Hydrofilni interakcni kapalinova chromatografie: Od
separacniho mechanismu pres analyzu malych
molekul ke glykoproteomicke analyze
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Zalozena na separaci analytu na zakladé jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi.
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Pocatek chromatografie

« objevitel chromatografie

* rusko-italsky botanik

« separace rostlinnych pigmentt (chlorofyly, xantofyly,

karotenoidy)

« zrod chromatografie — 21. brezna 1903 zasedani f. |
j: " >

MICHAIL SEMJOVIC CVET

« 1906 — prvni publikace ,Physikalisch-chemische Studie (1872-1919)
tber das Chlorophyll. Die Adsorptionen® v Casopise M
Berichte der Deutschen Botanischen Gesellschaft m_g, . ( | )

separace na sloupci CaCO,, mobilni faze petrolether

VarSavske spolecCnosti prirodnich ved
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Kapalinova chromatografie

« Arne Wilhelm Kaurin Tiselius — definoval zakladni principy chromatografie a zaved| techniku

gradientove eluce — 1948 Nobelova cena za chemii

Tiselius
(1902-1971)

W
« Archer John Porter Martin a Richard Laurence Millington Synge — objev rozdélovaci chromatografie

— 1952 Nobelova cena za Chemii

Martin
(1910-2002)

Synge
(1914-1994)

#¥2> PRIRODOVEDECKA
) FAKULTA 4

= =75 Univerzita Karlova
:




Kapalinova chromatografie

e (Csaba Horvath

— povazovan za otce HPLC
— zavedl pelikularni Castice

— vyvinul kapalinovy chromatograf s kontrolou

parametru

— prispél k pochopeni retence v RP-HPLC

— jako prvni pouzil termin vysokoucinna kapalinova Csaba Horvath
chromatografie se zkratkou HPLC (1930-2004)
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Kapalinova chromatografie — separacni systemy

Separacni systém:
« Micelarni kapalinova chromatografie

« Afinitni chromatografie

* Molekulova vyluCovaci chromatografie
« Chiralni chromatografie

« Systém s reverznimi fazemi

« Systém s normalnimi fazemi

* lontové vyménna chromatografie

* lontove parova chromatografie

* Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC)




HILIC

1990 Alpert — separace aminokyselin na polarni stacionarni fazi
A.J. Alpert, Journal of Chromatography, 499 (1990) 177-196.

1941 Martin a Synge — separace aminokyselin na silikagelové stacionarni fazi

+ mobilni faze: voda/chloroform

A.J. Martin, R.L. Synge, Biochem J, 35 (1941) 1358-1368.

1975 Linden a Lawhead- separace sacharidi na aminopropylové stacionarni fazi

+ mobilni faze: voda/acetonitril

J.C. Linden, C.L. Lawhead, Journal of Chromatography, 105 (1975) 125-133.
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HILIC

500 - o= Stacionarni faze

400 N - « polarni — silikagel a modifikovany silikagel

Mobilni faze

pocet publikaci
w
S
|

200 - e
100 - H « vodna slozka (voda nebo pufr)
0 .W”WWU”WWHHH- AL L L  organicka slozka - acetonitril
PSS (LQQQ (1961' (LQQb‘ (1960 q/@‘b q/Q\Q (19\‘1' (19\‘* (19»@ (19\% q,Qq'Q S %&V
rok

Pocet publikaci v letech 1990-2022 obsahujicich pojem ,HILIC", nebo ,hydrophilic interaction
liquid chromatography®, nebo ,hydrophilic interaction chromatography” podle databaze Web of
Science ke dni 16.1.2024.




Separaéni mechanismus
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Separaéni mechanismus

komplexni separaCni mechanismus
« rozdélovaci mechanismus

* interakce se samotnou stacionarni fazi
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HILIC — separaCcni mechanismus

Charakterizace chromatografickych systému

» pochopeni separacniho procesu

* popis interakci, které se uplatnuji béhem separace zjednodusSi/urychli proces optimalizace
chromatografickych podminek pro konkrétni skupiny analytu

« Waltersuv test -  silanolova aktivita, a = k (N, N-diethyl-m-toluamid)/k (antracen)
,hydrofobicita“, a = k (antracen)/k (benzen)

* Engelhardtuv test - stéricka selektivita (pro CHs,), a = k (ethylbenzen)/k (toluen)
index polarity, IP = k (anilin)/k (fenol)

