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Annotatsioon

Magistritdd eesmirgiks on juurutada dialiisaadi pentosidiini analiiiisimetoodika TTU
Tervisetehnoloogiate kromatograafialaboris. Uurimistod probleemiks on pentosidiini
heitdialiisaadi analiitisimetoodika puudumine. Kirjandusmaterjal kirjeldas plasma
pentosidiini analiilisimeetodit. Pentosidiini fluorestsentsi hindamine dialiisaadist on
oluline, et saada tdiendavat infot dialiiisiprotsessi kéigus eralduvatest lipofiilsetest

fluorofooridest.

Kromatograafialabori standardmeetodiga heitdialiisaadi analiiiisimisel ei olnud
dialtisaadist voimalik eristada vaba pentosidiini teistest segavatest fluorofooridest.
Kirjandusest leitud ioonpaari pdordfaas-kromatograafia meetod aga andis piisava
fluorofooride eralduse, mis vOimaldas méérata vaba pentosidiini kvalitatiivselt ja

kvantitatiivselt.

To6s annan {lilevaate pdordfaas- ja ioon-paarmeetodist, mida omavahel ka vordlen.
Valminud t66d on vdimalik edaspidi kasutada TTU Tervisetehnoloogiate instituudi

kromatograafialaboris kui ioonpaarmeetodi analiilisimetoodika juhendit.

Loputdd on kirjutatud eesti keeles ning sisaldab teksti 34 lehekiilge, 7 peatiikki, 19

joonist, 5 tabelit.



Abstract

Pentosidine Analysis Method Implementation in Chromatography

Laboratory of TUT Department of Health Technologies

The purpose of this thesis was to implement dialysate pentosidine analysis method in
chromatography laboratory of TUT department of Health Technologies. Problem of this
thesis was the lack of dialysate pentosidine analysis methods. Literature on all found

sources described plasma pentosidine analysis methods.

Evaluation of free pentosidine was done by two separate chromatography methods:
reverse phase (TR1) and ion-pair method (TR2). For both methods online fluorescence
detection wavelengths were set to Ex330/Em373 nm, that corresponds to pentosidine
fluorescence wavelengths. Mass spectra analysis was performed on MicrOTOF-QII
MS/MS type quadrupole/TOF type mass spectrometry. Protein bound pentosidine
separatsion was performed with Strata-XL column and separated protein fraction was

hydrolysed with a method found in the literature.

Free pentosidine identification was performed by comparison of dialysate and standard
solution peak retention times. TR1 reverse phase method did not achive enough
pentosidine separation from other fluorophores. Peak was melted into other peaks and
identification and quantification was problematic if not impossible. Mass spectra
analysis could not have been performed, because of small quantity of free pentosidine in
dialysate. TR2 ion-pair method provided good fluorophore separation, dialysate and
standard solution chromatogram comparison showed matching peaks with the same
retention time. Solid phase extraction control experiment showed that Strata-XL does
not retain all peptides. Based on that, it is not known how much protein bound
pentosidine the column retained and how much went through. This method requires

additional experiments.

The thesis is in Estonian and contains 34 pages of text, 7 chapters, 19 figures, 5 tables.
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1 Sissejuhatus

Hemodialiiiis (HD) on kallis ja mitmeid tunde kestev protsess, mille tdhusust saab
jélgida ureemiliste toksiinide eritumise madramisega. Ureemilisi toksiine méératakse
vereseerumist enne ja pirast HD-d. See on aegandudev protsess, kuna hdlmab vere
vOtmist, transporti laborisse ja analiilisi tegemist. See protsess on ka kulukas

kemikaalide ja lihekordse plastiku kasutamise ning t66jou tottu.

HD reaalajaliseks jdlgimiseks on olemas meetod, mille kdigus kasutatakse HD-
aparaadist véljuva dialiisaadi UV-sumbuvust (ingl Ultraviolet). Kuid see meetod ei ole
taiuslik, kuna iseloomustab vaid osa reaalajas eralduvaid ureemilisi toksiine, nagu vees
suhteliselt histi lahustuvad ja kergesti eralduvad ureemilised toksiinid. Teine osa —
lipofiilsemad ained, mis on seondunud vere albumiini pinnaga — eralduvad aeglasemalt,
nende seas on ka fluorestseeruvaid aineid, mille eraldamist patsiendi verest saab jdlgida
fluorestsentsi abil [1]. Uks oluline rithm fluorestseeruvaid aineid veres — Advanced
Glycation End-products ehk AGE-d — on aga kovalentselt seotud valkudega ja need
eralduvad dialiitisil ainult niivord, kuivord dialiitisivedelik  sisaldab  véikseid
dialiiisimembraani ldbivaid valke vdi valkude laguprodukte. Selle riithma ainete {iheks

tunnustatud markeriihendiks on pentosidiin.

Magistritod eesmidrk on AGE-de rilhma kuuluva pentosidiini analiilisimeetodi
juurutamine TTU Tervisetehnoloogiate instituudi kromatograafialaboris. Vastavalt t66

teemale on piisitatud jargnevad iilesanded:

1) hinnata laboris olemasoleva heitdialiisaadi analiilisimeetodi sobivust vaba
pentosidiini médramiseks;

2) valida kirjandusest sobiv metoodika ja hinnata selle sobivust vaba pentosidiini
maaramiseks dialiisaadis;

3) eraldada dialiisaadist viikeste valkude ja peptiidide fraktsioon seotud

pentosidiini analiilisiks hiidroliisaadis.



2 Gliikatsiooni lIopp-produktide iilevaade

AGE-d ehk gliikatsiooni 1dpp-produktid on heterogeenne aineiihendite grupp, mis tekib
mitte-ensiimaatiliselt valkude, lipiidide v4i aminohapete gliikatsiooni tulemusel [2].
Gliikatsioon on keerulist ja mitut jarjestikust oksiidatiivset ja mitteoksiidatiivset
molekulaarset limberkorraldust sisaldav reaktsioonide ahel mitmete erinevate 15pp-
produktidega [3]. Gliikatsiooni tuleb eristada gliikosiilatsioonist, mis on ensiimaatiline

gliikkoosi liitmise reaktsioon teiste ainetega [4].

Gliikeerumist kirjeldas esmaselt Louis-Camille Maillard 1912. aastal, selle seost toidu
pruunistumisega kiipsetamisel kirjeldas John E. Hodge 50 aastat hiljem [4]. Esimese
gliikkeeritud valgu avastamisest saati on avastatud palju teisi AGE-sid [4]. AGE-sid ei
saa kliinilises praktikas lihtsalt modta, sest neid on raske leida keerulisest bioloogilisest
materjalist nagu veri, lisaks nduab tdhtsamate kudedega {ihendunud iihendite hindamine
biopsiat, mis on invasiivne meetod [5]. Kuid mdnele AGE-le on iseloomulik

autofluorestsentsi omadus, mis lihtsustab selle tuvastamist in situ voi in vivo [4].

Uks suuremaid AGE-de tekkepdhjusi on diabeet [6]. Kdrgenenud gliikoositase vdib
esile kutsuda gliikatsiooni erinevates funktsionaalsetes ja struktuursetes valkudes nagu
plasmavalk ja kollageen [6]. Hiipergliikeemia soodustab AGE-de teket, kuid ei ole
nende moodustumise pdohjus [5]. AGE-de teke suureneb ka korgemas vanuses,
oksiidatiivse stressi tagajirjel vOi seoses pdletikuga ning need hakkavad kuhjuma
ndrgenenud maksa- voi neerufunktsiooniga organismis [2]. Eksogeensed faktorid nagu

sOomisharjumused ja suitsetamine mdjutavad AGE-de moodustumise kiirust [4].

AGE-de kuhjumist organismis on seostatud nii vdhenenud neerufunktsiooni kui ka
suurenenud organismisisese AGE-de moodustumisega [2]. AGE-de kuhjumisel
organismis mangib tdhtsat rolli ka toitumine, olles iiks AGE-de allikaid [2]. Toidust
saadavad AGE-d tostavad neerupuudulikkusega patsientidel seerumi AGE-taset [7].
Uribarri et al. uuring niitab ka, et toidust saadavat AGE-de hulka on vodimalik

vihendada ilma, et kompromiteeritaks vajalike toitainete kédttesaadavust, kuna ei ole



leitud korrelatsiooni seerumi AGE-taseme ja valgu, rasva ega siisivesikute toidunormi

vahel [7].

Olenemata oma suurest struktuursest heterogeensusest on kdik AGE-d seondunud kas
valgu peptiidahela kiilge (adukt) voi valgusiseste peptiidahelate vahele (ristiihendus)
[2]. Plasmavalkude nagu albumiini, fibrinogeeni ja globuliinide mitte-ensiimaatiline
muutus voOib tekitada erinevaid kahjulikke efekte. Nende hulka kuuluvad ravimite
seondumise muutus plasmas, trombotsiilitide aktivatsioon, hapniku vabaradikaalide
teke, héiritud fibrinoliilis ja immuunsiisteemi regulatsioon [6]. Valkude gliikatsioon
hdirib nende normaalset funktsiooni: segades molekulaarset kohandamist, muutes
enslimaatilist aktiivsust, vihendades nende tundlikkust IShustumisele ja retseptorite
aratundmisvoimet [6]. AGE kuhjumise maédr ja sellest tulenev kahju on rohkem

esindatud kudedes, millel on madalam uuenemiskiirus [8].

