l,

50 pmol L~ un 500 pmol-L'l.
Standartpiedeva, Avid
pmol/-L™* Meérijumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 '
. %
skaits
c o pmol-L'l 332,2 332,1 332,3 331,3 332,7 333,2 333,5 332,7 332,2 332,2
paraugs+st. pied.s
5> |cC pmol-L™* 5.2 51 53 4,3 5,7 6,2 6,5 57 52 52 108
st. pied.s
A % 103,1 102,5 105,2 85,2 113,8 1249 129,1 113,2 103,0 104,3
c . pmol-L'l 378,7 378,2 378,0 378,2 378,1 378,1 378,2 377,5 378,6 378,6
paraugs+st. pied.s
5 | ¢ umol~L'1 51,7 51,2 51,0 51,2 51,1 51,1 51,2 50,5 51,6 51,6 102
st. pied.s
A % 103,3 102,3 101,9 102,4 102,3 102,3 102,5 101,1 103,3 103,3
C umol-L'l 821,5 823,7 822,7 824,7 824,7 823,7 822,5 823,7 823,5 822,5
paraugs+st. pied.s
500 | c umol~L'l 4945 496,7 4957 497,7 497,7 496,7 495,5 496,7 496,5 495,5 99
st. pied.s
98,9 99,3 99,1 99,5 99,5 99,3 99,1 99,3 99,3 99,1

A %
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11.27. tabula
Metodes atgiistamibas parbaudes rezultati lizinam biologiskaja materiala ar standartpiedevas koncentracijam 5 umol-L'l,
50 pmol-L™ un 500 pmol-L™.

Standartpiedeva,

pmo]/-L-l érfjjumu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ac:lld,
. Yo
skaits
C umol~L'1 176,3 175,9 176,2 176,0 176,0 175,9 175,6 175,9 176,3 176,2
paraugs+st. pied.s
5 |C pmol-L* 03 49 5.2 50 5,0 49 46 49 53 5,2 101
st. pied.»
A % 106,0 98,6 104,3 100,5 100,7 98,5 93,0 98,9 106,4 104,8
C umol~L'1 223,2 222,6 222,7 222,0 223,7 223,7 222,7 222,7 222,2 223,2
paraugs+st. pied.»
5 | ¢ umol- L 52,2 51,6 51,7 51,0 52,7 52,7 51,7 51,7 51,2 52,2 104
st. pied.s
A % 104,4 103,2 103,3 102,0 105,3 105,4 103,4 103,4 102,3 104,3
c umol,L-l 670,8 668,2 669,7 670,2 669,7 669,3 669,9 668,7 668,2 669,8
paraugs+st. pied.s
500 | ¢ p.mol-L'l 499,8 497,2 498,7 499,2 498,7 498,3 498,9 4977 497,2 498,8 100
st. pied.»
100,0 99,4 99,7 99,8 99,7 99,7 99,8 99,5 99,4 99,8

A %
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12. PIELIKUMS

ERNDIMQA - ANALYTE IN DETAIL

Amino acids 2016

Lab Name :

Method Set :
Sample :
Analyte :

Deadline :
Unit :

Your Method :

ERN0258 - University Children's Hospital - Medical Genetics Clinic,
biochem.lab

PCR258

2016.03

2-Aminobutyric acid
03/06/2016

umollL

6. Reverse phase HPLC
48.7

Method Results All Labs Results

23 190
51.5 515
50.9 51.9
5.19 593

Your Result :
Parameter
n:
Mean :
Median :
SD:
Scale Scale
Standard pmolL
Deviations
>3SD >69.3
2-38D 63.3-693

15-20SD 604-633 [

10-158D 574-604

05-10SD 544-574

00-058D 515-544

-05-00SD 485-515

-1.0-0858D 455-485

-1.5--1.0SD 426-455 [

-2--1.58D 39.6-426

-3--28D0 33.7-396

<-38D <337

1. lon-exchange chram Ninhydrin 0 Int. Std 7. Tandem MS I
2. lon-exchange chrom Ninhydrin 1 Int. Std 8. Other I
3. lon-exchange chrom Ninhydrin 2 Int. Std GC or GCMS I
4. Gas chromatography |EC-other derivatization

5. Gas chromatography/Mass spectrometry Your Lab )Z{

6. Reverse phase HPLC
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13. PIELIKUMS

ERNDIMQA - CYCLE REVIEW
Amino acids 2016

ERNDIM

Lab Name : ERNO0258 - University Children's Hospital - Medical Genetics Clinic, biochem.lab
Sample : 2016.01