« Tanakuv test - ,hydrofobicita“, a = k (pentylbenzen)/ k (butylbenzen)
stéricka selektivita, a = k (trifenylen)/ k (o-terfenyl)
kapacita pro iontové-vyménné interakce, a = k (benzylamin)/k (fenol)
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HILIC — separaCcni mechanismus

Model linearnich vztaha volnych energii (LFER)

V - McGowanuv charakteristicky objem solutu (popisujici hydrofobicitu)
A - proton-donorova schopnost analytu pro tvorbu H-vazby

B - proton-akceptorova schopnost analytu pro tvorbu H-vazby

S - dipolarita/polarizibilita (popisujici interakce dip6l-dipdl)

E - schopnost analytu interagovat pomoci n- a 11- elektronu

logk=c+v.W+aA+bB +s.S+ekE

Vv - disperzni interakce

a - schopnost pusobit jako akceptor vodiku pro H-vazbu

b - schopnost pusobit jako donor vodiku pro H-vazbu

S - dipolarita/polarizibilita (schopnost fazi u€astnit se interakci dipdl-dipdl,
dipdl-indukovany dipal)

e - interakce s n- a n- elektrony analytu

PRIRODOVEDECKA
;) FAKULTA

niverzita Karlova



HILIC — separaCcni mechanismus

Cyklofruktanoveé stacionarni faze

« 2011 v HILIC
Ro._ RO o/ » cyklické oligosacharidy
io%o 0 oR oR « 6 - 8 D-fruktofuranosovych jednotek

R 1) silikagelova SF (250 x 4,6 mm; 5 um)
- ” ’ 0 2) CF6 (250 x 4,6 mm; 5 ym) — nederivatizovany cyklofruktan
L ° ” R 3) CF6-P (250 x 4,6 mm; 5 ym) — cyklofruktan derivatizovany
¥ izopropylovymi skupinami

R = H nebo derivatizacni skupina

EEIE%%I%/&)VEDECKA Kozlik, P., Simova, V., Kalikova, K., Bosakova, Z., Armstrong, D. W., Tesatova, E.: Effect of silica gel modification with cyclofructans on
U Univinits Radlsvs properties of hydrophilic interaction liquid chromatography stationary phases. Journal of Chromatography A 1257 (2012) 58-65.



HILIC — separaCcni mechanismus

Cyklofruktanoveé stacionarni faze
ACN/20mM octan amonny (v/v), pH 4,00
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1 - leucin enkefalin amid
2 - [D-Ala?]leucin enkefalin
3 - leucin enkefalin

4 - [Met>]enkefalin

Kozlik, P., Simova, V., Kalikova, K., Bosakova, Z., Armstrong, D. W., Tesarova, E.: Effect of silica gel modification with cyclofructans on
properties of hydrophilic interaction liquid chromatography stationary phases. Journal of Chromatography A 1257 (2012) 58-65.
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Hydrofilni interakcni kapalinova

chromatografie v analyze malych molekul




HILIC — analyza malych molekul

Stanoveni alantoinu v lidském séru
 biomarker oxidativniho stresu u lidi
* nizké koncentrace

* vysoka polarita

* nepfitomnost chromoforu pro UV detekci

Parametr Alantoin Podminky metody

Linearni rozsah (M) 0,05-100 Kolona Acquity BEH Amide (100 x 2,1 mm; 1,7 uym)
LOD (uM) 0,0001 Slozka A MF Acetonitril

LLOQ (uM) 0,05 Slozka B MF 0,1 % kyselina mravenci
uLoQ (uM) 100 Eluce Isokraticka 90/10 (A/B, v/v)
Denni spravnost (RE,%), n =5 4 Pritok MF 0,3 ml/min

Mezi denni spravnost (RE,%),n=5 +6 Objem vzorku 2 ul

Denni pfesnost (RSD,%), n =5 <9 Teplota na koloné 30 °C

Mezi denni pfesnost (RSD,%),n=5 <11 Teplota vzorku 5°C

Vytéznost (%), n =3 99 -100 Detekce QgqQ (MRM mdéd)

Matri¢ni efekt (%), n =6 70— 105 Celkova doba analyzy 4 minuty

Spoluprace s Revmatologickym ustavem a Neurologickou klinikou VSeobecné fakultni nemocnice

2 PRiropovEDECKA  Kozlik, P., Hasikova, L., Stiburkova, B., Zavada, J., Kalikova, K.: Rapid and reliable HILIC-MS/MS method for monitoring allantoin as a
FaRULTA biomarker of oxidative stress. Analytical Biochemistry 589 (2020) 113509.