AGE organismivélise saamise ja organismisisese tekke vastu on kroonilise
neerupuudulikkuse korral mitmeid strateegiaid. Organismivélise AGE allika
vihendamiseks aitab rohke AGE-de sisaldusega toidu véltimine ja korge
suhkrusisaldusega toitude s60mise vdhendamine. AGE organismisisese moodustumise
vihendamiseks saab kasutada probiootikume voi antioksiidante (vitamiin E). Juba
olemasolevate AGE-de ristithenduste 16hustamiseks saab kasutada ravimit Alagebrium.
Kdige parem AGE kuhjumise vastane ravi kroonilise neerupuudulikkuse korral on siiski

uue neeru siirdamine. [9]

2.1 Maillardi reaktsioon

AGE-de teke on keeruline molekulaarne protsess, mis sisaldab endas lihtsaid ja
keerukamaid mitmeastmelisi reaktsioone [4], mis toimuvad nédalate voi kuude jooksul
[10]. Maillardi reaktsioon on mitte-ensiimaatiline reaktsioon valguvaba aminoriihma ja
redutseeriva suhkru karboniiiilriihma vahel (vaata Joonis 1) [6]. Reaktsioon voib aset
leida nii kudedes kui ka hoiustatud gliikoosilahustes, nagu néditeks lahustes, mida
kasutatakse peritoneaaldialiiiisi l1&biviimiseks [5]. Maillardi reaktsiooni algstaadiumis
soltub gliikatsioon rohkem algainete kontsentratsioonist kui hilises faasis, mis tdhendab,

et diabeet soodustab reaktsiooni [10].
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H., .0 H., .»,N—Valk
C C CH,-NH-Valk

H-C- OH H-C- OH c=0
HO-C-H  + NH.- Valk HO-C-H HO-C-H
H=C-OH  yasiini véi acginiini jask H-C-OH H-C-OH
H‘-?“GH H—(IZ—D'H H‘-tl."“DH
CH,OH CH.,OH CH,OH
Redutseeriv suhkur schiffi alus Ketoamiin

{Amadeori produkt)

Valk - AGE AGE - Valk - AGE
(Valgu adukt) (Valgu ristiihendus)

Joonis 1. Maillardi reaktsiooni skeem, kohandatud allika [4] pShjal.
Maillardi reaktsiooni saab jaotada kolmeks alagrupiks: varajane, vahepealne ja hiline
staadium [6]. Reaktsooni kestus on igas staadiumis aeglane, mille tulemuseks on valgu
struktuuri muutus ja pohjalikud muutused molekuli biokeemilistes omadustes [3].
Varajases staadiumis reageerib gliikoos (vOi moni teine redutseeriv suhkur nagu
fruktoos, pentoos, galaktoos, mannoos voO1 ksiiloos) bioloogilise amiini vaba
aminorithmaga ning moodustab ebastabiilse iihendi, mida nimetatakse Schiffi aluseks,
mis omakorda l&bib timberkorraldusi ja moodustab stabiilsema Amadori’ produkti [6].
Vahepealses staadiumis laguneb Amadori produkt dehiidratatsiooni, oksiidatsiooni ja
teiste keemiliste reaksioonide mojul mitmesugusteks reaktiivseteks
dikarboniitiliihenditeks nagu gliioksaal, metiililgliioksaal ja deoksiigliikosoon [6].
Hilises  gliikatsioonistaadiumis  tekivad  dikarboniiiiliihenditest  oksiidatsiooni,
dehiidratatsiooni ja tsiikliliste reaksioonide kaudu podrdumatud iihendid, mida
nimetatakse AGE-deks [6]. Hapnik, reaktiivsed hapnikuiihendid (ROS - reactive
oxygen species) ja redoksaktiivsed siirdemetallid kiirendavad AGE-de tekkimist [4]

ning redutseerivad iihendid nagu askorbiinhape parsivad seda [10].

AGE-d on kollakaspruunid, fluorestseeruvad ja lahustumatud aduktid, mis
akumuleeruvad pikaealistes valkudes, héirides sellega nende fiisioloogilisi funktsioone
[6]. Ureemilistel patsientidel, kelle organismis kuhjub suures kontsentratsioonis AGE-

sid, vdivad need modjutada lithema elueaga {ihendeid nagu rasvaiithendid ja
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nukleiinhapped [10]. Lisaks vdivad AGE-d olla valkudevahelised ristliilid, tekitades

proteinaasiresistentseid agregaate [6].

2.2 Pentosidiin

Pentosidiini eraldasid ja iseloomustasid esmakordselt Sell ja Monnier 1989. aastal [4,
11]. See koosneb arginiin- ja liisiinjddkidest, mis on ristseotud pentoosiga [4].
Pentosidiin on fluorestseeruv gliikoksiidatsiooni (gliikatsiooni reaktsioon oksiidatsiooni
kaudu) produkt, mis moodustab valgu peptiidahelate vahelisi ristiihendusi [4].
Pentosidiin on siisivesikute baasil gliikeerunud ja okstideerunud AGE [12]. Pentosidiinil
endal ei ole erilist bioloogilist aktiivsust, kuid ta korreleerub tugevalt karboniiiilithendite
tasemega, mis on AGE moodustumise eelained, mistdttu peetakse seda usaldusvéirseks
AGE markeriks [13]. Plasmavalguga seotud pentosidiin moodustab rohkem kui 95%
kogu pentosidiinist, mis on peaaegu erandlikult seotud albumiiniga [12]. Pentosidiini
vabavorm, mis on ndidatud Joonis 2, moodustab 3—4% kogu pentosidiinist normaalse
neerufunktsiooni korral [12], kuid hakkab kuhjuma langenud neerufunktsiooni korral

[14]. Vaba pentosidiini molekulaarkaal on 378,2 g/mol ja ta on hiidroliiiisile resistentne

[11].

AN
\\}\‘_0
/T \
N — N-H
= N / H
PR
. s H

Joonis 2. Pentosidiini keemiline struktuur. [13]
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Sell ja Monnier tegid kindlaks, et pentosidiini UV-sumbuvuse piik on 320 nm [11].
Neelduvus oleneb pH-tasemest, mis on maksimaalne pH 12 ja minimaalne pH 2 juures
[11]. Pentosidiin on fluorestseeruv, olles kdige intensiivsem ergastuse (EX)
lainepikkusel 330 nm ja emissiooni (Em) lainepikkusel 373 nm [15]. Ka fluorestsentsi

intensiivsus on pH-st sdltuv, olles maksimaalne pH 2 ja minimaalne pH 9 juures [11].

2.3 Pentosidiini analiitisivoimalused

Kirjanduse pohjal on plasma pentosidiini peamine analiiiisitehnika kdrgsurvevedelik-
kromatograafia [11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20]. Pentosidiini eralduse saavutamiseks
kasutatakse poordfaas C18 kolonni [11, 12, 14, 15, 16, 17, 18]. See metoodika ulatub
tagasi aastasse 1989, kui Sell ja Monnier kasutasid seda pentosidiini kindlakstegemiseks
[11]. Pentosidiini analiilisiks kasutatakse ka HypercarbTM poorset grafiitsiisinikkolonni,
mis seob polaarseid iihendeid [19, 20]. Antud meetodite eluentideks on vesi ja
atsetonitriil, mille vahekordi muudetakse uuringu kdigus lineaarse gradientmeetodiga
[11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20], kuhu on lisatud ioonpaarreagenti, milleks vdib olla
kas heptafluorovoihape (HFBA) [11, 12, 15, 16, 18] vai trifluorodddikhape (TFA) [15,
19, 20].

Immunokeemilise ELISA meetodi sobivust pentosidiini leidmiseks on TTU
Tervisetehnoloogia instituudi kromatograafialaboris juba uurinud Mari-Liis Kasemets
oma bakalaureuset60s ,,Pentosidiin-spetsiifilise antikehade testi sobivus pentosidiini
analiilisiks neeruhaigete hemodialiisaadis* aastal 2014 [21]. Kuigi plasma pentosidiini-
spetsiifiline ELISA meetod annab vorreldavaid tulemusi HPLC-analiiiisiga, eelistatakse
viimast kogu pentosidiini (seotud ja vabavorm) mdotmiseks, sest ELISA meetodi
antikehad ei pruugi ulatuda valgusisese pentosidiinini [12]. Lisaks on ELISA meetodi
korral vajalik hiidroliilisimine ja valgu enslimaatiline lagundamine, mis v3ib antikeha

seondumiskohta muuta [12].

Vastavalt TTU Tervisetehnoloogiate instituudi kromatograafialabori analiiiitilistele
vOimalustele kasutati antud t60s pentosidiini uurimiseks korgsurvevedelik-

kromatograafiat koos fluorestsentsmonitori ja massispektromeetriga.
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3 Korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC)

Kromatograafia on ainesegude eristamise tehnika, mis lahutab ainesegu komponentide
molekulaarse struktuuri ja molekulaarse koostise alusel. Kromatograafia hdlmab
statsionaarset (kolonnitdide) ja mobiilset faasi (eluent). Mobiilne faas voolab lédbi
statsionaarse faasi, kandes uuritavat ainesegu endaga kaasa. Proovi aineosad, millel on
suurem vastastikmoju statsionaarse faasiga, liiguvad kolonnist 14bi aeglasemalt kui
viiksema vastastikmojuga aineosad. See ldbimiskiiruse erinevus pohjustab erinevate
aineosakeste eraldumist liksteisest. Tavalise vedelikkromatograafia puhul liigub eluent
gravitatsiooni mojul 1dbi kolonni. Vedelikkromatograafia edasiarendus on HPLC, kus
statsionaarse  faasi eripinna suurendamiseks kasutatakse viga peeneteralist
kolonnitdidet, mistdttu eluent enam niisama kolonni ei 1dbi ja on vajalik

korgsurvepumba kasutus. [22]

3.1 HPLC tiiiibid

Peamiselt kasutatakse HPLC abil eralduse tekitamiseks kolme keemiliste tihendite
omadust. Need on polaarsus, molekulaarne suurus ja elektriline laeng. Molekulide
polaarsus ja mittepolaarsus on tingitud molekuli funktsionaalsest rithmast, mis
omakorda tekib molekulide siseste aatomite kindlast jdrjestusest. Sarnase
kromatograafilise polaarsusega molekulid tdombuvad ja erineva polaarusega molekulidel
on kas viiksem vastastikmdju voOi tdukuvad iiksteisest. Polaarsuse hindamiseks
kasutatakse kahte HPLC-meetodit, milleks on normaalfaas- ja podrdfaaskromatograafia.

[23]
3.1.1 Normaalfaasi ja poordfaasi HPLC

Normaalfaasi HPLC-meetod eraldab uuritava proovi polaarsuse pohjal. Selleks
kasutatakse polaarset statsionaarfaasi ja mittepolaarset mobiilset faasi. Tavaliselt
kasutatakse statsionaarseks faasiks silikageeli ja mobiilseks faasiks heksaani,

metiileenkloriidi, kloroformi, dietiiiileetrit voi nende segusid. Tédnu sellele peetakse
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polaarsed proovid kolonnitdite polaarsel pinnal kauem kinni kui vdhem polaarsed

aineosakesed. [22]

Poordfaas-HPLC termin kirjeldab kromatograafia meetodit, mis on vastupidine
normaalfaasi kromatograafiale [23]. Nimelt on podrdfaas-HPLC puhul statsionaarne
faas mittepolaarne (hiidrofoobne), ning mobiilne faas on polaarne vedelik nagu vee ja
metanooli segu vOi atsetonitriil [22]. Selle to6pohimdte seisneb hiidrofoobsetel
vastastikmodjudel, ehk mida mittepolaarsem materjal on, seda kauem seda kolonnis kinni

peetakse, nagu nédidatud Joonis 3 [22].

Stationary Phase Is Non-Polar (C,.)