Methodset: PCR258

Analyte Your Med n ZScore 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Lab Al
Labs
2-Aminobutyric acid 27.7 261 197 04
Alanine 173 161 258 1
Alloisoleucine 153 177
Arginine 60.3 56.0 253 1
Asparagine 200 193 237 0.3
Aspartic Acid 139 124 247 0.9
Citrulline 255 240 252 08
Cystine 363 39.0 228 04
Glutamic acid 250 221 257 0.9
Glutamine 1166 1096 248 0.7
Glycine 472 438 256 1
Histidine 144 146 252 0.1
Homocitrulline 130 96
Hydroxyproline 643 59.0 215 0.8
Isoleucine 419 456 257 1
Leucine 1018 1114 261 1
Lysine 60.1 62.0 255 04
Methionine 36.9 290 241 0.2
Ornithine 291 280 258 0.3
Phenylalanine 27.7 250 261 14
Phospho ethanolamine 0 134
Proline 224 200 242 1.3
Saccharopine 290 85
Serine 221 230 255 0.3
Taurine 147 149 242 0.2
Threonine 159 233 254 43
Tyrosine 241 233 262 06
Valine 294 288 262 0.3
Score Cumulative Score
<10% 7% < 10% 7%
10% - 90 % 93% 10% - 90 % 93%
>90 % 0% >90 % 0%

The following comment was added :

04-22-2016 Advisor
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13. Pielikums (turpinajums)

ERNDIMQA - CYCLE REVIEW
Amino acids 2016

Lab Name : ERNO0258 - University Children's Hospital - Medical Genetics Clinic, biochem.lab
Sample : 2016.01

The following comment was added :

Returns were obtained from up to 257 labs. Greater than 90% of labs returned results for 21 amino acids. Low returns were for allo-isoleucine
(69%); saccharopine (33%); homocitrulline (37%).

Comparison of returned values with added amounts shows an overall good agreement except for expected losses of phosphoethanolmine and
cystine.

The higher than expected methionine value reflects interference from homocitrulline, as noted in previous distributions. Approximately 50 labs
reported a methionine value > 3SD.

It is unclear why reporting rates are lower for allo-isoleucine and saccharopine since they can be adequately separated and standards are

available for both compounds. For homocitrulline modification of the ion-exchange method programme allows full separation of this compound
as described in the annual report for 2015.
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Analit C1, C2, Cs, Ca CSf-L C6’1~ C7l,~L' C?—L' Cs. C1o, Sn DL’l QIFL'
Nr.p.k. nafts umol'L'1 pmol-L'l umol-L'1 p.mol~L'1 pm_(; "'E.‘I p,m(; um(; pmol-L'l pmol-L m]lj({ p,m(;
1 Asp 1,026 1,269 2,087 0,880 0,000 | 0,259 0,255 0,000 0,000 1,219 0,708 2,1 7
2 Glu 1,659 1,688 0,250 2,055 0,000 | 0,000 0,000 0,125 0,585 1,253 0,818 2,5 8
3 Hyp 0,958 0,489 0,679 0,260 0,000 | 0,625 0,000 0,160 0,000 1,158 0,418 1,3 4
4 Ser 1,158 1,146 0,158 0,000 0,152 | 0,259 0,541 1,500 1,874 1,149 0,654 2,0 7
5 Asn 0,215 0,258 1,495 1,689 0,398 | 0,985 1,785 1,484 0,155 0,842 0,649 1,9 6
6 Gly 0,000 0,000 0,000 0,541 0,000 | 0,186 0,485 0,000 0,000 0,542 0,247 0,7 2
7 Gln 1,587 1,585 0,548 0,875 0,148 1,000 1,106 1,259 0,486 0,000 0,556 1,7 6
8 Sarkoz 0,842 0,875 0,286 0,574 0,021 | 0,190 0,542 0,652 0,000 0,842 0,337 1,0 3
9 Tau 1,489 1,588 1,149 2,048 2,149 2,149 2,484 1,987 1,746 0,587 0,559 1,7 6
10 His 0,248 0,874 1,985 1,587 2,485 2,485 1,878 1,486 1,542 1,698 0,680 2,0 7
11 Cit 1,249 1,579 1,485 2,159 2,066 2,015 2,159 1,579 1,850 1,459 0,330 1,0 3
12 Thr 2,699 3,587 3,485 0,875 4,595 | 5,146 1,158 2,015 3,146 1,489 1,441 4,3 14
13 Ala 1,898 2,026 1,149 1,485 0,489 1,485 0,000 0,000 0,000 0,158 0,827 2,5 8
14 Arg 0,158 0,485 1,588 1,026 0,587 1,485 0,450 0,085 0,000 1,148 0,577 1,7 6
15 Pro 0,014 0,000 0,450 0,000 0,584 | 0,000 0,541 0,854 0,000 0,000 0,328 1,0 3
16 Aab 1,574 0,988 0,874 0,589 0,852 | 0,742 1,146 1,850 1,079 0,585 0,411 1,2 4
17 Tyr 1,742 2,148 2,182 1,875 0,000 | 0,874 1,485 0,149 0,000 1,485 0,874 2,6 9
18 Val 1,874 1,485 2,575 2,149 1,059 | 0,984 0,942 1,149 1,016 1,054 0,577 1,7 6
19 Met 0,785 1,584 0,486 3,148 2,015 2,488 2,485 0,452 0,485 1,541 0,977 2,9 10
20 Cys 0,325 0,842 0,480 1,490 1,485 1,499 0,035 0,000 0,179 1,247 0,629 1,9 6
21 Hcy(Ala) 0,485 0,000 0,000 1,148 0,000 | 0,159 0,485 0,284 1,149 1,574 0,568 1,7 6
22 lle 0,790 1,090 1,105 1,248 1,785 | 0,149 0,987 0,485 0,274 1,000 0,488 15 5
23 Leu 1,845 0,000 1,144 1,148 2,059 | 0,158 0,000 0,000 1,840 0,000 0,880 2,6 9
24 Phe 0,159 0,384 1,641 1,489 0,000 | 0,485 0,578 1,988 1,587 0,000 0,761 2,3 8
25 Trp 0,249 0,479 1,587 1,105 1,048 1,875 1,052 0,850 0,985 0,000 0,570 1,7 6
26 Orn 0,000 0,000 1,285 2,159 2,687 | 0,000 1,019 0,285 0,000 0,000 1,007 3,0 10
27 Lys 2,015 2,015 1,587 1,456 1,585 | 0,000 0,000 0,248 1,874 1,245 0,812 2,4 8
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15. PIELIKUMS