Univerzita Karlova




HILIC — analyza malych molekul

Stanoveni pterinu v kutikule ploStic

G. lineatwn larvae
. » - Al

* Vyskyt: hmyz, obojzivelnici, plazi, ryby a Clovek

» Funkce: rozmanita (napf. podil na riznych
bunéénych procesech)

* Pigmenty hmyzu
— erythropterin (Cervena)

— leukopterin (bila) - Funkce ochranna 1 |

Ty %~ %' Graphosoma lineatum a

— xanthopterin (zluta) 4 Graphosoma

) semipunctatum z

riznych lokalita v

riznych vyvojovych
stadiich

* Pigmenty hmyzu
— vyvojove stadium
— rocni obdobi

— lokalita a slozeni potravy
Spoluprace s Katedrou zoologie PfF UK — studium vztahu predatort a plostic

B B R I BT EERE Kozlik, P., Krajicek, J., Kalikova, K., Tesatova, E., Cabala, R.,Exnerova, A., Stys, P., Bosékova, Z.: Hydrophilic interaction liquid chromatography
FAKULTA with tandem mass spectrometric detection applied for analysis of pteridines in two Graphosoma species (Insecta: Heteroptera).Journal of 17
Univerzita Karlova Chromatography B 630 (2013) 82-89.




HILIC — analyza malych molekul

Stanoveni pterinu v kutikule ploStic

1 2 Podminky metody
180,1—=135,1 Kolona ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm, 3,5 um)
/\ /\ Slozka A MF Acetonitril
3 Slozka B MF 5 mM octan amonny pH 6,8
238,1—=178,1 /L Eluce Isokraticka 85/15 (A/B, v/v)
Pratok MF 0,5 ml/min
Objem vzorku 2 ul
266,1—220,1 4 Teplota na kolon& 30 °C
Teplota vzorku 10 °C
Detekce QqQ (MRM mdd)
196,1—-140,1 > Celkova doba analyzy 35 minut
Extrakeni €inidlo dimethylsulfoxid
254,2—-206,2 6 /\
0 5 10 15 20 25 30 35
t (min)

Chromatogramy separace standardud pterind o koncentraci 625 ng/ml oznaceni analytu: 1, isoxanthopterin
2, xanthopterin 3, biopterin 4, erythropterin 5, leukopterin 6, neopterin

250 B B S BT R Kozlik, P., Krajicek, J., Kalikova, K., Tesafova, E., Cabala, R.,Exnerova, A., Stys, P., Bosdkova, Z.: Hydrophilic interaction liquid
FAKULTA chromatography with tandem mass spectrometric detection applied for analysis of pteridines in two Graphosoma species (Insecta: 18
Univerzita Karlova Heteroptera).Journal of Chromatography B 630 (2013) 82-89.
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Hydrofilni interakcni kapalinova

chromatografie v glykoproteomické analyze




HILIC — glykoproteomicka analyza

Glykoproteiny

Proteiny modifikovaneé oligosacharidovymi retezci

Funkce v zivych organismech — strukturni
— transportni

— ochranné

Biomarkery rady ruznych onemocnéni

 Bioléliva




HILIC — glykoproteomicka analyza

Glykoproteiny

* N-glykosylace — glykany vazany pres dusik na postranni retézec asparaginu

* O-glykosylace — glykany vazany pres kyslik na postranni retézec serinu nebo

threoninu
O
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N W\/
HO 2 b
- O
@) NfI:i H i 0-glykosidovia vazba
OH N-glykosidova vazba
eee @) 15)
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HILIC — glykoproteomicka analyza

Glykoproteiny
L @ sialova kyselina
g
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HILIC — glykoproteomicka analyza

Glykoproteiny

sialova kyselina

galaktosa

N-acetylglukosamin

Mmanosa

fukosa
asparagin
serin

threonin
jakakoliv aminokyselina kromeé prolinu

<x—un=zA ©® B O ¢

Zakladni typy N-glykanu: A) vysoce manosovy B) hybridni C) komplexni
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HILIC — glykoproteomicka analyza

Glykoproteiny
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HILIC — glykoproteomicka analyza

Glykoproteiny

Precisténi -

SPE v 2B

Int., AU 1
x10% 4
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> LC-MS/MS