) T Y R Ny e Sy Y Y e G Y Lol 7Y Mﬂhlle Phaﬁﬂ

l . —+is Polar

- a— WA (Aqueous)

Sample

Joonis 3. Niide proovi eraldumisest pdordfaaskolonnis. Polaarne kollane vérv liigub 1ibi kolonni
kiiremini kui mittepolaarne sinine varv. Statsionaarne faas on mittepolaarne (C18), mobiilne faas on
polaarne. [23]

Eraldus oleneb mobiilses faasis lahustunud molekuli hiidrofoobsest seondumisest
statsionaarse faasi pinnal oleva litkumatu ligandiga [24]. Proovi segu lastakse alguses
lébi kolonni vett sisaldava puhvriga ja proov pestakse kolonnist vélja mobiilsesse faasi
lisatud orgaanilise lahustiga [24]. Elueerimist saab ldbi viia isokraatses tingimuses, mis
tdhendab, et orgaanilise lahusti kontsentratsioon on uuringu jooksul konstantne [24].
Gradientviljapesu puhul touseb aja jooksul orgaanilise lahuse kontsentratsioon [24].
Téanu sellele elueeruvad proovi aineosad tdusva molekulaarse hiidrofoobsuse jirjekorras
[24]. Poordfaaskromatograafia on  tdnapdeval laialdasemalt levinud  kui
normaalfaaskromatograafia, sest tal on parem korratavus ja laiem kasutusvaldkond [23].
Kdige populaarsem kolonn podrdfaaskromatograafia korral on silikageeli tdidis, mille
kiilge on ithendatud C18-ahel, mida nimetatakse ka ODS-kolonniks (ingl Octadecy!-
silica) [23].

3.1.2 Suuruseksklusioon-HPLC

Suuruseksklusioon-HPLC kolonn on tdidetud materjaliga, millel on kindel pooride

1abimodt ja aineosakesed eralduvad vastavalt oma molekulaarsele suurusele [22].
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Statsionaarse faasi poorisuuruse jaotus valitakse vastavalt uuritava analiiiidi molekuli
suurusele, et see ldbiks antud poore [23]. Suuremad molekulid lidbivad kolonni
kiiremalt, sest liiguvad poorsete graanulite vahelt ldbi [22]. Viiksemad molekulid
labivad kolonnitdite poore ja tulevad kolonnist hiljem vilja [22]. Mobiilsel faasil on
kaks tlesannet: lahustada uuritavat analiiliti ja véltida polaarsusest voi laengust

tekkivaid vastastikmojusid analiilidi ja statsionaarse faasi vahel [23].
3.1.3 Ioonvahetus-HPLC

Ioonvahetus-HPLC statsionaarne faas on proovi ioonidega vastupidise laenguga [22].
Tiiiipilised biomolekulide laetud riihmad on ~NH;*, =NH,*, >NH", -COO", PO, SO;*
[25]. Erinevalt polaarsusest, ioonvahetus-HPLC korral vastandioonid tdmbuvad ja sama
laenguga ioonid toukuvad [23]. Seda meetodit kasutatakse ainult iooniliste voi
ioniseeritavate proovide puhul [22]. Statsionaarfaasi pind on funktsioonilt happeline voi
aluseline, olenevalt uuritavast proovist [23]. Katioon-ioonvahetit kasutatakse positiivselt
lactud aineosakeste tombamiseks ja hoidmiseks kolonni negatiivsel pinnal [23].
Vastupidiselt, anioon-ioonvaheti tdmbab ja hoiab negatiivselt laetud aineosakesi
kolonni positiivsel pinnal [23]. Mida tugevam on proovi laeng, seda tugevamalt tdombub
ta statsionaarfaasi pinnale ja seda kauem Idbib kolonni [22]. Mitte-lihendunud
biomolekulid, nagu neutraalsed molekulid ja statsionaarse faasiga sama laenguga
molekulid, tulevad koheselt kolonnist 1dbi ja nende eraldust ei teki [25]. Mobiilne faas

on vedelik, mille puhul kasutatakse pH-d ja ioonset joudu, et mdjutada proovi kolonni

labimisaega [22].
3.1.4 Ioonpaarkromatograafia

Ioonpaarkromatograafia on alternatiiv ioonvahetuskromatograafiale [26]. loonpaari
reagent ehk vastandioon on vastandlaenguga uuritavale ainele ja seda lisatakse
mobiilsesse faasi [27]. loonpaari moodustumisele on kaks teooriat [27]. Esimese teooria
jéargi vastandioon ja uuritav proov moodustavad ioonpaari. Tekkinud ioonpaar on pikk,
mittepolaarne pseudomolekul, mille laeng on iihenduskohast neutraliseeritud [27].
Seejarel eraldub pseudomolekul statsionaarsel faasil nagu tal poleks laengut [27]. Teise
ioonpaarteooria kohaselt tihendub vastandioon kdigepealt statsionaarse faasiga, olles ise
vastastikmdjus uuritava analiiidiga [27]. loonpaarkromatograatia eelisteks on, et saab

kasutada poordfaaskromatograafia kolonni, tekitada eraldust happeliste, aluseliste ja
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neutraalsete ainete segust ning mdjutada selektiivsust vastandiooni valikuga [26]. Kui
ioonpaarreagente kasutatakse gradientmeetodil, siis peaks lisama neid koikidesse
eluentidesse sama palju, et véltida baasjoone triivi analiilisi ajal [27]. Ideaalis peaks

ioonpaarreagent olema uuritava aine lainepikkustel optiliselt mitteaktiivne [27].

3.2 HPLC siisteemiosad

HPLC-masin koosneb pumbast, proovidosaatorist, kolonnist, detektorist, integraatorist
vOi andmete to6tlejast ja kuvamissiisteemist ning see slisteem on ndidatud Joonis 4 [22].
Kogu siisteem on omavahel tihendatud korgsurvet kannatavate torude ja kinnitustega,
mille kaudu juhitakse mobiilne faas, proov ja eraldatud iihendid edasi silisteemi osade
vahel [28]. Kuna tulemust andev t60 toimub kolonnis, nimetatakse seda siisteemi

stidameks [27].

‘ isampie
HPLC - — "'h'l_
Injector :IJ—D Detector i
pump
HPLC column I

HPLC Data aquisition
selvent v

waste

Joonis 4. Kdrgsurvevedelikkromatograafia skeem koosneb: HPLC eluent, pump, proovidosaator, kolonn,
detektor ja andmete talletamise siisteem [22].

3.2.1 Eluent ja selle eeltootlus

Eluendi ndu sisaldab mobiilset faasi ja see on reeglina klaasist [22]. Eluenti nimetatakse
mobiilseks faasiks, sest ta liigub [28]. Mobiilsel faasil ei tohiks olla omadusi, mida
kasutatakse detekteerimiseks [26]. Sellisel juhul voib esineda tahtmatuid
baasjooneefekte ja lisapiike kromatogrammil [26]. Soovituslikud eluendid on
margistusega ,, HPLC grade* voi sarnase kvaliteediga [26]. Kui eluenti ei kasutata tema
originaalpudelist, siis on vajalik selle filtreerimine 0,5 vo6i1 0,8 pum filtriga enne kasutust
[26]. Alati on oht, et eluendis vOib esineda tahkeid osakesi, mis vdivad kahjustada

pumpa, klappe vai tekitada ummistust kapillaarides voi kolonnis [26].

17



Eluentidest, mida kasutatakse HPLC jaoks, tuleks eemaldada gaas, eriti polaarsete
eluentide korral, sest nendes lahustub hapnik histi [26]. Ilma gaasi eemaldamiseta
voivad ilmneda jargmised probleemid: OShumullid detektoris, kus vastusurve on
vdiksem, suur baasjoone miira, vidiksemad piigid ja lisapiigid kromatogrammil, kuna
lahustunud hapnik neelab lihikese lainepikkusega UV-kiirgust ja vidhendab
fluorestsentsi [26]. Kodige tavalisem gaasieemaldi on ténapdeval vaakumkambriga
timbritsetud gaasi ldbilaskev toru voi membraan, mida méoda mobiilne faas liigub [29].
Kui kambris genereeritakse vaakum, siis lahustunud gaasid l&bivad toru v6i membraani

poore, kuid mobiilne faas, mis on vedelik, jaéb torusse [29].

Kahe v0i enama eluendi korral on vajalik nende segunemine enne kolonni joudmist.
Selleks on kahte eri tiilipi miksereid — madalrohu- ja korgrohumikser.
Madalrdhumikseri korral toimub segunemine enne pumpa, elektrooniliselt juhitava
klapi abil, mis laseb eluenti siisteemi vastavalt noudlusele. Kdrgrohumikseri puhul

toimub segunemine pérast pumpa ja iga eluendi jaoks on vajalik eraldi pump. [30]
3.2.2 Korgsurvepump

Pumba eesmirk on liikata eluenti 1dbi kolonni ja detektori [22]. Pump peab suutma
saavutada ja hoida kindlat mobiilse faasi voolukiirust, mida tiilipiliselt moddetakse
tthikuga ml/min [28]. Lisaks ei tohi voolukiirus oleneda kolonni vastusurvest [26].
Pumba t60surve oleneb kolonni diameetrist, statsionaarse faasi sorbendi tera suurusest,
voolukiirusest ja mobiilse faasi koostisest (viskoossusest) [22]. Mobiilse faasi liikkumine
el tohi olla pulsiline, eriti murdumisnéitaja-, juhtivus- ja elektrokeemilise detektori

korral [26]. Pump peab tagama voimalikult {ihtlase pulsatsioonita voolu [26].

HPLC jaoks saab kasutada eri tiilipi pumpasid nagu pneumaatiline, membraankolb- ja
pritsepump, kuid kdige efektiivsem ja vastupidavam on kolbpump. Uhe kolviga pump
tekitab tugevat pulsatsiooni ja sellepérast kasutatakse enamasti kahe kolviga pumpasid,
mis on kujutatud Joonis 5. Kaksikkolbpumba t66pohimdte on, et kolvid liiguvad eri
faasides: kui iiks tditub, siis pumpab teine samal ajal eluenti. Sel viisil pumbatakse

eluent {ihte kanalisse ja minimeeritakse voi elimineeritakse pulsatsioon. [30]
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Joonis 5. Kahe kolviga pumbad: (a) kaksikkolbpump, mille vasak kolb on téitetsiiklis ja parem kolb on
tootsiikli 16pus, (b) akumulaatorkolbpump, mille iilemine kolb on t&6tsiikli 16pus ja alumine on
téitetsiiklis. Nooled néitavad kolvide litkumise suunda; voolurdhu graafik on paremal [30].

Proovidosaator

Proovidosaator vdib olla manuaalne vOi automatiseeritud siistimise siisteem
(autosampler) [22]. HPLC automaatsiistimissiisteem peab suutma hea korratavusega
siistida suurt vedelikukoguse vahemikku korge surve all [22]. Lisaks ei tohi proovi
slistimine siisteemi takistada mobiilse faasi pidevat voolamist [28]. Selleks kasutatakse

kuue avaga kahepositsioonilist klappi, mis on kujutatud Joonis 6 [26].