References materiala vidgjais lielums
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15.1. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — asparaginskabei.

15.1. tabula
Asparaginskabes nenoteiktibas apréekini
- - C id.»

Datums | Cy, pmol-L™ | Cp, pmol-L™ umgif‘-L.l r, % u,% | Uyig, %
17.05.2016 50,5 49,2 49,9 2,6 5
20.05.2016 47,5 47,9 41,7 0,8 1,5
31.05.2016 48,3 48,3 48,3 0,1 0,12
03.06.2016 49,2 49,3 49,3 0,2 0,4
08.06.2016 48,0 47,0 47,5 2,1 4 21
14.06.2016 48,8 48,3 48,5 1,0 1,8 '
17.06.2016 49,2 50,0 49,6 15 3
30.06.2016 46,1 46,9 46,5 1,9 3
05.07.2016 46,9 47,2 47,0 0,7 1,3
08.06.2016 47,4 46,9 47,1 1,1 1,9
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C, pmol-L!
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15.2. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — glutaminskabei.

15.2. tabula
Glutaminskabes nenoteiktibas aprekini

Datums | Cy, pmol'L™* | C,, pmol-L™ mi(‘)’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 93,3 94,8 94,1 1,7 3
20.05.2016 92,6 93,3 92,9 0,8 14
31.05.2016 93,8 92,0 92,9 1,9 3
03.06.2016 96,0 94,6 95,3 1,4 2
08.06.2016 94,6 94,7 94,6 0,0 0,15 21
14.06.2016 92,3 92,7 92,5 04 0,6 '
17.06.2016 94,5 95,7 95,1 1,2 2
30.06.2016 95,3 97,3 96,3 2,1 4
05.07.2016 96,7 95,6 96,1 1,16 2
08.06.2016 96,2 95,0 95,6 13 2
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C, pmol-L!
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15.3. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — hidroksiprolinam.

15.3. tabula
Hidroksiprolina nenoteiktibas aprekini

Datums | Cy, pmol'L™* | C,, pmol-L™ mi(‘)’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 60,5 61,9 61,2 2 4
20.05.2016 60,9 59,3 60,1 3 5
31.05.2016 62,0 63,2 62,6 1,9 3
03.06.2016 61,2 62,2 61,7 1,7 3
08.06.2016 61,3 61,6 61,5 0,5 0,9 28
14.06.2016 59,6 59,1 59,3 0,9 1,6 '
17.06.2016 60,0 61,2 60,6 2 4
30.06.2016 60,7 60,9 60,8 0,3 0,6
05.07.2016 62,0 60,2 61,1 3 5
08.06.2016 59,5 59,0 59,2 0,9 1,6
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C, pmol-L!
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15.4. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — serinam.

15.4. tabula
Serina nenoteiktibas aprekini

Datums | Cy, pmol'L™ | C,, pmol-L™* mi(;’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 150,0 151,9 150,9 13 2
20.05.2016 152,8 1511 151,9 11 2
31.05.2016 151,7 152,9 152,3 0,8 14
03.06.2016 148,5 152,0 150,2 2 4
08.06.2016 148,1 150,9 149,5 19 3 25
14.06.2016 149,9 148,7 149,3 0,8 15 '
17.06.2016 147,6 150,7 149,1 2 4
30.06.2016 149,2 148,0 148,6 0,8 15
05.07.2016 147,7 149,9 148,8 15 3
08.06.2016 149,7 151,9 150,8 1,5 3
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15.5. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — asparaginam.

15.5. tabula
Asparagina nenoteiktibas apréekini

Datums | Cy, pmol-'L™* | C,, pmol-L™ mi(‘)’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 115,3 113,0 114,1 2, 4
20.05.2016 113,6 115,6 114,6 2 4
31.05.2016 112,2 113,9 113,1 1,4 3
03.06.2016 114,0 114,6 114,3 0,5 0,9
08.06.2016 114,6 114,4 114,5 0,2 0,3 23
14.06.2016 116,4 118,0 117,2 1,4 2 '
17.06.2016 117,9 116,0 116,9 2 3
30.06.2016 114,3 116,3 115.3 2 4
05.07.2016 117,6 118,7 118,1 0,9 1,6
08.06.2016 117,0 118,6 1178 13 2
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15.6. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — glicinam.