* prekurzor ve stavu 3+, m/z = 878,68

* kolizni energie 35-70 eV

nizSi ionizacni ucinnost
nekompletni fragmentacni spektra
fragmentace ve zdroji

migrace fukosy v plynné fazi

Molnarova, K., Duri§, A., Je¢men, T., Kozlik, P.: Comparison of human IgG glycopeptides separation using mixed-mode hydrophilic

) Univerzita Karlova interaction/ion-exchange liquid chromatography and reversed-phase mode. Analytical and Bioanalytical Chemistry 413 (2021) 4321-4328. 25




HILIC — glykoproteomicka analyza

Haptoglobin: VVLHPNYSQVDIGLIK

RP-HPLC mod: C18 SF
Nizké rozliseni

-
o=
1

o
o
1

Normalizovana odezva (%)

0,0+
31,5

33,0
t (min)
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fr (min)

32,007

Experimentalni

podminky

Kolona Acquity UPLC Peptide BEH C18 (150 mm x 78 ym, 1,7 ym)
Slozka A MF Acetonitril s 0,1% kyselina mravenci
Slozka B MF 0,1% kyselina mravenci

Eluce Gradientova

Pratok MF 0,4 pl/min

Objem vzorku 1ul

Teplota na koloné 40 °C

Teplota vzorku 10°C

Detekce QToF (Data-dependentni analyza)
Celkova doba analyzy 97 minut

' | ' |
10 11 12

I ' I
13 14

pocet monosacharidovych jednotek

Kozlik, P., Goldman, R., Sanda, M.: Study of structure-dependent chromatographic behavior of glycopeptides
using reversed phase nanoLC. Electrophoresis 38 (2017) 2193-2199.

26



HILIC — glykoproteomicka analyza

Analyza N-Glykopeptidu hemopexinu

» plazmaticka bilkovina vazajici hem
* zmena v ramci jaternino onemocneni
* moznost neinvazivniho sledovani progrese onemocneni

* kliCové pro urceni prognozy a indikaci leCby

roO o r o o

4 ikt
! :

SWPAVGN'87CSSALR ALPQPQA#53VTSLLGCTH

Ae§2s) PRIRODOVEDECKA
Sel&t:) FAKULTA .

s—==2=—/ Univerzita Karlova
[" Huas >




HILIC — glykoproteomicka analyza

Analyza N-Glykopeptidu hemopexinu
SWPAVGN18’CSSALR Expermentani

Univerzita Karlova

of hemopexin glycopeptides. Journal of Chromatography A 1519 (2017) 152-155.

Kolona HALO HILIC (150 mm x 75 ym, 2,7 uym)
Slozka A MF Acetonitril s 0,1% kyselina mravenci
N A A + e L, Slozka B MF 2% acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci
I ts o« ¥ a8 TIET Eluce Gradientova
\ mEa ] . # «s ° ;
am ® a8 . . s v 'y ".‘ - Pritok MF 0,5 pI/mln
<’ < . oY, L s Objem vzorku 1l
. o Wt f o - Teplota na koloné 30°C
< 1004 = F n - n Teplota vzorku 10 °C
© 11 Detekce QTRAP (SRM)
& bV Celkova doba analyzy 90 minut
= !
o . .
«m
c
g
o
M
© 504
£
o
[ =
X
0 .r,-\"“‘.‘}-n e _L-..__J-’Q:;Ev’. _-é.-_-_gl.gam-\_ R W o
29 30 Ch| 32 33 34 35 36
f (min)
PRIRODOVEDECKA Kozlik, P., Sanda, M., Goldman, R.: Nano reversed phase versus nano hydrophilic interaction liquid chromatography on a chip in the analysis
FAKULTA
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HILIC — glykoproteomicka analyza

normalizovana odezva (%)

Analyza N-Glykopeptidu hemopexinu

100 ~

Experimentalni

SWPAVGNCSSALER

Slozka A MF
Slozka B MF

Objem vzorku
Teplota na koloné
Teplota vzorku

Celkova doba analyzy

HALO penta HILIC (150 mm x 75 ym, 2,7 um)
Acetonitril s 0,1% kyselina mravendi

0,1% kyselina mravenci

Gradientova

0,4 pl/min

1ul

40 °C

10°C

QTRAP (SRM)

90 minut

100 -
80 -
60-
40-

20+

PRIRODOVEDECKA
FAKULTA

Univerzita Karlova

Kozlik, P., Goldman, R., Sanda, M.: Hydrophilic interaction liquid chromatography in the separation of glycopeptides and their
isomers. Analytical and Bioanalytical Chemistry 410 (2018) 5001-5008.