Joonis 6. Kuue kanaliga proovisiistimisklapp: (a) laadimispositsioon, (b) siistimispositsioon. [31]

Proovi sisestamiseks kromatograafi tdidetakse klapi aas kas tdielikult voi osaliselt. Aasa

suurus dikteerib proovi maksimaalse siistimise mahu, sest kui siistida aasa ruumalast
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suurem proovi hulk, ldheb lilejddk otse jddkidesse. Sellepérast eelistatakse kasutada

suuremat aasa ja osaliselt tdidetud aasa meetodit. [31]
3.2.3 Kolonn

Kolonnid on tavaliselt tehtud poleeritud roostevabast terasest, need on 50-300 mm
pikad ja nende sisediameeter on 2—5 mm [22]. Kolonn on tdidetud statsionaarse faasiga,
mille osakese suurus on 3—10 um [22]. Statsionaarne faas voib olla kas tahke, poorne
voi pindaktiivne materjal, mis on mikroosakeste kujul voi tahkel alusel 6hukese kihina
[26]. Kolonni modlemas otsas on roostevabast terasest kettakujuline filter, mida
nimetatakse fritiks [27]. Sellel on kaks funktsiooni: esiteks vildib see siistitud proovi
teatud suurusest alates osakeste sattumist kolonni, teiseks ei luba see statsionaarset faasi
kolonnist vélja uhtuda [27]. Tditematerjali nimetatakse statsionaarseks faasiks, sest seda
hoiab kindlalt paigal kolonni {imbris [28]. Kolonni, millel on véiksem sisemine

diameeter kui 2 mm, nimetatakse mikropoorkolonniks [22].

Stisteemi vOib lisada ka lihikese kaitsekolonni, mis paigaldatakse proovidosaatori ja
eralduskolonni vahele. Selle tditematerjaliks on sama statsionaarne faas mis
eralduskolonnis voi sellega keemiliselt sarnane. Sellega saab véltida proovi osade
sattumist eralduskolonni, mis sealt ldbi ei tule. Oigesti valitud ja paigaldatud
kaitsekolonn ei mojuta eraldusfaktorit ja selle regulaarne vahetamine aitab pikendada

eralduskolonni eluiga. [26]

Temperatuuri mdju eri HPLC-meetodite korral on erinev, mdne meetodi korral
suurendab see eraldusfaktorit, mone korral vihendab [26]. Analiiiisi ajal peaks mobiilse
ja statsionaarse faasi temperatuuri hoidma stabiilsena, et ei tekiks ebakdlasid [22]. Tuleb
arvestada ka sellega, et mobiilne faas soojeneb voolutakistuse tagajirjel, sellest
tulenevalt peaks jahutama mobiilset faasi ja kolonni, kui mobiilne faas on madala

keemistemperatuuriga [26].
3.2.4 Detektorid

HPLC-detektor asub pérast kolonni ja detekteerib kolonnist tulevat eraldatud proovi
[22]. Selleks jdlgib ta mingil méaédral muutusi mobiilse faasi koostises ja muundab selle
elektriliseks signaaliks ning edastab selle isekirjutajale voi ekraanile, kus see on ndhtav

kui korvalekalle baasjoonest [26]. Detektorid vdivad olla kas kontsentratsiooni- voi
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massitundlikud [26]. Seda on vdimalik kindlaks teha, kui jitta HPLC-pump piigi
maksimumi ajal seisma, siis séilitavad kontsentratsioonitundlikud detektorid oma
taseme, kuid massitundlikud saavutavad taas oma baasjoone [26]. HPLC korral on kuus
peamist detektoritiilipi: murdumisnditaja-, ultraviolett-, fluorestsents-, elektrokeemiline,
juhtivusdetektor ja massispektromeetria [27]. Massitundlikud on elektrokeemiline ja
juhtivusdetektor [26] ning massispektromeetria [27]. Konsentratsioonitundlikud on
UV-, fluorestsents- ja murdumisniitajadetektor [26]. TTU Tervisetehnoloogiate
instituudi laboris on kromatograafidel kasutuses UV-, fluorestsentsdetektor ja

massispektromeeter.

Massispektromeeter, mida ihendab HPLC-siisteemi kiilge aurustav liides, on HPLC-
siisteemis koige paindlikum ja kallim detektor [27]. Sellest saadava informatsiooni
pohjal saab kindlalt dra identifitseerida eraldatud ained, kuid vajalik on ulatuslik
andmete kogumine ja hindamine ning padev operaator [27]. Massispektromeetist on

lahemalt juttu peatiikis 3.3.

UV-detektor registreerib eluendi sumbuvust [26]. Mobiilse faasi valikul peaks ldhtuma
selle optilistest omadustest, ehk ta ei tohi olla optiliselt aktiivne detektori lainepikkustel
[26]. Ténapdeval kasutatakse muudetava lainepikkusega UV-detektoreid, mis
voimaldavad katta lainepikkuse ulatuse 195-650 nm [27]. Selleks on kasutuses kaks
lampi: deuteeriumlamp (UV, kuni 340 nm) ja volfram-halogeenlamp (ndhtav valgus,
340-650 nm) [26]. Sellisel juhul on kindla lainepikkuse valimiseks paigutatud
difraktsioonivore enne detektorrakku, mis murrab talle langeva valguse eraldi
lainepikkusteks, kuid see voimaldab jdlgida vaid iihte lainepikkust antud ajahetkel [26].
Sellise detektori uuendus on dioodrividetektor, kus difraktsioonivdre on asetatud pérast
detektorrakku ja iihe fotodioodi asemel on neid pandud ritta palju, selle ndide on Joonis
7 [27]. Mida suurem fotodioodide rida, seda iiksteisele ldhedasemaid lainepikkusi valida
saab [27]. Selline 1dhenemine vdimaldab samaaegselt jdlgida mitut lainepikkust korraga

[26].
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Joonis 7. Dioodrividetektori toopShimdte. [32]

Fluorestsentsdetektor on tundlikum ja spetsiifilisem kui UV-detektor [27]. Ained, mida
fluorestsentsdetektori abil leitakse, peavad UV-kiirguse toimel sumbuma ja lisaks veel
fluorestseeruma [27]. Kui aineiihendid vastavad nendele kriteeriumitele, siis on neid
voimalik tuvastada 2—10 korda suurema tundlikkusega kui UV-detektoriga [27]. Selleks
on vaja intensiivset lampi, et anda ergastav energia UV- ja ndhtava valguse ulatuses
[33]. Tiitipiliseks valikuks on ksenoonimpulsslamp, mis véimaldab lainepikkusi 200 nm
kuni 700-900 nm ulatuses [33]. Viltimaks ergastusvalguse sattumist fotodioodi,
seatakse see 90-kraadise nurga alla, sest fluorestsentsi emissioon kiirgab igas suunas
[33]. Ergastus- ja emissiooni lainepikkuste valimiseks kasutatakse monokromaatorite
paari, selleks on neil molemal sisseehitatud difraktsioonivore, mis lahutab langeva
valguse spektriks ja valib uuritava ergastus- ja emissiooni lainepikkuse [33].

Fluorestsentsdetektori ehitus on esitatud Joonis 8.

Sample in

Excitation filter or l
monachromator Flow cell

- 4

- AR
Light |
source — i ———— — - Out

Falin Emission filter or
T ‘ monochromator
Photodetector

Joonis 8. Fluorestsentsdetektori to6pohimdte. [33]
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3.2.5 Integraator ja arvuti

Detektorist tulevaid signaale salvestatakse elektrooniliste integraatorite abil, mis
varieeruvad oma keerukuse ja kromatograafiliste andmete toGtlemise, talletamise ja
taastootlemise voimekuse poolest [22]. Kasutades analoog-digitaalkonverterit, muudab
integraator  pideva  analoogpinge signaali  diskreetideks ehk  astmeliseks
digitaalsignaaliks [27]. Integraator liidab piigialuse ala ja salvestab pindala, piigi
korguse ja piigi maksimumi aja iga piigi korral [27]. Arvuti iilesandeks on piikide
leidmine, integratsioon ja tuvastamine, mis tehakse samaaegselt kromatografeerimise
kdigus [27]. Arvutiga andmete toGtlemine talletab rohkem informatsiooni ja vajab
rohkem mélu, kuid vdimaldab analiilisijirgset kuvamist ja kromatograafi andmete

taastootlemist [27].

3.3 Korgsurvevedelikkromatograafia massispektromeetria (LC/MS)

Kromatograafia peamine puudus on ainesegu komponentidele iiheselt mdistetava
tuvastuse andmine, isegi kui need on iiksteisest tdielikult eraldunud. Tuvastus baseerub
kolonnist vdljumisaja vordlusel referentsmaterjaliga, mille analiiis on 1dbi viidud
identsetes tingimustes. Massispektromeetri korral on paljude aineiihendite massi
spektrid piisavalt spetsiifilised, et neid on véimalik tuvastada piisava usaldusega. Kuid
kui uuritav aine on osa ainete segust, siis koosneb massispekter ainesegu koikidest
ioonidest, mis teeb tuvastamise oluliselt raskemaks kui mitte vdimatuks. Sel juhul aitab
kromatograaf viia ained massispektromeetrisse iikshaaval. Ainete puhul, millel on

sarnane vOi sama eraldusaeg, saab komponente eraldada masside erinevuse jargi. [34]

Massispektromeetria on analiiiitiline tehnika, mis annab uuritavate ainete kohta nii
kvalitatiivset (struktuur), kui ka kvantitatiivset (molekulaarmass vdi kontsentratsioon)
informatsiooni pérast nende ioonideks muutmist [35]. Uuritavad molekulid juhitakse
esmalt massispektromeetri ionisatsiooniliidesesse, kus nad ioniseeritakse ja saavad kas
positiivse vOi negatiivse laengu [35]. Ioon juhitakse seejirel ldbi massianaliisaatori [35].
Seal lendab laetud ioon ldbi magnet- voi elektrivdlja [35]. Selle toimel on iooni
korvalekaldumine oma trajektoorist mojutatud pdordvordeliselt molekulaarmassist ja
vordeliselt laengust [27]. Tédnu korvalekaldele satuvad ioonid detektori eri

piirkondadesse vastavalt oma massi-laengu (m/z) suhtele [35]. Mida véiksem mass, seda
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suurem korvalekalle antud laengu juures, mida suurem laeng, seda suurem korvalekalle
antud massi juures [27]. Massispektromeetri analiisaator todtab korge vaakumi
tingimustes (10°-107 torr), et viltida kokkuporkeid 6hu molekulidega, mis vdivad
pohjustada ioonide lagunemist vOi neutraliseerimist enne nende joudmist detektorini

[36].
3.3.1 LC/MS-liides ja ionisatsioonitiiiibid

HPLC-kolonnist tuleva eluendi rohk ja kogus on massispektromeetri jaoks liiga suur ja
see koormaks MS-detektori {ile [36]. Sellepdrast peab LC/MS-liides suutma eemaldada
enamiku mobiilsest faasist ja selle lisandid ilma uuritava aine eemaldamiseta [36].
Selline peen tasakaal saavutatakse kiittekehade, vdhendatud rdhu ja inertse gaasi
pihustamise kombinatsiooniga, et aurustada ja eemaldada ebavajalikud eluendiosad
[36]. Mobiilse faasi voolukiiruse vihendamiseks paigutatakse enne liidest klapp, mis
voimaldab soovitud hulga HPLC-st tuleva eluendi juhtimist massispektromeetrisse [36].
Teine peamine liidese funktsioon on uuritava aine ionisatsioon, kuna paljudel ainetel ei
ole naturaalselt laengut [36]. Kdige populaarsemad LC/MS-liidesed on atmosfadrirdhul
ionisatsiooniliidesed, milleks on elektropihustiionisatsioon (ESI) ja atmosfddrirohul

keemiline ionisatsioon (APCI) [27].