15.6. tabula
Glicina nenoteiktibas aprekini
Datums umcoll-’L'l C,, pmol-L™* mi(‘)’idL r, % u,% | Uyig, %
17.05.2016 511,2 517,6 514,4 1,2 2
20.05.2016 5125 519,0 515,8 1,2 2
31.05.2016 503,3 512,6 507,9 2 3
03.06.2016 517,5 502,5 510,0 3 5
08.06.2016 516,3 518,7 517,5 0,5 0,8 26
14.06.2016 507,8 512,3 510,0 0,9 15 '
17.06.2016 510,5 517,6 514,1 14 2
30.06.2016 520,0 511,5 515,8 1,6 3
05.07.2016 506,6 518,5 512,6 2 4
08.06.2016 509,6 514,2 511,9 0,9 1,6
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15.7. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — glutaminam.

15.7. tabula
Glutamina nenoteiktibas aprekini

Datums | Cy, pmol'L™* | C,, pmol-L™ mi(‘)’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 775,2 778,7 777,0 0,4 0,8
20.05.2016 792,6 778,3 785,4 2 3
31.05.2016 775,2 789,9 782,6 2 3
03.06.2016 784,5 797,5 791,0 2 3
08.06.2016 777,2 795,7 786,5 2 4 29
14.06.2016 778,2 793,0 785,6 2 3 '
17.06.2016 793,2 787,1 790,2 0,8 14
30.06.2016 777,5 794,0 785,8 2 4
05.07.2016 792,2 780,7 786,4 15 3
08.06.2016 783,6 800,0 791,8 2 4
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15.8. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — sarkozinam.

15.8. tabula
Sarkozina nenoteiktibas aprekini

Datums | Cy, pmol'L™* | C,, pmol-L™ mi(‘)’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 78,9 80,3 79,6 2 3
20.05.2016 77,1 78,2 71,7 14 3
31.05.2016 81,4 81,0 81,2 0,5 0,9
03.06.2016 79,8 77,2 78,5 3 6
08.06.2016 78,2 79,6 78,9 2 3 35
14.06.2016 79,2 81,0 80,1 2 4 '
17.06.2016 81,5 80,0 80,8 2 3
30.06.2016 81,6 79,1 80,3 3 6
05.07.2016 79,7 82,0 80,8 3 5
08.06.2016 81,7 81,0 81,3 0,8 14
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15.9. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — taurinam.

15.9. tabula
Taurina nenoteiktibas aprekini

Datums | Cy, pmol'L™* | C,, pmol-L™ mi(‘)’idL r, % u,% | Uvig %
17.05.2016 138,4 136,0 137,2 1,7 3
20.05.2016 140,5 142,9 141,7 1,6 3
31.05.2016 143,7 140,0 141,8 3 5
03.06.2016 140,5 137,5 139,0 2 4
08.06.2016 137,2 139,9 138,6 1,9 3 39
14.06.2016 141,7 142,4 142,0 0,5 0,9 '
17.06.2016 140,2 143,0 141,6 2 4
30.06.2016 138,7 140,9 139,8 1,6 3
05.07.2016 139,1 141,7 140,4 1,8 3
08.06.2016 137,7 141,0 139,3 2 4

234




C, pmol-L!

1580
1570 4 _ = -
156,0 - - =
155,0 - - -
154,0 - e e —
153,0 - _ = -
152,0 -
References materiala vidgjais lielums - - -
151,0 -
— — — -Laboratorija iegiits vid&jais liclums
150,0 Jaleet !
o o o o o o o o o b
N Q> Q> Q> NN N Q> Q> Q>
Vv Vv v v v v v v v Y
NGRS\ cMEEN CHEREN SRR\ SN CHENSNN SUSSEAMEN &
A N N <5 S > A° N &’ %’
N o) ™ Q Q N N " S SDatums

15.10. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — histidinam.

15.10. tabula
Histidina nenoteiktibas aprekini
i . Cid.,
Datums | Ci, pmol-L™ | Cp, pmol-L™ pm(;/iijL'l r, % u,% | Uvig, %

17.05.2016 154,3 156,7 155,5 1,5 3

20.05.2016 152,7 157,0 154,8 3 5

31.05.2016 155,2 157,5 156,4 1,4 3

03.06.2016 153,2 155,8 1545 1,6 3

08.06.2016 152,5 156,7 154,6 3 5 34
14.06.2016 154,3 156,0 155,1 1,01 1,9 ’
17.06.2016 151,2 153,0 152,1 1,1 2

30.06.2016 157,3 153,5 155,4 3 4

05.07.2016 151,2 155,0 1531 2 4

08.06.2016 151,3 154,7 153,0 2 4
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15.11. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — -citrulinam.

15.11. tabula
Citrulina nenoteiktibas aprekini
Datums | Cy, pmol'L? | Cy, pmol-L* mi(\)/idL r, % u, % | Uyig %
17.05.2016 121,7 122,7 122,2 0,8 15
20.05.2016 120,5 122,9 121,7 2 4
31.05.2016 122,7 122,1 122,4 0,5 0,9
03.06.2016 117,3 119,8 118,5 2 4
08.06.2016 117,2 119,6 118,4 2 4 27
14.06.2016 119,6 120,7 120,1 0,9 1,6 '
17.06.2016 117,0 119,4 118,2 2 4
30.06.2016 120,7 122,9 121,8 1,9 3
05.07.2016 118,9 117,7 118,3 1,0 1,8
08.06.2016 123,0 120,5 121,7 2 4
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15.12. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — Treoninam.