HILIC — glykoproteomicka analyza

Analyza N-Glykopeptidu hemopexinu

HALO Penta-HILIC PEP1- SWPAVGN'87CSSALR BEH C18

oEp1 PEP2- ALPQPQN“53VTSLLGCTH

[T | 100'
~100- L] PEP2 PEP2 ~ PEP2
é . PEP1 B [ | é PEP1
S 801 ¥ - z 80 E

mE 3 <
g 601 > : 3 60 < ;
~g l. ' § ; ; Q0
% 40 [ % 404 ©°
3 E
£ 201 S 20 \‘
o
z 0 T T T T O T J T T T T T ‘J?J\‘ 1

17 18 21 10 11 12 13 14 15 16 18
t (min)
100 ~
100+ PEP1 H PEP2 < PEP1 A PEP2
o\c 1 ™ S L] [ ]
= & " o 80' u ]
g 80 - L ' g ] '!. '!.
% 60 - . . . . S 604 ma B E
.g . ‘ § i X | R
S 40 g 40 * .
X \ E .
& 20- 5 ]
E 20
5 J 2 _ L
p4
O T T T T T T T T T T T 1 0 r - - - Py - < - /\\ﬂLfI
23 24 25 % 28 29 30 10 11 12 13 14 15 16 17 18
(min) t (min)
PRIRODOVEDECKA Molnérova, K., Kozlik, P.: Comparison of Different HILIC Stationary Phases in the Separation of Hemopexin and Immunoglobulin G
%) FAKULTA

5 Univerzita Karlova

Glycopeptides and Their Isomers. Molecules 25 (2020) 4655.
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HILIC — glykoproteomicka analyza

|dentifikace N-glykopeptidu - glykoproteomické programy

o —— ~ porovnani dat s in-silico
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HILIC — glykoproteomicka analyza

|dentifikace N-glykopeptidu

¢ HILIC

Sex-hormone bindmg globulin

l'-:: il-l::: ll-:: lll:: -lq:: ~
SHEIWTHSCPOSPGNGTDASH ARG ANGIF] ANGIS] AN A2G251F] o KO | O n a :
LOVDQALNE L AT g A g oo o
g L “w "= " "m0
ANGISIF] A3G3 AMGIF] AFGISZ AIGIS3
Tr—— o HALO Penta-HILIC (2,7 um; 75 pm x 150 mm)
ll--:: Il-::: ll-:: ll-:: L2 2 i g
A2G2 AIGIF1 A2G251 A2G252 A2G251F1 o Mobilni faze:
-.-.- ,.,' Iir:: .,.,-:: --I:: III::
VVLHPNYSQVDIGLIE ey g . el
ANGISIF] A3G3 AICIF] AIGI5] AICIS2 ° A- Hzo S O 1% HCOOH
- )
e
S —_—
o > B: ACN s 0,1% HCOOH
l.':: ill':: III:: II|:: ll-:: :
MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK A2G2 AICIF] AGIS] AMNCIE2 AMCISIEL 1 00 -
o - . m —
-II.: I'I': l-l': lll‘: III‘: : 90_
A3G3 A3GIF] AGISL AMGIS2 AJCIEI 804
Hemopexin
l.':: -lr:: III:: II-:: Illl:: :- - 70 -
AZG2 AZGIF] AZCIS] APCTS2 AZCI5IF] O 601
SWPAVGNCSSALR _— e i - P
s a - e - L EERE g LN {5 < 50_
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HILIC — glykoproteomicka analyza
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Predikce retenCnich oken glykopeptldu v HILIC
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Zaver

Hydrofilni interakcni kapalinova chromatografie

* komplexni retenCni mechanismus
* vhodny chromatograficky mod pro polarni latky

 potencial v analyze glykoproteinu

velkeé rozliseni jednotlivych glykoforem + schopnost separovat isobaricke isoformy

neinvazivni serologické HILIC metody ke sledovani progrese ruznych onemocnéni
« predikce retenénich oken napomuze snizit falesné identifikace glykopeptidu

« vyuziti v charakterizaci bio-farmaceutik (kontrola vyrobniho procesu)
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