Elektropihustiionisatsiooni korral juhitakse kolonnist tulev eluent ldbi metallist
kapillaari, mis on korge pinge all (tavaliselt 3—4 kV) [34]. Kapillaar on tavaliselt risti
vOl mingi nurga all massianaliisaatori avausega, et vihendada saastumise ohtu [37].
Kdrge pinge toimel pihustub vedelikujuga, mis koosneb korge laenguga piiskadest,
tekitades udu [34]. Lisaks saab kasutada pihustavat gaasi (tavaliselt ldammastikku), see
vOimaldab kasutada suuremat eluendi voolukiirust [35]. Laenguga piisad, mis
tekitatakse elektropihusti otsa I0pus, liigutatakse mooda rohu- ja pingegradienti
massispektromeetri analiisaatorisse [35]. Kasutades korgendatud temperatuuri ja/voi
kuivatavat lammastikugaasi juga need piisad aurustatakse [35]. Aurustumise kaigus
piiskade suurus vdheneb, kuni laengute vahelised toukejoud piiskade pinnal iiletavad
pindpinevuse kooshoidva jou, mida nimetatakse Rayleigh limiidiks [34]. Siis toimub
Coulombi plahvatus, mis tekitab hulga véiksemaid piiskasid, mille raadius on umbes
10% algse piisa raadiusest [34]. Aurustumise kdigus annavad piisad oma laengu
analiitidile, mis on naidatud Joonis 9 [38]. Saadud ioonid suunatakse 1dbi rdbueemaldi

koonuse ja seejérel kiirendatakse massianaliisaatorisse [35]. ESI on sobiv polaarsete
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molekulide ioniseerimiseks ning kdige sobivam liides suurte molekulide, nagu peptiidid

ja oligonukleotiidid, ioniseerimiseks [38].
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Joonis 9. ESI ioonide moodustumise mehhanismi skeem. [39]
Atmosfadrirdhul keemilise ionisatsiooni APCI korral lastakse HPLC eluent l&bi
pneumaatilise aurustaja, kus piisakesed samaaegselt tekitatakse ja kuivatatakse [34].
Erinevus ESI-st on piisakeste moodustamise viis ja ioonide tekitamise moodus [34].
Gaasiline eluent ja proov ioniseeritakse koroonalahendusega, see tdhendab, et korge
laenguga elektrood tekitab piisavalt tugeva elektrivélja, et ioniseerida lihedalolevaid
molekule, APCI skeem on ndidatud Joonis 10 [40]. Mitmekilovoldine potentsiaal on
piisav, et eemaldada elektron neutraalsest molekulist seda Iohustamata [40].
Koroonalahendus voib otse ioniseerida uuritava aine molekuli voi ioniseerib eluendi,
mis porkudes neutraalse analiiiidiga annab oma laengu dra [40]. APCI eelis ESI ees on,

et see voimaldab ioniseerida mittepolaarseid ja vihepolaarseid molekule [40].

M+[Solvent+H’)
-~ -+[M+H*]+Solvent (proton transfer)

lon Transfer Unit
Sample
Ll e +
S B by T *
MS
Corona and solvent

Joonis 10. APCI komponentide ja proovi liikumise skeem. [40]
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3.3.2 Massianaliisaatorid

Pérast ioonide moodustamist on vajalik eraldada erineva m/z suhtega ioonid, méarata
need m/z suhted ja moOota iga ioonigrupi relatiivne intensiivsus [34]. Analiisaatori
eesmédrk on hoida ioone, valida raadiosagedusliku pinge tulemusel kindla massiga
ioonid ja liigutada wvalitud ioonid tuvastamiseks detektorisse [36]. Erinevatel
massianaliisaatoritel on omad eelised ja puudused, kuid populaarsemad on kvadrupool-

ja lennuaja (ingl Time-of-Flight, TOF) massianaliisaatorid [34].

Kvadrupoolmassianaliisaator koosneb enamasti neljast metallvardast, mis on iiksteisest
vordsel kaugusel [35]. Varrastest lastakse ldbi nii alalispinge kui ka ostsilleeriv
raadiosageduslik vahelduvpinge samal ajal, korvuti olevate varraste vahel on
vastandpolaarsused [36]. Raadiosageduslik komponent on kahe vardapaari vahel 180°
faasist véljas [34]. Ioonide juga, mis juhitakse varraste vahele, liigub alalispinge ja
vahelduvpinge koostoimel spiraalselt ldbi varraste [36]. Kindla alalis- ja
vahelduvpingete viirtuste korral liiguvad kindla m/z suhtega ioonid stabiilse
trajektooriga 14bi varraste ja jouavad detektorini [34]. Ioonid, mis ei ldbi varraste
vahelist vahemaad antud pingeviirtuse juures, liiguvad mooda ebastabiilset trajektoori,
porkuvad 10puks varraste pinnaga ja neutraliseeruvad [36]. Tostes jarjestikku
raadiosagedusliku pinge sagedust, saab juhtida jirjest suurema massi-laengu suhtega

ioone detektorini [36].

Lennuaja massianaliisaatori t60pdhimdte tugineb sellele, et kui ioonidele anda sama
kineetiline energia, siis nende kiirus on poodrdvordeline massi ruutjuurega [34].
Ioonidele antakse kineetiline energia korgepinge impulssidega [37]. Sellepérast on
lennuajainstrumendis téhtis, et kdik allikas olevad ioonid suunataks samaaegselt ja
korraga massianaliisaatorisse teatud hetkel, et oleks teada nende lennuaeg ja sellest
tulenevalt m/z suhe [34]. Selle tulemusel saadakse kindla ajahetke tdielik massispekter,
mis koosneb kdikidest m/z suhetest [34]. Kergemad ioonid jouavad detektorini
kiiremini [36]. Protsessi saab korrata niipea kui kdige raskem ioon on joudnud
detektorini [34]. Lennuaeg on vidga lithike, olles 90 nanosekundit kahemeetrise
lennutoru kohta [36]. loonipeeglite kasutamine vdimaldab pikendada iooni lendamise

teekonda, nii saab eristada paremini ioone, millel on sarnane lennuaeg [34].
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3.3.3 Detektor ja massispekter

Kui laetud osake porkub detektori membraani pinnaga, pdhjustab see elektroni
viljaloomise membraani teisel poolel. See elektron pdrkub siis detektori siseseina
kattega, vabastades iga pdorkega mitmeid elektrone. Selline elektronide ahelreaktsioon

voimendab iihe pdrke signaali, mida on siis vdimalik saata andmesiisteemi. [36]

Massispekter on graafik, kus y-teljel on ioonide suhteline sisaldus ja x-teljel on m/z
suhted. Tavaliselt vordsustatakse kdige tugevam signaal 100%-ga ja koiki teisi signaale
viljendadakse protsendina sellest. ESI poolt tekitatud ioonide IGhustumine on tldiselt
piiratud ja massispekter néeb suhteliselt lihtne vilja. Kuid ESI tekitatud mitme laenguga

valkude ja peptiidide spekter voib olla keerulisem, nagu ndidatud Joonis 11. [35]
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Joonis 11. Niide hobuse miioglobiinvalgu standardlahuse ioonide kogumi massispektrist. [35]
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4 Materjalid ja meetodid

Toos kasutatud bioloogiliseks materjaliks oli heitdialiisaat. Proovid on saadud Pohja-
Eesti Regionaalhaigla nefroloogia osakonnast. Dialiilisiproovid votsid haigla
protseduurided dialiiiisiaparaadi vidljavoolust 10 min pérast dialiiiisi algust ja vahetult
enne dialiiiisi 10ppu (tdhistatud vastavalt 10 min ja 240 min). Kromatografeerimiseks ja
parema sdilivuse tagamiseks hapustati proovid kohe proovivotu paeval kuni pH-ni 4,25.
Selleks sisestati proovilahusesse pH-meetri mddteelektrood ja proovi pidevalt
magnetsegajal segades tilgutati sellesse sipelghapet kuni vajaliku pH-véértuse
saavutamiseni. To0s kasutati 50 patsiendi proovi, mis olid kodeeritud. Patsientide
isikuandmeid pole t66 autorile avaldatud. Uuringud on heaks kiidetud Tervise Arengu
Instituudi juures asuva Tallinna Meditsiinieetika Komitee poolt, otsus nr. 2349

(15.03.2011).

Pentosidiini tuvastamiseks ja hindamiseks kasutati standardlahust, mis on valmistatud
puhtast (>98%) pulbrilisest pentosidiinist ning on toodetud firma Cayman Chemical
(Ann Arbor, Michigan, USA) poolt. Standardlahuste konsentratsiooni méadramiseks
kasutati pentosidiini neelduvuse koefitsienti. Selleks lahustati teadmata kogus
pentosidiini puhvris ja mdddeti selle UV-sumbuvust 320 nm juures UV-spektromeetriga
Shimadzu UV-3600 mida juhiti programmiga UVProbe, mida kasutati vastavalt
kasutusjuhendile. Sumbuvuse pohjal arvutati lahuse konsentratsioon natiivse
pentosidiini neelduvuskoefitsiendi 4522 AU/[(mol/l) cm] pdhjal [15]. Standardlahuse

lahjenduste tabel on toodud lisas 1.

Standardlahust, heitdialiisaati ja  hiidroliisaati  analiiiisiti ~ korgsurvevedelik-
kromatograafiaga ja massispektromeetriga. Enne kromatografeerimist tsentrifuugiti koik
proovid kiirusel 12358 pooret/minutis 15 minuti jooksul. See on vajalik, et
kromatograafi ei satuks tahkeid aineosakesi, mis ummistaksid kolonni vdi kahjustaksid

kromatograafi monda teist seadet.

28



4.1 HPLC ja MS uuring

TTU Tervisetehnoloogia instituudi kromatograafialaboris on kaks
kromatograafisiisteemi. Kromatograaf 1 (lisa 2-1) koosneb gradiendivdimelisest
pumbast, automaatsest proovidosaatorist, kolonniahjust, mille sees on kolonn Kinetex
2,6p C18 150*4,6 mm ja kaitsekolonn C18 4*3 mm (modlema tootja on Phenomenex
(Torrance, Kalifornia, USA)), dioodrividetektorist ja RF 2000 fluorestsentsdetektorist.
Kromatograafi t66d juhib programm Chromeleon, versioon 7.1.2.1478, mida kasutati
vastavalt kasutusjuhendile. ~Kromatograaf 2 (lisa 2-2) siisteem koosneb
gradiendivéimelisest pumbast, automaatsest proovidosaatorist, kolonniahjust (sama
kolonn ja eelkolonn, mis esimeses kromatograafis), voolu jaotamise ventiilist, kust 1/8
eraldatud proovist 1dheb massispektromeetrisse micrOTOF-QII (Brunker, Saksamaa) ja
7/8 proovist ldheb dioodrividetektorisse ja fluorestsentsdetektorisse RS. Kromatograafi
2 juhitakse programmiga Chromelion 6.80 SR8 ja massispektromeetrit kontrollitakse
programmiga Compass 1.3, modlemaid kasutati vastavalt kasutusjuhendile. Koigi
seadmete, v.a massispektromeetri, tootja on Dionex (Sunnyvale, Kalifornia, USA), kdik
kromatograafiaseadmed peale RF 2000 fluorestsentsdetektori kuuluvad tootesarja
Ultimate 3000. Standardlahuse ja SPE tulemuste mootmiseks kasutati ka
spektrofluorofotomeetrit ~ Shimadzu = RF-5301PC, mis  vdimaldab  mdodta
fluorestsentsspektrit, seda juhiti programmiga Panorama Fluorescence 1.2, mida

kasutati vastavalt kasutusjuhendile.