15.12. tabula
Treonina nenoteiktibas aprekini
Datums | Cy, pmol'L? | Cy, pmol-L* mi(\)/idL r, % u, % | Uyig %
17.05.2016 157,2 159,5 158,4 14 3
20.05.2016 159,5 159,7 159,6 0,12 0,15
31.05.2016 158,5 161,5 160,0 1,9 3
03.06.2016 159,2 160,0 159,6 0,5 0,9
08.06.2016 161,3 1575 159,4 2 4 24
14.06.2016 163,9 162,0 162,9 1,1 2 '
17.06.2016 163,2 161,9 162,5 0,9 15
30.06.2016 159,2 162,7 160,9 2 4
05.07.2016 159,4 162,9 161,1 2 4
08.06.2016 163,5 162,2 162,9 0,8 14
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15.13. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — alaninam.

15.13. tabula
Alanina nenoteiktibas apréekini
Datums Cy, pmol-L™* | C,, pmol-L™ mi(\)/idL r, % u, % U vig, %0
17.05.2016 371,2 378,5 374,9 1,9 3
20.05.2016 365,5 374,0 369,8 2 4
31.05.2016 366,0 362,9 364,5 0,8 1,5
03.06.2016 376,0 368,2 372,1 2 4
08.06.2016 373,0 379,7 376,3 1,8 3 36
14.06.2016 374,6 368,1 371,4 1,7 3 '
17.06.2016 371,6 363,2 367,4 2 4
30.06.2016 366,7 375,0 370,8 2 4
05.07.2016 375,8 366,5 371,1 3 4
08.06.2016 370,9 361,9 366,4 3 4
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15.14. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — argininam.

15.14. tabula
Arginina nenoteiktibas aprekini
Datums Cy, pmol-L* umcc:)i-’L'l mi(\)/idLl r, % u, % | Uyig %

17.05.2016 318,9 312,2 315,6 2 4

20.05.2016 313,6 323,0 318,3 3 5

31.05.2016 315,1 319,7 317,4 15 3

03.06.2016 317,2 311,0 314,1 2 4

08.06.2016 316,0 323,5 319,8 2 4 35
14.06.2016 311,2 316,7 3139 1,7 3 '
17.06.2016 319,9 313,2 316,5 2 4

30.06.2016 312,6 317,5 315,0 15 3

05.07.2016 314,6 320,0 317,3 1,7 3

08.06.2016 314,5 319,8 317,1 1,7 3
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15.15. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — prolinam.

15.15. tabula
Prolina nenoteiktibas aprekini
Datums Cy, pmol-L* umcc:)i-’L'l mi(\)/idLl r, % u, % | Uyig %

17.05.2016 243,3 240,1 2417 1,3 2

20.05.2016 247,6 2412 2444 3 5

31.05.2016 249,3 246,2 2477 1,3 2

03.06.2016 242,0 246,9 244,4 2 4

08.06.2016 249,6 242,5 246,1 3 5 37
14.06.2016 2449 240,4 2426 1,8 3 '
17.06.2016 2429 238,5 240,7 1,8 3

30.06.2016 239,6 244,5 242,0 2 4

05.07.2016 2417 2472 2444 2 4

08.06.2016 239,1 245,5 242,3 3 5
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15.16. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — tirozinam.

15.16. tabula
Tirozina nenoteiktibas apréekini
Datums | Cy, pmol'L? | Cy, pmol-L* mi(\)/idL r, % u, % | Uyig %
17.05.2016 83,2 82,1 82,6 14 3
20.05.2016 82,2 83,0 82,6 0,9 1,6
31.05.2016 81,2 82,0 81,6 0,9 1,6
03.06.2016 82,9 82,1 82,5 0,9 15
08.06.2016 86,5 84,5 85,5 2 4 25
14.06.2016 84,1 82,7 83,4 1,6 3 '
17.06.2016 82,0 82,1 82,1 0,2 0,4
30.06.2016 81,2 83,7 82,5 3 5
05.07.2016 80,9 81,7 81,3 1,0 2
08.06.2016 82,9 81,2 82,1 2 4
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15.17. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — valinam.

15.17. tabula
Valina nenoteiktibas aprekini
Datums Cy, pmol-L* umcc:)i-’L'l mi(\)/idLl r, % u, % | Uyig %
17.05.2016 388,3 383,2 385,8 1,3 2
20.05.2016 380,6 387,6 384,1 1,8 3
31.05.2016 385,0 3917 388,3 1,7 3
03.06.2016 385,8 379,5 382,7 1,6 3
08.06.2016 380,6 384,7 382,6 11 19 27
14.06.2016 388,3 383,2 385,7 13 2 '
17.06.2016 389,9 382,7 386,3 19 3
30.06.2016 385,5 392,5 389,0 1,8 3
05.07.2016 381,9 388,8 385,3 1,8 3
08.06.2016 389,4 385,1 387,3 11 1,9
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15.18. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — Metioninam.