Kromatografeerimisel kasutatavateks kemikaalideks olid atsetonitriil, metanool, MilliQ
vesi ja ammooniumformiaat. Atsetonitriill (AcN) on puhas (>99,9%) HPLC grade
vedelik, mille tootja on Honeywell (Morris planes, New Jersy, USA) ja selle
aegumiskuupédev oli 31.08.2019. Metanool (MeOH) on puhas (>99,9%) HPLC grade
vedelik, mis on toodetud Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) poolt ja selle
aegumiskuupdev oli 18.10.2019. Puhas vesi saadi laboris veepuhastussiisteemist
Millipore Synergy UV (Ultrapure (Type 1) water). Siisteem kontrollib vee puhtust
takistuse mooOtmisega, vee takistus ei tohi olla vidiksem kui 18,2 MQ.
Ammooniumformiaat (NHs4 form) (puhtusaste 97%) on kristalsel kujul, ning see
lahustati MilliQ vees (2,08 g/L) ja reguleeriti pH-ni 4,25 sipelghappega (puhtusaste
98%) kasutades pH-meetrit Knick Portamess (Saksamaa). Mdlemad puhverlahuse
komponendid on Honeywelli (Morris planes, New Jersy, USA) toodang.
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Kéesoleva t66 ldbiviimisel kasutati kahte erinevat kromatograafilist eraldusmeetodit,
milleks on poédrdfaasmeetod (to6reziim 1 — TR1), mis on laborisisene standard
dialiisaadi analiiiisimisel ja ioonpaarmeetod (t6oreziim 2 — TR2), milles kasutati
heptafluorovoihapet (HFBA) ioonpaarreagendina, mis on kirjandusest leitud meetod
pentosidiini analiiisimiseks [11, 15, 16, 17]. Mdlemal meetodil on samad uuritavad
fluorestsentsi lainepikkused, mis on Ex330/Em373 nm, mis vastab pentosidiini
emissiooni maksimumile happelises keskkonnas. Meetoditel oli ka sama voolukiirus 0,8
ml/min terve meetodi kestusel ja kolonni temperatuur 35 £ 1 °C. Meetodite erinevuseks
on gradiendi erisused (Joonis 12) ja kasutatavad eluendid (Tabel 1) kromatograafilise

eralduse saavutamiseks.
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Joonis 12. Gradientide erinevus erinevate kromatograafimeetodite puhul. Pildi iilemises osas on
eksponentsiaalgradient (t66reziim 1), alumises osas on lineaargradient (t66reziim 2).

Tabel 1. Tooreziimides kasutatud eluentide nimistu.

Tooreziim 1 Tooreziim 2
Puhver A NH, form H,O pH 4,25 0,005M HFBA H,O pH 2,38
Puhver B MeOH/AcN 9:1 0,005M HFBA AcN
Puhver C (pesu) | MeOH/AcN 9:1 MeOH/H,0 9:1

MicrOTOF-QII on MS/MS tiilipi kvadrupool/TOF-massispektromeeter, millel on ESI
ionisatsiooniallikas. Ionisatsiooniallika kapillaari pinge on seatud 4500 V peale ja
aurustava gaasi (lammastik) rohk on 1,2 bar. Proovi tilkade kuivatamine toimub 200 °C
juures ja kuivatava gaasiga N,, mille pealevoolu kiirus on 8 I/min. Valitud

detekteeritavate massi-laengu suhete vahemik oli 50-1200 m/z.
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4.2 Tahke faasi ekstraktsioon (SPE) ja hiidroliiiis

Peptiidide kontsentreerimiseks dialiisaadist kasutati SPE-kolonni [41] selle erinevusega
originaalmetoodikast, et Strata-X kolonni asemel valiti suurema poorsusega adsorbent
Strata-XL 100um 500 mg/6ml (Phenomenex), mis on ndidatud lisas 3. SPE ldbiviimise
metoodika on toodud Tabel 2. Mododdeti kolonnist 1dbi tulnud dialiisaadi kui ka

originaaldialiisaadi fluorestsentsspektrid.

Tabel 2. Strata-XL meetod [41].

Nr | Etapp Strata-XL
| | Kolonni 4 ml MeOH
stabiliseerimine

2 | Kolonni pesu 4 ml 0,5% AcOH
3 | Proovi lisamine 30 ml dialiisaati (pH 4-5)
4 | Kolonni pesu 8 ml 0,5% AcOH

e 4 ml 6/4 AcN/H,O +
5 | Viljapesu 1 0.5% AcOH

Hiidroliitisi teostamisel kasutati iildlevinud metoodikat [11, 14, 15, 17]. Peptiidide
fraktsioon kuivatati N, voolus temperatuuril 50 °C, jddk lahustati 6 M soolhappes ja
kanti tle hiidroliitisindoudesse. Hidroliilisiks ~ kasutati  spetsiaalseid vaakum-
hiidroliiiisiviaale mahuga 6 ml (Thermo Scientific katalooginumber 29571), jilgides
tapselt firma hiidroliilisijuhendit ja kasutades firma spetsiaalset ,,6 M constant boiling “
soolhapet (kat. nr. 24308). Hidroliiis wviidi 1dbi vaakumis, mis saavutati
membraanpumbaga. Pdrast vakumeerimist lasti hiidroliilisi viaali ldmmastik hapniku
eemaldamiseks. Seda tsiiklit korrati 10 korda 2 min vakumeerimisega enne 10plikku 5-
minutilist vakumeerimist. Hidroliilisiti temperatuuril 110 °C 20 tundi. Jahtunud
hiidroliisaati lisati 100 pl metiitiloranzi lahust (100 mg/l) ja neutraliseeriti 12 M NaOH-
ga indikaatori virvimuutuse alguseni. Katsetati ka hiidroliisaadi kuivaks aurutamist N,
voolus temperatuuril 50 °C ja teostati hiidroliiiisi katse pentosidiini standardlahusega, et

niha vdimalikke hiidroliiiisi mojusid pentosidiini hulgale.
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5 Tulemused ja arutelu

Tooreziim 1 on TTU  Tervisetehnoloogia instituudi kromatograafialabori
standardmeetod heitdialiisaadi uuringuks. See oli esimene meetod, millega katsetati
vaba pentosidiini eraldamist ja tuvastamist kromatograafiga. Tooreziim 2 valiti
Slowik-Zylka et al. [15] artikli pohjal, kuigi sama metoodikat on pentosidiini

analiiisimiseks kasutatud varemgi [11, 16].

5.1 Tooreziim 1

Pentosidiini tuvastamiseks dialiisaadi kromatogrammilt vorreldakse seda standardproovi
kromatogrammiga. Joonis 13 on ndidatud TR1 dialiisaadi (siniselt) ja standardlahuse
(punaselt) kromatogrammide vordlus. Antud meetodiga oli pentosidiini viljumisaeg 6,5
+ 0,2 minutit ning programm Chromelion mééras automaatselt pentosidiiniks suurema
piigi. Jooniselt on ndha, et pentosidiini tuvastamise teevad keeruliseks tundmatud
segavad ained, millel on ldhedane viljumisaeg kolonnist. Analiiisitud 10. minuti
dialtisaadi kromatogrammidel esines enam voOi vdhem sellist segavat lisandit 9-1
patsiendil 10-st. See meetod ei sobi pentosidiini uurimiseks halva eralduse tottu, sest
segav aine voidakse ekslikult tuvastada pentosidiiniks ning selle suur kogus vdib muuta

pentosidiini piigipindala mddramise vea vaga suureks.
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Joonis 13. TR1 P4 dialiisaadi (sinine) ja standardlahuse (punane) kromatogrammide vordlus. Pentosidiini
piiki dialiisaadis tuvastada voimalik ei ole.

Antud meetodiga tehti massispektromeetri uuring pentosidiini standardlahusele.
Massispekter on kujutatud Joonis 14. Massispektri joonisel on ndha pentosidiinile
iseloomulikke ioonifragmente. Sama m/z suhtega piigid 361, 334, 316, 250, 205, 187 ja
135 on valdavad ka teiste autorite pentosidiini massispektrites [11, 18].
Fluorestsentsdetektori ja massispektromeetri signaali vahel esineb 0,4 minutine ajanihe,
mis tuleneb neid detektoreid kolonniga iihendavate kapillaaride erinevast pikkusest.
Massispektri analiilisi vaba pentosidiini uurimiseks ei olnud vdimalik teha, sest vaba

pentosidiini kogus dialiisaadis osutus massispektromeetri jaoks liiga vdikeseks.
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Joonis 14. Pentosidiini standardlahuse massispekter: koige iseloomulikumad ioonifragmendid
pentosidiinile on m/z 334, 316 ja 250.
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Pentosidiini koguse hindamiseks tehti kalibratsioonikdver. Selleks mdddeti eri kogustes
ja kontsentratsioonides standardlahust. Mdotetulemuste tabel on toodud lisas 4 ja
kalibratsioonigraafik on nididatud Joonis 15. Jooniselt on nédha, et meetod on moddetud
vahemikus lineaarne (R* = 0,9974). Antud graafiku pdhjal on vdimalik leida
pentosidiini kogus, kui on teada piigipindala (pentosidiini kogus = piigipind/15,965).

Pentosidiini kalibratsioonikover
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Joonis 15. TR1 kalibratsioonikdver. Piigipinna vahemik on 0,08 — 202 mV*min. Joonisele on lisatud
lineaarsuse joon.

5.2 Tooreziim 2

TR2 dialiisaadi (must) ja standardlahuse (sinine) kromatogrammid on néidatud Joonis
16. Vorreldes diallisaati standardlahusega, on joonistelt ndha, et pentosidiini
standardlahuse piigiga langeb ajaliselt kokku dialiisaadi piik véljumisajaga 10,157 min.
Pentosidiini viljumisaeg selle meetodi puhul oli 10,15 + 0,04 min, mis saadi 10 selle

meetodiga kromatografeeritud dialiisaatide véljumisaegade vordlusel.
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Joonis 16 TR2 P9 dialiisaadi (mustalt) ja standardlahuse (siniselt) vOrdlus. Vdrreldavate piikide
véljumisaeg on 10,15 min.

Dialtisaadi P1 kromatograafiliste meetodite vordlus on ndidatud lisas 5, kus iilemine on
TR1 ja alumine on TR2. Meetodite vordlusest on ndha, et sama dialiisaadi
kromatografeerimisel eristub pentosidiini piitk TR2 korral paremini, kuigi esineb viike
lisapiik pentosidiini piigi 10pus. Samuti on signaali tugevus TR2 korral parem, piigi
maksimum on 14 mV vorreldes TR1 piigi maksimumiga 8,8 mV (TR2 signaal 1,6 korda

suurem).

Katse pentosidiinistandardi lisamisest dialiisaati on ndidatud Joonis 17. Selle katsega on
voimalik tuvastada pentosidiini piik kromatogrammilt paremini kui vordlusel
standardlahuse kromatogrammiga. Kuna TR2 puhul esineb ka pentosidiinil — olenevalt
dialiisaadist — kas suurem vdi véiksem lisapiik piigi 10pus, siis on selle katsega vdimalik
tuvastada pentosidiini dige piik. Nagu joonisel nidha ei muuda lisatud pentosidiin
dialiisaadi vastava piigi siimmeetriat, mis tdendab modlema viljumisaja viga tipset
kokkulangevust. Pentosidiini piik oli hea siimmeetriaga ja piisavalt eraldunud jargnevast
tunduvalt vdiksemast piigist. Selle pohjal voib jareldada, et TR2 on sobiv dialiisaatide

vaba pentosidiinisisalduse omavaheliseks vordluseks.
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Joonis 17. Pentosidiini lisamine dialiisaati: siniselt on dialiisaat P4, punaselt on dialiisaat P4-+St4.
Rohelise kastiga on tdhistatud lisatud pentosidiini osa punasel kromatogrammil.

Patsientide TR2 meetodi kromatogrammide varieeruvuse ndited on toodud lisas 6.
Uldiselt 10. ja 240. minuti dialiisaatide kromatogrammide vahel olulisi erinevusi, peale
tildise lahjenduse 240. min kromatogrammidel, ei tdheldatud. Hea lahutuse etaloniks on
patsiendi P11 kromatogramm, kus pentosidiini piik on hésti eraldunud ja selle hindamist
el sega moni teine fluorofoor. Sellised olid valdava enamuse analiiiisitud proovide
kromatogrammid. Rahuldavaks voib hinnata ka patsiendi P21 kromatogrammil oleva
lahutuse, selles dialiisaadis on tundmatut fluorofoori rohkem, mis teeb baasjoone
korrigeerimise keerulisemaks ja pentosidiini piigipindala méiiramise vdahem tépseks.
Problemaatiline on patsiendi P27 kromatogramm, kus teiste fluorofooride signaalide
intensiivsused on suhteliset suured ja pentosidiinile jirgnev halvasti lahutunud piik on
pentosidiiniga vordvaarne. Sellised kromatogrammid olid uuritud 50 patsiendist kahel.
Neil kahel patsiendil oli pentosidiini védljumisajaga piigipindala ca 2 kuni 10 korda
suurem kui enamusel teistest patsientidest (vt P27 ja P46 lisas 7). Kokkuvdtteks voib
jareldada, et meetod TR2 sobib vaba pentosidiini uurimiseks dialiisaadis, vélja arvatud
mone erandiga (nagu nditeks P27 ja P46). Pentosidiini halva eralduse korral pakkusid
Slowik-Zylka et al. vélja, et pdrast gradient kromatograafiat tuleb suunata eraldunud
fraktsioonid teise kromatograafi, kus eraldus toimub alternatiivse meetodiga samal
poordfaas kolonnil [15]. Moned autorid on teise meetodina kasutanud ka

kromatograafiat Hypercarb tdidisega (aktiveeritud soe) kolonni [19, 20]. Viimane on
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perspektiivne edasiarendus meetodile, kuid vajab Hypercarb kolonni soetamist, mis

maksab ligikaudu 900-1000 dollarit.

Ka selle meetodi puhul tehti kalibratsioonikdver, et oleks voimalik piigipindala pdhjal
hinnata pentosidiini sisaldust dialiisaadis. Kalibratsioonikdver on kujutatud Joonis 18 ja
moodtetulemuste tabel on lisas 8. Meetod on antud mddtepiirkonnas lineaarne
(R*=0,9997). Sarnaselt TR1 kalibratsioonigraafikule on vdimalik antud graafiku pdhjal
leida  pentosidiini  kogus, kui  piigipindala on teada  (pentosidiini

kogus = piigipind/16,782).

Pentosidiini tooreziim 2 kalibratsioonikover

12

y=16,782x

R?=0,9997 /
10

. //
* Modtetulemus
—— Linear (M&&tetulemus)
\ /

2 //
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Pentosidiin piigis (ng)

Piigipind [mV*min)
(=]

Joonis 18. TR2 kalibratsioonikdver. Modtmiste piigipinna vahemik on 0,4 — 4,2 mV*min. Joonisele on
lisatud lineaaruses joon.

TR2 meetodi korratavus leiti proovide paralleelmodtmiste meetodil (Magnusson et al
kdsiraamatu peatiikk 4.4) [42]. Selleks jaotati moddetud paralleelid kahte gruppi: 10.
minuti dialiisaadid ja 240. minuti dialiisaadid. Selline jaotus tehti 1dhtudes fluorofooride
kontsentratsioonide erinevusest dialiilisi alguses ja 10pus. Mdotmiste algandmed on
toodud lisas 9. Korratavus oli 10. minuti dialiisaatidel 7,8% ja 240. minuti dialiisaatidel

5%.
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5.3 Tahke faasi ekstraktsioon

Voimalike analiitidi kadude arvestamiseks teostati pentosidiini vastupidavuse
kontrollkatsed, mis on toodud Tabel 3. Tabelist on nidha, et proovi kiilmutamine ja
sulatamine ning aurutamine 50 °C juures pentosidiini ei lagunda. 6 M HCI pentosidiini
lahuse muutmiseks kromatografeerimise jaoks sobilikuks on kirjeldatud kahte erinevat
moodust. Nendeks moodusteks on aurutamine korgendatud temperatuuril ldammastiku
pealevoolu all [11, 15] ja seejérel lahustamine puhver A-s voi neutraliseerimine NaOH-
ga [14, 17]. Antud kontrollkatsete kdigus esines suuremaid kadusid aurustamisega,

tabelis on néha protsentuaalne vahe vorreldes to6tlemata pentosidiiniga.

Tabel 3. Pentosidiini stabiilsuse kontrollkatsed

Piigi
pindala Protsent
Katse Nimi (mV*min) | (%)

st3 10ul 44,1 100
sulatatud 44,0 99,9
aurutatud 434 98,5
aurutatud HCI | 35,0 79,4
neut NaOH 42,1 95,5

Pentosidiini vastupidavuse kontrollkatse hiidroliilisil on toodud Tabel 4. Tabelist on
ndha, et hiidroliisaadi kuivatamisel 50 °C N, pealevoolu all on kaod palju suuremad kui
neutraliseerimisel NaOH-ga. Selle katse pdhjal kasutatakse patsientide dialiisaatide
hiidroliitisimisel neutraliseerimist NaOH-ga. Neutraliseerimismeetod vajab tidiendamist:
minielektroodidega pH-meetrit voi indikaatorainet, et seada tdpne uuritava aine pH

kromatografeerimiseks.

Tabel 4. Pentosidiini hiidroliiiisi kontrollkatse tulemused

Piigi Pinna
pindala korrektuur | Protsent
Katse nimi | (mV*min) | (mV*min) |(%)

St4 5,679 177,52156 | 100
Hydrol kuiv |2,6506 81,10836 |45,6893

Hydrol neut |4,9769 152,29314 | 85,78853
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Peptiidide ja valkude fraktsiooni eraldamist diallisaadist katsetati patsientide P9 ja P33
proovidega. Dialiisaatide ja nende fraktsioonide fluorestsentsspektrite vordlus on toodud
Joonis 19. Graafikutelt on niha, et dialiisaadi ja selle fraktsioonide emissioonispektrid
on kujult samad ja erinevad ainult intensiivsuse poolest. Sellest voib jareldada, et mingi
erineva grupi fluorofooride viljaselekteerimist Strata-XL kolonniga ei toimunud.

Mblema patsiendi korral jéi 75% algsest fluorestsentsist kolonni kinni.
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Joonis 19. P9 ja P33 emissioonispektrid ergastus lainepikkusel 330 nm.
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Dialtisaatide P9 ja P33 peptiidifraktsioonide hiidroliisaatide pentosidiinisisaldused
iimber arvutatuna algdialiisaadi siistimahule on toodud Tabel 5. Tabelist on ndha, et
peptiididega  seotud pentosidiini  osakaal kogu pentosidiinis on viike.
Kontsentreerimismetoodika kontolliks viidi 1dbi katse fluorestseeruva mudelpeptiidiga
Fibrinopeptiid B (molekulkaal 1570 Da). Selle katse tulemused néditasid, et SPE
metoodika seda peptiidi ei sidunud ja selle pdhjal voib jireldada, et tabelis 5 toodud

vaba ja peptiididega seotud pentosidiini suhtarvud ei pruugi olla 16plikud.

Tabel 5. P9 ja P33 dialiisaadi hiidroliiiisi tulemuste kokkuvote.

Vaba Peptiididega seotud | Kogu Seotud pentosidiini
Patsiendi | pentosidiin pentosidiin pentosidiin suhe kogu
kood (mV*min) (mV*min) (mV*min) pentosidiiniga (%)
P9 (100 pl) |7,53 2,01 9,54 21,1
P33 (100 pl) | 5,94 2,04 7,98 25,6
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6 Jareldused

TTU Tervisetehnoloogia instituudi kromatograafialabori heitdialiisaadi uurimise
standardmeetod ei sobinud vaba pentosidiini hindamiseks. Pentosidiini véljumisajal oli
ndha mitmeid segavaid aineid ja seetdttu ei olnud vidga tépselt voimalik tuvastada
pentosidiini piiki. Vaba pentosidiini vidikese koguse pirast ei olnud voimalik teha

dialiisaadile massispektri analiiiisi.

Kirjandusest leitud ioonpaarpdordfaasmeetod oli sobilik heitdialiisaadi vaba pentosidiini
leidmiseks. Vaba pentosidiini piik oli hea slimmeetriaga ja piisavalt eraldunud
segavatest fluorofooridest ning dialiisaadi piik langes tdpselt kokku pentosidiini
standardlahuse piigiga. Eranditeks olid moned patsiendid, kelle dialiisaadis olid teiste
fluorofooride signaalide intensiivsused suhteliselt suured. Meetod oli mdddetud

piirkonnas lineaarne.