15.18. tabula
Metionina nenoteiktibas apreékini
Ci, I'L" | Cy, I'L Cid.,
Datums . lulno ’ ullno pm(\)/i?L- r, % u, % U vig, %0
17.05.2016 270,6 2749 272,7 1,6 3
20.05.2016 275,7 270,7 273,2 1,8 3
31.05.2016 277,3 278,3 277,8 0,4 0,6
03.06.2016 278,6 275,5 277,0 1,1 2
08.06.2016 269,2 273,5 271,4 1,6 3 26
14.06.2016 271,6 276,6 274,1 1,8 3 '
17.06.2016 270,1 273,7 2719 1,3 2
30.06.2016 2715 277,1 274,3 2 4
05.07.2016 271,8 275,9 273,8 1,5 3
08.06.2016 278,5 275,0 276,8 1,2 2
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15.19. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — cistinam.

15.19. tabula
Cistina nenoteiktibas aprekini
Datums Cy, ullnol-L Co, ullnol-L ui (\)/idL r, % u, % U vig, %0
17.05.2016 43,3 41,9 42,6 3 6
20.05.2016 40,7 39,5 40,1 3 5
31.05.2016 40,0 40,5 40,3 11 19
03.06.2016 38,6 38,0 38,3 1,5 3
08.06.2016 39,4 41,7 40,5 6 10 47
14.06.2016 41,1 42,0 41,5 2 4 '
17.06.2016 39,7 40,0 39,8 0,8 14
30.06.2016 41,7 43,0 42,3 3 6
05.07.2016 39,7 38,7 39,2 3 5
08.06.2016 41,5 40,1 40,8 3 6
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15.20. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — cistationinam.

15.20. tabula
Cistationina nenoteiktibas aprekini
Datums | Cv#molL | Co pmol-L ;IS(\)lidL r, % u,% | Uuig, %
17.05.2016 33,3 32,9 33,1 1,2 2
20.05.2016 31,0 33,3 32,1 7 12
31.05.2016 34,0 32,5 33,3 4 8
03.06.2016 31,9 33,8 32,9 6 10
08.06.2016 30,2 31,6 30,9 5 8 6.3
14.06.2016 32,5 32,7 32,6 04 0,7 '
17.06.2016 31,3 33,0 32,1 6 9
30.06.2016 34,0 33,6 33,8 1,0 1,8
05.07.2016 30,0 29,4 29,7 2 4
08.06.2016 32,3 33,7 33,0 4 7
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15.21. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — izoleicinam.

15.21. tabula
Izoleicina nenoteiktibas apréekini
Datums Cy, ullnol-L Co, ullnol-L ui (\)/idL r, % u, % U vig, %0

17.05.2016 255,2 259,8 257,5 18 3

20.05.2016 259,9 254,7 257,3 2 4

31.05.2016 253,7 258,9 256,3 2 4

03.06.2016 254,9 251,2 253,0 14 3

08.06.2016 252,6 257,7 255,1 2 4 31
14.06.2016 253,3 257,0 255,1 15 3 '
17.06.2016 256,1 258,9 257,5 11 2

30.06.2016 250,0 257,0 253,5 3 5

05.07.2016 256,7 259,9 258,3 1,2 2

08.06.2016 251,2 255,7 253,5 1,7 3
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15.22. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — leicinam.

15.22. tabula
Leicina nenoteiktibas apréekini
Datums | Cv#molL | Co pmol-L ui(\)/idL r, % U, % | Uuvig %

17.05.2016 396,1 403,0 399,6 1,7 3

20.05.2016 394,3 401,0 397,6 1,7 3

31.05.2016 398,5 389,1 393,8 2 4

03.06.2016 394,6 401,0 397,8 1,6 3

08.06.2016 403,1 395,1 399,1 2 4 36
14.06.2016 397,6 3915 394,5 15 3 '
17.06.2016 392,7 401,5 397,1 2 4

30.06.2016 393,8 405,1 399,5 3 5

05.07.2016 397,0 387,8 3924 2 4

08.06.2016 390,7 398,7 394,7 2 4
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15.23. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — fenilalaninam.

15.23. tabula
Fenilalanina nenoteiktibas aprekini
Datums | Cv#molL | Co pmol-L ui(\)/idL r, % U, % | Uuvig %

17.05.2016 344,2 351,5 347,9 2 4

20.05.2016 353,6 349,3 3514 1,2 2

31.05.2016 357,3 349,5 353,4 2 4

03.06.2016 355,3 351,0 353,2 1,2 2

08.06.2016 345,3 340,0 342,6 15 3 28
14.06.2016 356,5 357,0 356,7 0,1 0,2 '
17.06.2016 343,7 349,0 346,3 15 3

30.06.2016 346,8 353,8 350,3 2 4

05.07.2016 344,5 349,5 347,0 15 3

08.06.2016 353,2 344,0 348,6 3 5
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15.24. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — triptofanam.