Peptiididega seotud pentosidiini uuringul tuli vélja, et Strata-XL kolonn ei seo endaga
koiki peptiide ja selle pohjal ei saa kindel olla, et leitud peptiididega seotud pentosidiini
hulk (20-25% kogu dialiisaadi pentosidiini hulgast) vastab tegelikult dialiisaadis olevale
peptiididega seotud pentosidiini hulgale. Selle pdhjal saab &elda, et meetod vajab

taiendavat uurimist.

41



7 Kokkuvote

AGE ehk gliikatsiooni 10pp-produktid on heterogeenne aineiihendite grupp, mis tekib
mitte-enstimaatiliselt valkude, lipiidide vdi aminohapete gliikatsiooni tulemusel. Kdik
AGE-d on seondunud kas valgu peptiidahela kiilge (adukt) vo1 valgusiseste
peptiidahelate vahele (ristiihendus). AGE-de teke on keeruline ja pikk molekulaarne
protsess, mis sisaldab endas lihtsaid ja keerukamaid mitmeastmelisi reaktsioone, mida
nimetatakse Maillardi reaktsiooniks. AGE-de markeriks on pentosidiin, mis korreleerub
tugevalt karboniiiiliihendite tasemega, mis on AGE-de eelained. Peamiseks pentosidiini
midramistehnikaks oli korgsurvevedelikkromatograafia poordfaas C18 kolonniga

ioonpaarmeetodil.

Vaba pentosidiini médramiseks kasutati kahte kromatograafiameetodit: TR1 — poordfaas
meetod (pH 4,25) eksponentsiaalse gradientvéljapesuga C18 kolonnil ja TR2 -
ioonpaarmeetod (pH 2,3) lineaarvéljapesuga C18 kolonnil. Mdlemal meetodil on samad
uuritavad fluorestsentsi lainepikkused, mis on Ex330/Em373 nm, mis vastavad
pentosidiini emissiooni maksimumile happelises keskkonnas. Massispektri mdotmised
teostati  MicrOTOF-QII  MS/MS  tiitipi  kvadrupool/TOF-massispektromeetril,
detekteeritavate massi-laengu suhete vahemikul 50-1200 m/z. Tahke faasi ekstraktsioon
viidi 1dbi Strata-XL kolonniga ning eraldatud peptiidide fraktsioon hiidroliitisiti

vastavalt kirjandusest leitud meetodiga.

Pentosidiini tuvastamiseks diallisaadi kromatogrammilt vorreldi seda standardlahuse
viljumisajaga. TR1 korral ei saavutatud piisavat pentosidiini eraldust teistest
fluorofooridest, et seda saaks usaldusvidirselt hinnata. Vaba pentosidiini massianaliiiisi
analiiiidi vdikese koguse tottu teostada ei saanud. Kirjandusest leitud TR2 meetodiga oli
pentosidiini eraldus teistest fluorofooridest piisav ja vordlusel standardlahusega
joondusid piigid hésti. Tahke faasi ekstraktsioonil leiti, et Strata-XL kolonn ei seo
endaga koiki peptiide ja selle pdhjal ei saa kindel olla, et leitud peptiididega seotud
pentosidiini hulk vastab tegelikult dialiisaadis olevale peptiididega seotud pentosidiini

hulgale.
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Lisa 1 — Standardlahuse lahjenduste tabel

Lahuse Lahuse kogus (g) | Lisatud A | Lahjendus- | Kontsentratsioon
nimi puhver (g) | koefitsient

(korda)
Alglahus - - - 2,53 mg/ml
Stl 0,0483 (Stock) 4,9888 102,33 24,75 ng/ml
St2 0,5266 (Stl) 5,0245 9,54 2,59 ng/ml
St3 0,5004 (St2) 5,0099 10,01 0,26 ng/ml
St4 0,3076 (St3) 5,9811 19,45 13,32 pg/ml
St5 0,6768 (Stl) 5,2831 7,81 2,81 ng/ml
St6 0,1127 (St5) 1,3951 12,38 0,23 ng/ml
St7 0,1383 (St6) 1,4190 10,26 0,02 ng/ml
St8 0,0995 (St7) 1,4177 14,24 1,32 pg/ml
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Lisa 2 — Kromatograafid

1) Kromatograafi stisteem number 1.
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2) Kromatograafi slisteem number 2.
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Lisa 3 — SPE kolonn

1) Strata-XL 100 um 500 mg/6 ml
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Lisa 4 — TR1 kalibratsioonikovera mootetulemuste tabel

Pentosidiin piigis | Piigipind
Krom. ID | Siist (ul) Konts. (ng/pl) | (ng) (mV*min)
ST8 RD2 |45 0,0013228 0,0595254 0,9315
ST8 RD2 |30 0,0013228 0,0396836 0,5705
ST8 RD2 |15 0,0013228 0,0198418 0,269
ST8 RD2 |5 0,0013228 0,0066139 0,0793
ST7 RD1 |10 0,0201631 0,2016312 3,0551
ST6 RC4 |10 0,2270429 2,2704289 30,9046
ST7_RES |60 0,0201631 1,2097874 17,8694
ST4 RB1 |10 0,0133246 0,1332457 2,1129
ST4 RB1 |5 0,0133246 0,0666228 1,1427
ST4 RB1 |5 0,0133246 0,0666228 1,0797
ST4 RB1 |20 0,0133246 0,2664913 4,3865
ST4 RB1 |30 0,0133246 0,399737 6,6383
ST4 RB1 |45 0,0133246 0,5996055 10,0611
ST4 RB1 |60 0,0133246 0,799474 13,5016
ST4 RB1 |75 0,0133246 0,9993425 16,9707
ST4 RB1 {100 0,0133246 1,3324567 22,4291
ST4 RB1 |75 0,0133246 0,9993425 17,0353
ST4 RB1 |60 0,0133246 0,799474 13,5577
ST4 RB1 |45 0,0133246 0,5996055 10,0883
ST4 RB1 |30 0,0133246 0,399737 6,6918
ST4 RB1 |20 0,0133246 0,2664913 4,3282
ST4 RB1 |10 0,0133246 0,1332457 2,1508
ST3 RA6 |10 0,2591127 2,5911272 44,1041
ST3 RA6 |30 0,2591127 7,7733816 132,1248
ST3 RA6 |50 0,2591127 12,955636 202,098
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Lisa 5 — P1 dialusaadi TR1 ja TR2 vordlus
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Lisa 6 — Dialiisaatide kromatograafilise eralduse vordlused

1) Dialiisaat P11 240. minuti proov, hea eraldus.
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2) Dialiisaat P21 240. minuti proov, rahuldav eraldus.
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3) Dialiisaat P27 240. minuti proov, problemaatiline eraldus.
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Lisa 7 — Patsientide 10. ja 240. minuti dialiisaatide

pentosidiini tulemuste tabel

10. minuti | 240. minuti 10. minuti | 240. minuti

P kood |(mV*min) | (mV*min) |P kood |(mV*min) | (mV*min)
P1 1,4743 0,576 P26 6,9396 1,6965
P2 1,6247 0,2786 P27 14,5612 3,0541
P3 4,2172 0,8191 P28 3,3453 1,3427
P4 3,245 0,2571 P29 2,6555 0,0824
P5 3,0229 1,2249 P30 3,4672 0,7009
P6 5,8973 — P31 3,199 0,8121
P7 11,9168 1,621 P32 2,4837 0,3103
P8 1,0151 0,2723 P33 1,689 1,8932
P9 8,0092 2,6836 P34 3,8492 1,2503
P10 4,6471 1,0154 P35 0,766 0,3474
P11 3,0535 1,0863 P36 2,0196 0,8422
P12 4,4225 0,9667 P37 1,2362 0,4194
P13 1,056 0,303 P38 2,0172 0,6129
P14 5,5403 0,9457 P41 6,7346 1,0973
P15 7,294 1,5707 P42 8,0591 3,6433
P16 1,409 0,4723 P43 4,9737 0,9646
P17 3,0774 1,1381 P44 5,0305 1,2216
P18 1,8561 0,3522 P45 2,8964 0,7273
P19 0,1813 0,6478 P46 17,1575 0,2779
P20 2,4097 0,2846 P47 4,697 1,1717
P21 4,5285 0,8195 P48 3,6073 0,625
P22 4,8434 2,1485 P49 2,9021 0,6262
P23 1,5171 - P50 4,7484 0,5166
P24 2,0115 0,6573 P51 5,0409 1,3822
P25 1,7527 0,4663 P52 0,9025 0,2076
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Lisa 8 — TR2 Kkalibratsioonikovera mootetulemuste tabel

Konts. Pentosidiin | Piigipind
Krom. ID Siist (ul) (ng/pul) piigis (ng) (mV*min)
st4 RAS 9,4 0,0133246 0,1252509 2,0651
st4 RAS 15,5 0,0133246 0,2065308 3,4207
st8 BAS 20 0,0013228 0,0264557 0,3979
st4_GD1 3 0,0133246 0,0399737 0,6946
st4 GDI1 5 0,0133246 0,0666228 1,0925
st4 GDI1 7 0,0133246 0,093272 1,5624
st4 2 RAI 20 0,0133246 0,2664913 4,5701
st4 2 RAI 25 0,0133246 0,3331142 5,6581
st4 2 RAI 25 0,0133246 0,3331142 5,4713
st4 RAS 50 0,0133246 0,6662283 11,1841
st4 RAS 30 0,0133246 0,399737 6,684
st4 RAS 40 0,0133246 0,5329827 8,9747
st4 GD1 5 0,0133246 0,0666228 1,0925
st4 GD1 7 0,0133246 0,093272 1,5624
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Lisa 9 — Korratavuse algandmed

10. min dialiisaadid

240. min dialiisaadid

Erinevus Erinevus
Paralleel 1| Paralleel 2 |(abs) Paralleel 1 | Paralleel 2 |(abs)

P kood (mV*min) |(mV*min) |(mV*min) | P kood |(mV*min) |(mV*min) |(mV*min)
P1 1,474 1,267 0,207 P1 0,576 0,609 0,033
P2 1,625 1,552 0,073 P3 0,819 0,819 0,000
P5 3,023 2,923 0,100 P4 0,257 0,259 0,002
P7 11,917 11,465 0,452 P5 1,225 1,192 0,033
P9 8,009 7,531 0,479 P7 1,621 1,726 0,105
P14 5,540 5,497 0,043 P8 0,272 0,228 0,045
P20 2,410 2,394 0,016 P9 2,684 2,598 0,085
P23 1,517 1,434 0,083 P10 1,015 1,013 0,002
P26 6,940 6,301 0,638 P13 0,303 0,273 0,030
P27 14,561 12,653 1,908 P14 0,946 0,925 0,021
P28 3,345 3,281 0,064 P15 1,571 1,435 0,135
P35 0,766 0,682 0,084 P17 1,138 1,112 0,027
P46 17,158 14,416 2,742 P21 0,820 0,757 0,063
P27 3,054 2,776 0,278
P37 0,419 0,345 0,075
P41 1,097 1,139 0,041
P44 1,222 1,304 0,082
P52 0,208 0,211 0,003
P51 1,382 1,480 0,097
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