15.24. tabula
Triptofana nenoteiktibas apréekini
Datums | Cv#molL | Co pmol-L ui(\)/idL r, % U, % | Uuvig %
17.05.2016 33,6 33,3 33,4 0,9 1,6
20.05.2016 34,6 34,9 34,7 0,7 13
31.05.2016 36,3 36,5 36,4 0,6 1,1
03.06.2016 35,1 35,9 35,5 2 4
08.06.2016 36,2 36,8 36,5 1,9 3 28
14.06.2016 35,0 34,2 34,6 2 4 '
17.06.2016 33,6 34,0 33,8 1,3 2
30.06.2016 32,5 34,0 33,3 4 8
05.07.2016 36,8 36,6 36,7 0,6 1,0
08.06.2016 34,6 34,2 34,4 1,2 2
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15.25. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — ornitinam.

15.25. tabula
Ornitina nenoteiktibas aprekini
Datums Cy, ullnol-L Co, ullnol-L ui (\)/idL r, % u, % U vig, %0
17.05.2016 325,3 331,8 328,6 2 4
20.05.2016 330,6 331,9 331,2 0,4 0,7
31.05.2016 322,6 328,9 325,7 1,9 3
03.06.2016 329,5 325,2 327,4 1,3 2
08.06.2016 328,3 332,9 330,6 14 2 29
14.06.2016 329,6 324,0 326,8 1,7 3 '
17.06.2016 321,0 325,9 323,4 15 3
30.06.2016 322,1 329,5 325,8 2 4
05.07.2016 325,2 330,0 327,6 15 3
08.06.2016 324,5 332,1 328,3 2 4
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15.26. att. R - grafiks biologiskaja materiala noteiktam analitam — lizinam.

15.26. tabula
Lizina nenoteiktibas aprékini
Datums Cy, ullnol-L Co, ullnol-L ui (\)/idL r, % u, % U vig, %0

17.05.2016 169,0 171,3 170,2 13 2

20.05.2016 168,6 166,5 167,5 1,2 2

31.05.2016 168,3 170,6 169,5 14 3

03.06.2016 164,2 168,8 166,5 3 5

08.06.2016 169,7 170,9 170,3 0,7 13 30
14.06.2016 167,1 169,7 168,4 15 3 '
17.06.2016 168,6 166,0 167,3 15 3

30.06.2016 1717 167,5 169,6 3 4

05.07.2016 172,0 174,0 173,0 11 2

08.06.2016 173,9 169,1 1715 3 5
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16.1. att. Robustuma parbaude, izmantojot kolonnas temperatiiru 40 °C.

Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izmérs 4 pm;
plismas atrums 1 mL-min’; detekte$ana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 pL; A

eluents natrija acetata trihidrata buferSkidums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v)

(acetonitrils/adens) (2.3.4. nodala); segmentets gradients no 100/0 % Iidz 98,5/1,5 % A/B

no 0 m

in Iidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lidz 98/8 % A/B no 12,5 min lidz 20,5 min, no 98/8

% lidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min Itdz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz 61/39 % A/B no 21

min

Iidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min Iidz 40 min (3.42. att.)
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16.2. att. Robustuma parbaude, izmantojot kolonnas temperatiiru 43 °C.
Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izmérs 4 pm;
plismas atrums 1 mL-min’; detekte$ana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 pL; A

eluents natrija acetata trihidrata buferSkidums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v)
(acetonitrils/udens) (2.3.4. nodala); segmentéts gradients no 100/0 % lidz 98,5/1,5 % A/B
no 0 min Iidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % Iidz 98/8 % A/B no 12,5 min Iidz 20,5 min, no 98/8
% Iidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min Iidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz 61/39 % A/B no 21

min Iidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min lidz 40 min (3.42. att.)

253



(S
o
|
33.745 Orn

0.9-
- =
] @)
0.8 —
- 8
< o
=~1).7 o
= &
0.6 5 °°:>}
5 =
50.5 2 5 oo " o
O v o= o 2§
D m&o N S )] -
0.4 - E ' >6N ~ mﬁ
| N Z: | gS = o
1 O: 8 00 8 : - o
(i S gn @ o N $ [
0.3 - IB= oax 3 = . RN~ N I B
e \ t=0 = N = < | © Q =
O S| 85 O = o 1~ || B
o e E g < | | T 3
027 28 &< = 3 X 2 || e ||| B
<o mRa| TR 8 = & | B
o) -on — e} ~ 1 ‘ mﬂw ‘ ™
2l o NN - 3 ~N ‘ < N |l
0.1 A S ] N A
B S || L RN‘ 1] I
“H‘ | | ‘\ | |
5 10 15 20 25 30 35

IzdaliSanas laiks, min

16.3. att. Robustuma parbaude, izmantojot kolonnas temperatiiru 49 °C.
Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izmérs 4 pm;
plismas dtrums 1 mL-min; detekte$ana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 pL; A

eluents natrija acetata trihidrata buferSkidums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v)
(acetonitrils/udens) (2.3.4. nodala); segmentets gradients no 100/0 % Iidz 98,5/1,5 % A/B
no 0 min lidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % lidz 98/8 % A/B no 12,5 min lidz 20,5 min, no 98/8
% lidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz 61/39 % A/B no 21

min lidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min lidz 40 min (3.42. att.)
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16.4. att. Robustuma parbaude, izmantojot kolonnas temperatiiru 52 °C.
Hromatografijas apstakli: Pico Tag C18 3,9 mm x 300 mm kolonna, dalinu izmérs 4 pm;
plismas atrums 1 mL-min’; detekte$ana pie 254 nm; ievadito paraugu tilpums 10 pL; A

eluents natrija acetata trihidrata bufer§kidums pH 4,6; B Eluents 3/2 (v/v)
(acetonitrils/udens) (2.3.4. nodala); segmentéts gradients no 100/0 % lidz 98,5/1,5 % A/B
no 0 min Iidz 12,5 min, no 98,5/1,5 % Iidz 98/8 % A/B no 12,5 min Iidz 20,5 min, no 98/8
% Iidz 75,5/24,5 % A/B no 20,5 min lidz 21 min, no 75,5/24,5 % lidz 61/39 % A/B no 21

min Iidz 36,5 min, no 61/39 % lidz 85/15 % A/B no 36,5 min Iidz 40 min (3.42. att.)
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17. PIELIKUMS
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17.1. att. Asparaginskabes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

videjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.

—e—]zdalisanas faktors —e— AtdaliSanas faktors —e—Joslu izskirSana

0,5 g —— — —

0,0 T T T T T 1

37 40 43 46 49 52 T, °C 55

17.2. att. Glutaminskabes izdali§anas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu

videjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.3. att. Hidroksiprolina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

videjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.4. att. Serina izdali§anas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kirSanu vidéjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.5. att. Asparagina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.

—e—]zdalisanas faktors —e— AtdaliSanas faktors —e—Joslu izskirSana

17.6. att. Glicina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.7. att.

17.8. att.

—e—]zdalisanas faktors —e— AtdaliSanas faktors —e—Joslu izskirSana

37 40 43 46 49 52 55

Glutamina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.

—e—Izdalisanas faktors —e—Atdalisanas faktors —e—Joslu izskirSana

37 40 43 46 49 52 T, °C 55

Sarkozina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.9. att. Taurina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.10. att. Histidina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu videjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.11. att. Citrulina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkir§anu videjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.12. att. Treonina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkir§anu vidéjas

vértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.13. att. Alanina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkir§anu videjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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—e—Izdalisanas faktors —e—Atdalisanas faktors —e—Joslu izskirSana

17.14. att. Arginina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.15. att. Ieksejas standarta izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkir§anu

videjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.16. att. Prolina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.17. att. Tirozina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkir§anu videjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.18. att. Valina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkir§anu videjas

vértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.19. att. Metionina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.20. att. Pirma reagenta smailes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu

izSkirSanu vidéjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.21. att. Cistins izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.

12,0 - —e=IzdaliSanas faktors —e—AtdaliSanas faktors —e=—Joslu izskirsana
° —-——
100 T~
8.0 -
6,0 -
4,0 -
2,0 -
- — @ o

0,0 T T T T 1

37 40 43 46 49 52 55

T, °C

17.22. att. Otra reagenta smailes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu

izSkirSanu vidéjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.23. att. Cistationina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kirSanu
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videjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.24. att. Izoleicina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.25. att. Leicina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.26. att. Fenilalanina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

vidéjas vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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Triptofana izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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17.28. att. Ornitina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

veértibas atkariba no kolonnas temperatiiras izmainam.
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18. PIELIKUMS
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18.1. att. Asparaginskabes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

videjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.

—eo—[zdaliSanas faktors —e—AtdaliSanas faktors —e=—Joslu izskirsana

18.2. att. Glutaminskabes izdali§anas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu

vidéjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.

270



| —eo—[zdaliSanas faktors —e—AtdaliSanas faktors —e=—Joslu izskirsana

2,0

1,5 -

1,0 -

0,5 -

0,0 T T T T T 1
3,7 4 43 4,6 4,9 5,2 5.5

> pH ?
18.3. att. Hidroksiprolina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

vidéjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.4. att. Serina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.5. att. Asparagina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.6. att. Glicina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.7. att. Glutamina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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? ?

18.8. att. Sarkozina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.9. att. Taurina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.10. att. Histidina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.11. att. Citrulina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.12. att. Treonina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.13. att. Alanina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.14. att. Arginina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.15. att. IeksSeja standarta izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

vidéjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.

—e—[zdalisanas faktors —e—AtdaliSanas faktors —e=—1Joslu izskirSana

18.16. att. Prolina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.17. att. Tirozina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.18. att. Valina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.19. att. Metionina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.20. att. Pirma reagenta izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu iz§kir§anu

vidéjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.21. att. Cistina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.22. att. Otra reagenta smailes izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu

izSkirSanu videjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.23. att. Cistationina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

vidéjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.24. att. Izoleicina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu videjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.25. att. Leicina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.26. att. Fenilalanina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu

vidéjas vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.27. att. Triptofana izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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18.28. att. Ornitina izdaliSanas faktora, atdaliSanas faktora un joslu izSkirSanu vidéjas

vertibas atkariba no eluentu pH izmainam.
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